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RESUMEN 

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un trastorno neurodegenerativo caracterizado la 

acumulación de oligómeros solubles del péptido β-amiloide (AβOs) que provocan 

efectos deletéreos como estrés oxidativo y disfunción mitocondrial. La vitamina C, un 

antioxidante fundamental, desempeña un papel protector en la preservación de la 

integridad y función mitocondrial. Sin embargo, el mecanismo por el cual se transporta 

a las mitocondrias, especialmente en neuronas afectadas por la EA, aun no se 

comprende completamente. Si bien se ha propuesto que la vitamina C ingresa a la 

células principalmente como ácido deshidroascórbico (DHA) mediante 

transportadores de glucosa (GLUTs), investigaciones recientes indican que el 

transportador de vitamina C dependiente de sodio 2 (SVCT2), típicamente localizado 

en la membrana plasmática, también podría localizarse en las mitocondrias y medias 

el transporte de vitamina C en su forma reducida, ácido ascórbico (AA). 

 

La presente tesis busca investigar el papel de SVCT2 en neuronas hipocampales de 

ratón y células CAD diferenciadas expuestas a AβOs, con el objetivo de determinar si 

SVCT2 se localiza en las mitocondrias y si su expresión se ve afectada por el estrés 

inducido por los AβOs. A través de cultivos primarios de neuronas hipocampales de 

ratón y de modelos celulares, se evaluó la expresión y localización de SVCT2 en 

respuesta a concentraciones crecientes de AβOs. El estudio reveló un aumento 

significativo en la expresión de una variante corta de SVCT2, que podría representar 

una forma dominante-negativa, en neuronas tratadas con AβOs, lo que podría agravar 

el daño oxidativo al afectar el transporte de vitamina C. Además, en tejidos cerebrales 

de pacientes con enfermedades neurodegenerativas avanzadas, se detectó una señal 

débil de SVCT2, posiblemente debido a la marcada pérdida de neuronas.    
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ABSTRACT 

Alzheimer’s Disease (AD) is a neurodegenerative disorder characterized by the 

accumulation of soluble amyloid-β oligomers (AβOs), which cause deleterious effects 

such as oxidative stress and mitochondrial dysfunction. Vitamin C, an important 

antioxidant, plays a protective role in maintaining mitochondrial integrity and function, 

but its transport into mitochondrial, particularly in neurons affected by AD, remains 

unclear. While previous studies suggest that vitamin C enters the cells primarily as 

dehydroascorbic acid (DHA) via glucose transporters (GLUTs), recent findings indicate 

that the sodium-dependent vitamin C transporter 2 (SVCT2), typically located in the 

plasma membrane, may also localize to mitochondria and mediate the transport of 

vitamin C in its reduced form, ascorbic acid (AA).  

 

This thesis aims to investigate the role of SVCT2 in hippocampal neurons and CAD 

cells exposed to AβOs to determine whether SVCT2 localizes to mitochondria and how 

its expression is affected by AβO-induced stress. Using primary mouse hippocampal 

neurons and cellular models, we evaluated SVCT2 expression and localization in 

response to increasing concentrations of AβOs. The study reveals a significant 

upregulation of a short SVCT2 variant, potentially a dominant-negative form, in 

neurons tested with AβO, which may exacerbate oxidative damage by impairing 

vitamin C transport. In addition, brain tissues from patients with advanced 

neurodegenerative diseases showed a weak signal of SVCT2, likely due to the marked 

loss of neurons.  
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1. Enfermedades neurodegenerativas 

 

El aumento de la esperanza de vida en la humanidad representa uno de los logros de 

la era moderna, en gran parte debido a los avances en medicina, salud pública y 

tecnología. Sin embargo, este aumento también ha llevado al desarrollo de patologías 

crónicas conocidas como las enfermedades neurodegenerativas. Estas 

enfermedades, a menudo llamadas sinaptopatías, representan un desafío para la 

salud pública debido a la pérdida neuronal selectiva y simétrica en los sistemas 

motores, sensoriales o cognitivos, ocasionando el deterioro progresivo de los 

procesos fisiológicos asociados a estos [1].  

 

La incapacidad de revertir los efectos de las enfermedades neurodegenerativas se 

debe a que las neuronas, a diferencias de otras células del organismo, no pueden 

replicarse para reemplazar a las dañadas. En consecuencia, la pérdida de neuronas 

conduce a una disminución importante de la autonomía y calidad de vida del paciente. 

Hacen falta tratamientos definitivos para estas enfermedades, principalmente porque 

los mecanismos fisiopatológicos subyacentes no se comprenden completamente. Los 

tratamientos actuales se enfocan principalmente en detener la progresión de la 

neurodegeneración y en manejar los síntomas existentes, enfatizando la importancia 

de la detección temprana para un mejor manejo de estas condiciones [2].  

1.2. Tendencias globales y cambios demográficos 

 

A medida que aumenta la esperanza de vida y envejece la población mundial, la 

prevalencia de enfermedades neurodegenerativas aumenta correspondientemente, 

aumentando las tasas de morbilidad y reflejándose en tratamientos más costosos. 
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Estas enfermedades generalmente producen un síndrome de demencia, que se 

caracteriza por una pérdida de la función cognitiva, la memoria, el razonamiento lógico 

y alteraciones de la personalidad. Estos síntomas interfieren significativamente con la 

vida diaria, haciendo que el manejo de estas condiciones sea cada vez más complejo 

y exigente.  

 

A escala global se ha observado que el aumento de la prevalencia de la demencia 

está impulsado principalmente por el envejecimiento de la población y el crecimiento 

demográfico. Estos elementos son reconocidos como los determinantes principales 

de esta tendencia mundial (Fig. 1). Según la Organización Mundial de la Salud (OMS), 

en 2020 se registraron 1.000 millones de personas de 60 años o más. Se prevé que 

esta cifra se duplique a 2.100 millones para 2050, mientras que se espera que el 

número de personas de 80 años o más se triplique, alcanzando los 426 millones. Este 

cambio demográfico sugiere que el número de personas que viven con demencia 

aumentará de 55 millones en 2019 a 139 millones para 2050, resaltando una urgencia 

de abordar este creciente problema de salud [3]  
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Figura 1: Descomposición porcentual del cambio en casos de demencia (2019-2050) a nivel global y 

regional. GBD = estudio de la carga global de enfermedades, lesiones y factores de riesgo. Reproducida de 

GBD 2019 Dementia Forecasting Collaborators, Lancet Public Health, 2022 [4]. 

La carga económica de las enfermedades neurodegenerativas es profunda, 

imponiendo una carga financiera considerable tanto en las familias como en los 

sistemas de salud. Estas enfermedades a menudo duran más de una década, durante 

la cual los pacientes requieren cuidados y tratamientos continuos. Solo en Europa, se 

estima que el costo económico anual de cuidar y tratar a pacientes con enfermedades 

neurodegenerativas es de aproximadamente 130.000 millones de euros (alrededor de 

140 mil millones de dólares) [5]. Además, se espera que los costos asociados con los 

síndromes de demencia causados por estas enfermedades se dupliquen, de 1.3 

billones de dólares en 2019 a 2.8 billones de dólares para 2030. [3]. Esta escalada en 

los costos subraya la necesidad de estrategias efectivas para manejar y mitigar el 

impacto de las enfermedades neurodegenerativas en la sociedad.  
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1.4. Enfermedad de Alzheimer 

 

La enfermedad de Alzheimer (EA) se encuentra dentro del espectro de enfermedades 

neurodegenerativas. Identificada por primera vez en 1907 por los médicos alemanes 

Alois Alzheimer y Oskar Fischer [6,7], la EA representa la enfermedad 

neurodegenerativa más común y la principal causa de demencia en individuos 

mayores de 65 años, representando aproximadamente entre el 60 % y el 80 % de los 

casos [8]. Esta enfermedad se caracteriza por un declive progresivo en las habilidades 

cognitivas debido a la muerte neuronal, comenzando típicamente de manera sutil con 

deterioros en la memoria a corto plazo. 

1.4.1.  Prevalencia y factores de riesgos 

 

A pesar de que la causa precisa de la EA sigue siendo poco comprendida, existe un 

consenso general de que la edad constituye el principal factor de riesgo [9-15]. Se 

estima que alrededor del 5 % de los individuos de entre 65 y 74 años son afectados 

por demencia relacionada a la EA, con esta prevalencia aumentando al 13,2 % en 

aquellos de entre 75 y 84 años. Entre los individuos de 85 años y más, la demencia 

se observa entre un tercio y la mitad de la población.  Sin embargo, es importante 

señalar que la demencia relacionada a la EA no es un aspecto intrínseco del 

envejecimiento, ya que la edad avanzada por sí sola no es suficiente para inducir la 

enfermedad. Más bien, la evidencia sugiere que la EA está asociada con un 

envejecimiento no saludable, involucrando procesos patológicos específicos 

diferentes al proceso del envejecimiento normal [16-20]. 
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1.4.2. Formas de la Enfermedad de Alzheimer 

 

Los casos de EA se clasifican ampliamente en la EA de inicio temprano y la EA 

esporádica de inicio tardío (EOAD y LOAD, respectivamente). Algunos casos de 

EOAD pueden incluso subdividirse en un grupo familiar de inicio temprano (FAD), el 

cual es causado por mutaciones genéticas específicas y se hereda típicamente de 

manera autosómica dominante.  La mayoría de los casos de EA son de la variedad 

LOAD y su origen es más complejo, ya que está influenciado por una combinación de 

factores genéticos y ambientales. En contraste, la forma familiar de inicio temprano 

(FAD) afecta a alrededor del 5 % de los casos de EA, y está principalmente asociada 

a un perfil genético de alrededor de 200 mutaciones, todas agrupadas en tres genes: 

el de la proteína precursora del amiloide (APP), el de la presenilina 1 (PSEN1) y el de 

la presenilina 2 (PSEN2). El gen APP se encuentra en el cromosoma 21 y codifica la 

proteína precursora del amiloide (APP), mientras que los genes PSEN1 y PSEN2 

codifican las proteínas PSEN1 y PSEN2, las que forman parte del complejo γ-

secretasa que cliva a la proteína precursora del amiloide [21]. 

 

Además de estas mutaciones bien estudiadas, se han identificado otras mutaciones y 

variantes genéticas en la patogénesis de la EA. El riesgo de desarrollar LOAD se ha 

asociado con variaciones genéticas identificadas mediante estudios de asociación del 

genoma completo. Entre estos genes, el más importante es el de la Apolipoproteína E 

(APOE), ubicado en el cromosoma 19. Existen tres alelos comunes en este gen, que 

son APOE2, APOE3 y APOE4. El alelo APOE3 tiene un efecto neutro sobre el riesgo 

de padecer EA, mientras que el alelo APOE2 se hereda como protector. Por otro lado, 

el alelo APOE4 aumenta significativamente el riesgo de LOAD dosis-dependiente; el 
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riesgo de desarrollar EA aumenta 3 a 4 veces en los portadores heterocigotos, 

mientras que en los portadores homocigotos aumenta hasta 12 veces [22,23].  

 

Las mutaciones en el gen BACE1, que codifica a la enzima BACE1 responsable del 

clivaje inicial de la APP en la vía amiloidogénica, se han relacionado con un aumento 

en la producción de péptidos β-amiloide (Aβ). Las variantes de BACE1 pueden 

aumentar su actividad, lo que lleva a una mayor generación de Aβ42, la forma más 

amiloidogénica del péptido Aβ [24]. 

 

La variante sueca es una mutación especifica en el gen APP donde los aminoácidos 

lisina (K) y metionina (M) en las posiciones 670 y 671 son reemplazadas por 

asparagina (N) y leucina (L), respectivamente. Esta mutación incrementa el clivaje de 

APP por BACE1, resultando en niveles más altos de producción de péptidos Aβ [25]. 

Es una mutación asociada con la EOAD y ha sido ampliamente estudiada en modelos 

animales transgénicos. [26-28] 

1.4.3. Modelos animales de la Enfermedad de Alzheimer 

 

Basándose en el conocimiento de las mutaciones genéticas previamente 

mencionadas, se han desarrollado varios modelos animales para explorar los 

mecanismos y posibles blancos terapéuticos para la EA, además de comprender 

mejor su patogénesis y progresión. Los modelos más utilizados incorporan estas 

mutaciones, ya sea de manera individual o combinada, para replicar los factores 

genéticos y las características de la EA en humanos. Por ejemplo, modelos como los 

ratones Tg2576 y 5Xfad expresan formas mutantes de los genes APP y PSEN1, lo 

que conduce al desarrollo de placas amiloides y alteraciones cognitivas similares a lo 

observado en pacientes con EA. La utilidad de estos modelos se extiende a la prueba 
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de posibles intervenciones terapéuticas destinadas a mitigar las características 

patológicas de la EA. A continuación, se resumen estos modelos ampliamente 

empleados (Tabla 1). 

  

Modelo Transgen(es) Mutación(es) Promotor(es) Referencias 

PDAPP hAPP  V717F PDGF [29] 

H6 hAPP  N/A PDGF [30] 

J9 hAPP N/A PDGF [31] 

J20 hAPP N/A PDGF [31] 

Tg2576 hAPP 
K670N  

M671L 
PrP de hámster [28] 

APP23 hAPP 
K670N  

M671L 
Thy-1.2 [32] 

C3-3 
APP quimérico 

humano/murino 

K670N  

M671L 
Promotor priónico de ratón [33] 

CRND8 hAPP 

K670N  

M671L  

V717F 

Promotor priónico de hámster [34] 

APPDutch hAPP E693Q Thy-1.2 [35] 

ARC6/ARC48 hAPP E22G PDGF [36] 

C3-3 x PSEN1 
APP quimérico 

humano/murino, Hpsen1 

APP K670N, M671L; 

PSEN1 A246E 

Promotor priónico de ratón 

(APP, PSEN1) 

[33] 

PSAPP 
hAPP,  

hPSEN1 

APP K670N, M671L; 

PSEN1 M146L 

PrP de hamster (APP),  

HMG-CoA reductasa (PSEN1) 

[37] 

APPSL PS1M146L 

hAPP,  

hPSEN1 

APP K670N, M671L, 

V717I; 

PSEN1 M146L 

Thy-1 (APP) 

 

HMG-CoA reductase (PSEN1) 

[38] 

APPSL PS1kl 
hAPP,  

hPSEN1 

APP M233T, L235P ; 

PSEN1 M233T, L235P 
Thy-1 (APP) [39] 

5Xfad 
hAPP,  

hPSEN1 

APP K670N, M671L, 

I716V, V717I; 

PSEN1 M146L, L286V 

Thy-1 [40] 

Hbace1/Happ 
hAPP,  

hBACE1 
N/A Thy-1 (BACE1, APP) [41] 

Htau hTau mTauKO Tau, Thy-1 [33] 

Tau P301L hTau P301L Thy-1.2 [35] 

Tau V337M hTau V337M PDGF [36] 

Tau P301S hTau P301S Thy-1.2 [37] 

Tau G272V, P301S hTau 
G272V  

P301S 
Thy-1.2 [38] 

3xTg-AD 

hAPP,  

hPSEN1  

hTau 

APP K670N, M671L; 

PSEN1 M146V; 

tau P301L 

Thy-1.2 (APP, Tau) [39] 

 

Tabla 1: Modelos comunes de ratones para la enfermedad de Alzheimer, incluyendo sus transgenes, 

mutaciones relevantes, si aplican, y el promotor bajo el cual se expresan los transgenes. Modificado de Cavanaugh 

y colaboradores, Altex, 2014 [42]. 
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1.5. Histopatología y mecanismos moleculares de la Enfermedad de 

Alzheimer 

 

La histopatología de la demencia relacionada a la EA se caracteriza por la presencia 

de placas neuríticas extracelulares conformadas por variedades del péptido β-

amiloide (Aβ), distribuidas ampliamente por todo el hipocampo y la corteza cerebral, y 

ovillos neurofibrilares de la proteína Tau (NFT), que aparecen inicialmente en el lóbulo 

temporal medial, y posteriormente en las regiones corticales de los lóbulos temporal, 

parietal y frontal (Fig. 2). 

 

Figura 2: Histopatología característica de la EA. A. Imagen de tinción de plata de tejido cerebral cortical, donde 

se observan placas y ovillos. B. Imagen ampliada de placas neuríticas positivas a la plata. C. Proteína β-amiloide 

en placas. D. Tau hiperfosforilada en ovillos neurofibrilares. La escala de C es equivalente a la de A, y las flechas 

indican las placas neuríticas. Reproducida de Kumfor y col., Adv. Neurobiol., 2017. [43] 

La acumulación de péptidos Aβ y Tau en el cerebro se asocia a la pérdida sináptica, 

la muerte neuronal, y una respuesta inflamatoria que agrava el daño neuronal. 

También se ha observado, recientemente, que la activación crónica de la microglía y 
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los astrocitos en respuesta a Aβ y Tau desencadenan la liberación de citoquinas 

proinflamatorias y especies reactivas de oxígeno (ROS). Esta inflamación persistente 

agrava el daño tisular y promueve in entorno tóxico en el cerebro, contribuyendo a la 

progresión de la neurodegeneración [44]. 

1.5.1.  Péptidos β-amiloides (Aβ) 

 

Los péptidos Aβ se derivan de una proteína precursora más grande conocida como 

proteína precursora amiloide (APP), una proteína transmembrana presente 

predominantemente en las sinapsis neuronales [45]. Existen dos vías de procesamiento 

de APP mediadas por una familia de enzimas proteolíticas denominadas secretasas 

(Fig. 2). En la vía no amiloidogénica, la proteína APP es clivada por la enzima la α-

secretasa dentro del dominio de Aβ, entre los aminoácidos 16K y 17L. La actividad de 

α-secretasa no solo impide la formación de péptidos Aβ al clivar al centro de la 

secuencia de Aβ, sino que también provoca la liberación de APPsα hacia el medio 

extracelular, desde donde ejerce efectos neuroprotectores [46]. En la vía 

amiloidogénica, BACE1 es la enzima β-secretasa responsable del clivaje de la APP. 

Junto con γ-secretasa, BACE1 genera especies de péptido Aβ que en la enfermedad 

de Alzheimer se presentan como agregados cerebrales de tamaño y complejidad 

conformacional crecientes. El clivaje de APP mediado por BACE1 constituye el paso 

limitante en la producción de Aβ [47]. Por otro lado, γ-secretasa no tiene una ubicación 

exacta en su sitio de escisión, lo que resulta en una variabilidad en la longitud de los 

péptidos Aβ generados. Estos pueden oscilar entre 36 y 43 residuos, sin embargo, las 

especies predominantes son las de 40 y 42 residuos de longitud (Fig. 3).  

En condiciones normales, los péptidos Aβ se producen en forma monomérica soluble 

y se secretan al espacio extracelular, donde circulan a bajas concentraciones, 

desempeñando funciones neurotróficas y neuroprotectoras [48].  
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Figura 3: Clivajes proteolíticos de APP por las enzimas α-secretasa, BACE1 y γ-secretasa en las vías no 

amiloidogénica y amiloidogénica. Esta última trae como consecuencia la generación de variedades del péptido 

Aβ. Adaptada de Thinakaran, G. y Koo, E.H., J. Biol. Chem., 2008. [48] 

Existe la afirmación frecuentemente mencionada de que “Aβ42 es más amiloidogénica 

que Aβ40” [49-52]. A partir de datos obtenidos por resonancia magnética nuclear (RMN), 

difracción de rayos X y microscopia electrónica (ME), se han observado estados 

conformacionales significativamente diferentes entre las variedades de Aβ40 y Aβ42 

[53,54]. Aβ42 forma una horquilla β antiparalela que conecta los residuos del núcleo 

hidrofóbico central (16-21) con los residuos 29-36, compatible con las regiones 

conocidas de formación de fibrillas amiloides. Por otro lado, Aβ40 genera una horquilla 

β antiparalela alternativa, aunque menos común, que une el núcleo hidrofóbico central 

con los residuos 9-13, y que en ocasiones se asocia con los residuos 35-37 para 

formar una lámina β. Además, los dos residuos hidrofóbicos adicionales en el extremo 

C-terminal de Aβ42 regulan directamente las diferencias en el contenido de láminas β 

observadas entre las estructuras de Aβ40 y Aβ42. Estos estados conformacionales 
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hacen que los péptidos Aβ, especialmente Aβ42, sean propensos a agregarse en 

varios tipos de ensamblajes, tales como oligómeros, protofibrillas y fibrillas amiloides. 

Las fibrillas amiloides, de mayor tamaño e insolubles, forman placas amiloides 

(también llamadas placas seniles), mientras que los oligómeros, al ser solubles, se 

pueden difundir por el cerebro [55]. 

 

 

Figura 4: Procesamiento de la APP por la vía amiloidogénica. En el procesamiento de la APP por la vía 

amiloidogénica ocurren clivajes secuenciales por las enzimas BACE1 y γ-secretasa en los extremos terminales N 

y C, respectivamente. El fragmento C terminal (β-CTF) generado por BACE1 es internalizado y procesado por γ-

secretasa en múltiples sitios, produciendo variedades de péptidos Aβ, entre ellos las formas principales Aβ40 y 

Aβ42. Modificada de Kumar-Singh, S., Int J Mol Sci, 2009 [56]. 

Los péptidos solubles de Aβ se agregan para formar oligómeros (AβO), los cuales se 

asocian con la membrana celular y forman estructuras anulares con poros acuosos. 

La formación de estos poros compromete la integridad de la membrana plasmática 

neuronal y resulta en un influjo de iones de calcio (Ca2+) independiente de la actividad 

del receptor de glutamato [57,58]. El aumento del Ca2+ intracelular provoca estrés 

celular, lo que finalmente conduce a la muerte neuronal. Además, los AβOs 

promueven la hiperfosforilación de Tau, contribuyendo a la formación de NFT al 

interior de las neuronas [59]. También se ha demostrado que los AβOs son perjudiciales 

para las mitocondrias al aumentar el estrés oxidativo, reducir su umbral apoptótico y 

alterar sus procesos dinámicos [60,61]. 
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1.6. Estrés oxidativo y disfunción mitocondrial 

1.6.1. Homeostasis redox 

La homeostasis reducción-oxidación (redox) es fundamental para el funcionamiento 

apropiado de los organismos vivos. Prácticamente todos los procesos esenciales, 

desde la generación de energía hasta el metabolismo y las funciones vitales, 

contienen procesos redox. Es relevante señalar que no existe un único equilibrio redox 

en las células; en distintos compartimentos celulares, tanto internos como externos, 

se pueden observar variaciones fisiológicas o patológicas en los sistemas redox, los 

que operan de forma simultánea. Las reacciones redox se distribuyen en forma precisa 

y coordinada de acuerdo con los principios del Código Redox [62]. 

1.6.1.1. Radicales Libres 

Los radicales libres se definen como átomos o moléculas que presentan al menos un 

electrón desapareado en su capa de valencia y que pueden existir de forma autónoma 

en cierto grado. La formación de radicales libres puede ocurrir a través de la adición 

de un electrón a un átomo o molécula neutra, o mediante la eliminación de un electrón 

de un átomo o molécula neutra. También pueden formarse de la ruptura homolítica de 

enlaces covalentes, generalmente en presencia de energía en forma de calor, luz 

ultravioleta o radiación ionizante [63].  

 

Los radicales libres pueden actuar como oxidantes, aceptando electrones de otras 

moléculas, o bien, como reductores, cediendo electrones a otras moléculas [64,65].   

Esto puede generar una amplia gama de productos electrófilos secundarios que 

tienden a atacar sitios de alta densidad electrónica, normalmente presentes en 
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compuestos con átomos de nitrógeno (como proteínas y ácidos nucleicos) y en 

compuestos con enlaces dobles carbono-carbono (como fosfolípidos) [66].  

 

1.6.1.2. Especies Reactivas de Oxígeno (ROS) y estrés oxidativo 

Los radicales libres más relevantes que se producen de las reacciones metabólicas 

son las especies reactivas de oxígeno (ROS) (Tabla 2). Las ROS en el organismo 

pueden originarse tanto de fuentes exógenas como endógenas. Las fuentes exógenas 

abarcan alimentos específicos, fármacos, alcohol, tabaco, agentes contaminantes en 

el aire, pesticidas y radiación [67]. Por otro lado, las fuentes endógenas de ROS 

incluyen ciertas proteínas, como la familia de las NOX, y organelos celulares como 

mitocondrias, peroxisomas y el retículo endoplásmico, donde la demanda de oxígeno 

es alta [68-71]. 

Especies Reactivas de Oxígeno (ROS) Símbolo Vida media 

Radicales 
  

Superóxido O2•- 10-6 s 

Hidroxilo OH• 10-10 s 

Radical alcoxi RO• 10-6 s 

Radical peroxi ROO• 17 s 

No radicales 

 
  

Peróxido de hidrógeno H2O2 Estable 

Oxígeno singlete 1O2 10-6 s 

Ozono O3 Segundos 

Peróxido orgánico ROOH Estable 

Ácido hipocloroso HOCl Estable (min) 

Ácido hipobromoso HOBr Estable (min) 

Tabla 2: Especies reactivas de oxígeno (ROS) producidas de las reacciones metabólicas. Modificada de 

Phaniendra y colaboradores, Indian J Clin Biochem, 2015 [72].  

 

En condiciones fisiológicas, las ROS desempeñan funciones biológicas importantes, 

sobre todo en el metabolismo celular, donde participan en la transducción de señales, 
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la expresión génica, la activación de factores de transcripción, la respuesta mitogénica 

y la protección inmunológica, entre otras [73]. Sin embargo, las ROS también pueden 

ser perjudiciales; al ser inestables y por lo tanto altamente reactivas, pueden gatillar 

una reacción en cadena de formación de radicales libres que altera biomoléculas 

esenciales (lípidos, ADN y proteínas) al sustraerles electrones para lograr la 

estabilidad. Este proceso se considera a menudo auto-propagante, ya que las 

biomoléculas atacadas pierden un electrón y se convierten en radicales libres 

electrófilos, lo que inicia una cadena de reacciones que deja a varias otras moléculas 

alteradas e incapaces de cumplir sus funciones. Existen mecanismos antioxidantes 

que pueden atenuar este daño al ceder un electrón a los radicales libres reactivos para 

detener la propagación, pero cuando estos mecanismos no dan abasto debido a una 

elevada concentración de ROS, la célula entra en una condición conocida como estrés 

oxidativo [74,75]. 

1.6.2. Disfunción mitocondrial 

1.6.2.1. La mitocondria y sus procesos 

Las mitocondrias juegan un papel central en varias funciones celulares. Son el núcleo 

del metabolismo energético celular, siendo el sitio donde se genera la mayor parte del 

ATP a través de la fosforilación oxidativa (OXPHOS). También participan en el balance 

osmótico, la regulación y homeostasis del calcio y la comunicación entre organelos. 

Además, intervienen en la respuesta celular ante múltiples situaciones de estrés 

fisiológico y genético, así como en procesos complejos como la proliferación celular, 

la muerte celular programada y la senescencia [76].  
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Las mitocondrias son organelos dinámicos que se fusionan, dividen y cambian de 

localización en la célula. Además, contienen su propio ADN (mtDNA), el cual es más 

propenso a sufrir mutaciones en comparación con el DNA genómico [77], por lo que 

requieren de procesos constantes de reparación y reemplazo de sus componentes 

para mantener un funcionamiento adecuado (Fig. 5). Experimentan fisión y fusión para 

formar redes interconectadas. La fisión mitocondrial genera nuevas mitocondrias 

durante la división celular, facilita el transporte y la redistribución de las mitocondrias, 

y permite la eliminación de las mitocondrias alteradas, contribuyendo al control de 

calidad mitocondrial y promoviendo la apoptosis en respuesta a un estrés celular 

severo. En contraste, la fusión mitocondrial permite el intercambio de material 

intramitocondrial entre mitocondrias, esencial para mantener un conjunto equilibrado 

de proteínas mitocondriales, incluidas las enzimas de síntesis del ADNmt y proteínas 

de la cadena transportadora de electrones (ETC). La dinámica mitocondrial también 

incluye la mitofagia, un proceso mediante el cual las mitocondrias son dirigidas hacia 

los autofagosomas y posteriormente degradadas en los lisosomas, lo que mantiene 

una población mitocondrial saludable e inhibe la liberación de proteínas 

proapoptóticas a través de la eliminación selectiva de mitocondrias alteradas. Estos 

procesos continuos y dinámicos determinan la morfología, calidad, cantidad y 

distribución de las mitocondrias dentro de las células [78]. 
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Figura 5: Mecanismos de mantenimiento de la salud mitocondrial. La fusión mitocondrial combina 

mitocondrias sanas y alteradas para mitigar el daño mitocondrial. La fisión permite la creación de nuevas 

mitocondrias saludables, mientras que la mitofagia elimina las mitocondrias irreversiblemente alteradas a través 

de su degradación.  

1.6.2.2. ROS mitocondriales 

 

Las mitocondrias también participan activamente en la producción de ROS fisiológica. 

Es más, la mayoría de las ROS intracelulares se producen en las mitocondrias, 

surgiendo como subproductos del metabolismo celular durante la respiración celular 

[79]. En la OXPHOS, los electrones liberados de los sustratos reductores son 

entregados al oxígeno para establecer el gradiente electroquímico que impulsa la 

síntesis de ATP desde el complejo F0F1, pero pueden fugarse prematuramente hacia 

el oxígeno desde otros complejos de la ETC. Si se fugan de uno en uno, generan 

radicales superóxidos, mientras que, si se fugan en pares, producen peróxido de 

hidrógeno [80] (Fig. 6). A diferencia del superóxido, el peróxido de hidrogeno puede 
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atravesar la membrana mitocondrial externa hacia el citoplasma, donde puede 

reaccionar con hierro reducido (Fe2+) proveniente de proteínas hierro-azufre o hemo 

para generar el radical hidroxilo (OH•), una ROS altamente reactiva, en un proceso 

conocido como reacción de Fenton [81-83]. Cuando la tasa metabólica es alta y hay una 

mayor demanda de ATP, el flujo de electrones a través de la ETC aumenta, resultando 

en una mayor probabilidad de fuga de electrones desde los complejos y, por lo tanto, 

una mayor producción de ROS [84]. 

 

Figura 6: Sitios de fuga de electrones en la OXPHOS. Los electrones provenientes de sustratos oxidables son 

transferidos a través de los complejos I, III y IV o II, III y IV, en un proceso exergónico que impulsa el bombeo de 

protones desde los complejos I, III y IV hacia el espacio intermembrana (EIM). El gradiente de protones resultante 

impulsa la síntesis de ATP en el complejo V. Las flechas rojas punteadas identifican los sitios de fuga de electrones, 

y por consiguiente de producción de ROS, las flechas rojas continuas señalan la trayectoria de los electrones a lo 

largo de la cadena, las flechas azules ilustran el recorrido de los protones, y las flechas negras representan las 

reacciones de los sustratos. MMI = Membrana mitocondrial interna. MME = Membrana mitocondrial externa. 

Adaptada de Zhao, R. y colaboradores, Int. J. Mol. Med., 2019 [85]. 

1.6.3. Retroalimentación de la disfunción mitocondrial y el estrés oxidativo 

 

En condiciones normales, la producción de ROS está regulada por sistemas 

antioxidantes y cumple una función biológica relevante tanto en las funciones 



Facultad de Ciencias Biológicas, Universidad de Concepción | TESIS DE MAGISTER – MOREL SOTO C.    33 

mitocondrias como celulares [86,87]. Las ROS modulan la dinámica mitocondrial 

actuando sobre las proteínas de fusión y fisión, permitiendo la autorregulación de la 

morfología y función mitocondrial mediante la señalización mediada por el estado 

redox [76,80,83]. No obstante, un desequilibrio entre la producción de ROS y las defensas 

antioxidantes puede provocar estrés oxidativo en la mitocondria. Esto es 

particularmente evidente en el proceso del envejecimiento, donde las defensas 

antioxidantes del organismo disminuyen progresivamente y el daño oxidativo 

generado durante la OXPHOS va alterando biomoléculas tales como el ADNmt, 

proteínas y lípidos, lo que finalmente deteriora el ensamblaje y/o la función de la ETC, 

provocando una mayor fuga de electrones y por lo tanto, una mayor producción de 

ROS [88]. Esto perpetua el estado de estrés oxidativo y no solo interrumpe la 

bioenergética mitocondrial, sino que también altera el equilibrio de sus procesos 

dinámicos, resultando en mitocondrias fragmentadas que son menos eficientes en la 

producción de energía y más susceptibles a daños oxidativos adicionales [88-91]. 

 

El estrés oxidativo y la disfunción mitocondrial establecen un ciclo de retroalimentación 

perjudicial, en el cual las mitocondrias disfuncionales producen un exceso de ROS, 

dañando aún más las biomoléculas, exacerbando así la disfunción mitocondrial y el 

daño celular [92]. Esta interacción se ha observado en la EA, donde el estrés oxidativo 

y las anomalías mitocondriales previamente descritas son características importantes 

observadas en las neuronas afectadas [93]. 

1.6.4.  El cerebro como órgano susceptible  

 

El cerebro es un órgano complejo que tiene una alta demanda de oxígeno. A pesar de 

representar solo alrededor del 2% del peso corporal, utiliza aproximadamente el 20% 

del oxígeno total del organismo [94], lo que lo posiciona como un órgano con una tasa 
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metabólica muy elevada. Esto le permite sustentar funciones complejas, pero a su vez 

lo convierte en un sitio de alta generación de ROS. Si bien las ROS cumplen un rol 

importante la fisiología neuronal, como en la producción precursores esenciales para 

procesos como la potenciación a largo plazo (LTP) [95], su exceso provoca la oxidación 

masiva de proteínas, peroxidación de lípidos y productos finales de glicación y 

lipoxidación avanzada (AGEs y ALEs, respectivamente). La acumulación excesiva de 

estos compuestos induce el entrecruzamiento y agregación de proteínas, alterando la 

señalización y el funcionamiento neuronal [96]. 

 

La disfunción mitocondrial es otro factor al cual el cerebro es especialmente 

susceptible. Debido a sus requerimientos energéticos, la población mitocondrial en las 

neuronas alcanza alrededor de los 2 millones de estos organelos por neurona [97], en 

contraste con otros tipos celulares, donde esta cifra varía entre 1000 y 2000 [98]. La 

plasticidad sináptica, por ejemplo, depende de la señalización de Ca2+, y las neuronas 

invierten grandes cantidades de ATP para mantener el equilibrio intracelular de este 

ion. Las mitocondrias disfuncionales no solo producen menos ATP, sino que producen 

alteraciones en la homeostasis del calcio, perturbando la plasticidad sináptica [99]. 

 

Se ha evidenciado que los procesos anteriormente descritos son prevalentes en los 

cerebros de pacientes afectados con EA [100,101]. Estos cambios patológicos potencian 

el ciclo de retroalimentación entre el estrés oxidativo y la disfunción mitocondrial, lo 

que lleva en última instancia a la muerte neuronal. Considerando que el cerebro tiene 

una alta demanda energética, abunda en contenidos lipídicos y además presenta un 

sistema de defensa antioxidante enzimático débil en comparación al de otros órganos, 

es de esperar que sea especialmente vulnerable al daño por estrés oxidativo [40]. 
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1.7. Antioxidantes 

 

A pesar de su importancia en los campos de la biología y la medicina, no existe un 

consenso universal sobre la definición precisa de “antioxidante.” Este término se 

emplea generalmente para referirse a una amplia gama de moléculas que pueden 

prevenir o retardar la oxidación de otras moléculas. Sin embargo, las diferencias en 

las estructuras químicas y los mecanismos de acción de los distintos antioxidantes 

dificultan la elaboración de una definición precisa y única. En ese sentido, una 

declaración de consenso publicada en 2022 propuso dos posibles definiciones para el 

término [102]. Según el documento, un antioxidante puede definirse como “cualquier 

sustancia que retrase, prevenga o elimine el daño oxidativo en una molécula 

específica” o como “una sustancia que reacciona con un oxidante para regular sus 

interacciones con otras moléculas, influyendo así en las vías de señalización 

dependientes del redox y/o en el daño oxidativo.” 

1.7.1. Sistemas de defensa antioxidante 

 

Los sistemas de defensa antioxidante en el organismo pueden actuar en tres niveles 

[103]. El nivel primario incluye aquellos antioxidantes que participan activamente en la 

prevención de la formación de ROS mediante reacciones tales como la hidrolisis. En 

el nivel secundario, los antioxidantes intervienen capturando las ROS existentes. El 

nivel terciario se enfoca en la reparación de moléculas oxidadas, utilizando fuentes 

dietéticas o antioxidantes subsecuentes. También se ha propuesto un cuarto nivel que 

abarca una serie de procesos de adaptaciones celulares a niveles elevados de 

oxidantes [104]. 

Existen varias formas de clasificar a los antioxidantes de acuerdo con sus orígenes y 

funciones. En principio, se pueden dividir en dos grandes categorías: sínteticos y 
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naturales. Los antioxidantes sintéticos incluyen los nano-oxidantes como los óxidos y 

las nanopartículas metálicas, y estructuras fenólicas como BHA, BHT y TBHQ. Por 

otro lado, los antioxidantes naturales se pueden subdividir en endógenos y exógenos. 

Los antioxidantes endógenos incluyen compuestos no enzimáticos como sustancias 

de bajo peso molecular y proteínas de unión a metales, como la ferritina y la albumina. 

También incluyen los antioxidantes enzimáticos, que a su vez pueden comprender en 

los sistemas de defensa previamente mencionados. Los antioxidantes exógenos, que 

provienen de fuentes externas, abarcan las vitaminas, minerales, carotenoides y 

polifenoles [105]. 

 

Para este estudio, nos enfocamos en una clasificación simplificada de los 

antioxidantes, diferenciando entre los de origen enzimático y no enzimáticos, 

destacando dentro de estos últimos las vitaminas (Fig. 7). 

 

Figura 7: Antioxidantes enzimáticos y no enzimáticos. 
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1.7.2. Antioxidantes enzimáticos 

 

Los antioxidantes enzimáticos se consideran la primera de defensa contra el aumento 

de estrés oxidativo. Estos antioxidantes, como su nombre indica, involucran la acción 

de enzimas, por ejemplo, las superóxido dismutasas (SOD), catalasas (CAT) y las 

glutatión peroxidasas (GPX), para prevenir la formación de ROS en exceso.  

 

En breve, las SOD son enzimas que catalizan la conversión del superóxido en oxígeno 

y peróxido de hidrogeno y en los mamíferos se identifican tres isoformas de estas, de 

las cuales la SOD2 se encuentra en las mitocondrias [106]. Las CAT cumplen un rol 

importante en la prevención del estrés oxidativo provocado por la producción de H2O2 

durante los procesos metabólicos; catalizan de manera eficiente la descomposición 

heterolítica del H2O2, dando lugar a oxígeno y agua. Se encuentran distribuidas en 

todo el organismo, mostrando una mayor actividad en los hepatocitos y los glóbulos 

rojos [107]. Por último, las GPX tienen la función de catalizar la descomposición del 

H2O2 y los hidroperóxidos orgánicos, utilizando como sustrato el antioxidante tripéptido 

glutatión (GSH). En los mamíferos se han identificado al menos cuatro isoformas de 

estas, de las cuales la GPX1 es la más prevalente y las más eficiente neutralizando 

H2O2, mientras que las GPX4 muestran mayor actividad ante los hidroperóxidos 

lipídicos [108].  

1.7.2.1. Antioxidantes enzimáticos en el cerebro 

 

En el capítulo anterior se mencionó un sistema antioxidante débil como un factor que 

explica la vulnerabilidad del cerebro al estrés oxidativo. Esto se debe a los bajos 

niveles de enzimas antioxidantes en las neuronas. Particularmente, las neuronas 

presentan una actividad limitada de GPX debido a su bajo contenido de GSH [109] y 
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niveles de catalasa aproximadamente 50 veces menores que el de los hepatocitos 

[110]. Esta deficiencia restringe sus capacidades para degradar H2O2, exponiéndolas al 

daño oxidativo tanto por H2O2 como por el radical OH• producido de este en la reacción 

de Fenton. 

 

En ese sentido, estudios sugieren que el uso de antioxidantes no enzimáticos como 

la vitamina C podría aminorar los efectos asociados al estrés oxidativo, sobre todo en 

el contexto de las enfermedades neurodegenerativos, como la EA [111,112]. 

1.7.3. Antioxidantes no enzimáticos 

 

Los antioxidantes no enzimáticos complementan las defensas enzimáticas al 

neutralizar las ROS y prevenir el daño oxidativo mediante una variedad de 

mecanismos. Estudios recientes han destacado la importancia de esta variedad de 

antioxidantes en la protección contra el estrés oxidativo en varias patologías, 

demostrando que el uso combinado de estos compuestos antioxidantes puede 

potenciar la capacidad antioxidante general de las terapias farmacológicas, mejorando 

su biodisponibilidad en diversas localizaciones celulares [113,114] . Actualmente, la 

potencialidad terapéutica de los antioxidantes para prevenir y/o tratar el estrés 

oxidativo en condiciones patológicas, entre ellas las enfermedades 

neurodegenerativas, sigue en estudio, tanto en animales como en ensayos clínicos 

[115].  

 

Entre los antioxidantes no enzimáticos más conocidos se encuentran moléculas como 

el glutatión tripeptídico (GSH), la vitamina E y la vitamina C, las cuales actúan en la 

eliminación de radicales libres y en la regeneración de antioxidantes oxidados. 
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El glutatión, un tripéptido compuesto por glutamina, cisteína y glicina, es un 

antioxidante intracelular esencial presente en formas reducidas (GSH) y oxidadas 

(GSSG). Además de neutralizar directamente a las ROS, el glutatión actúa como un 

sustrato para la enzima GPX para que lleve a cabo su función. También participa en 

la detoxificación de sustancias nocivas a través de reacciones de conjugación 

facilitadas por las enzimas glutatión S-transferasas. Al mantener una alta proporción 

de GSH a GSSG, el glutatión contribuye a la protección de las células del daño 

oxidativo y apoya funciones celulares tales como la síntesis de ADN, proteínas, y 

regulación de la respuesta inmunitaria [108]. 

 

El α-tocoferol es la forma más biológicamente activa de la vitamina E. Al tratarse de 

un antioxidante liposoluble, el α-tocoferol es especialmente eficaz neutralizando las 

ROS que pueden causar la peroxidación de lípidos en las membranas celulares, 

preservando así la integridad y funcionalidad de las membranas celulares.  

1.8. Vitamina C 

 

La vitamina C es esencial para el mantenimiento de la fisiología humana normal. Una 

deficiencia prolongada de vitamina C en la dieta conduce al desarrollo de escorbuto, 

una enfermedad caracterizada por un deterioro acelerado de la integridad del tejido 

conectivo y las mucosas del cuerpo, incluyendo los vasos sanguíneos. Esta 

desempeña un papel importante en la prevención del escorbuto a través de su 

influencia directa en la síntesis de colágeno, así como en el desarrollo del sistema 

hematopoyético y la función de los leucocitos [116,117]. Se ha observado que también 

participa en la síntesis de carnitina, melanina, péptidos neuroendocrinos y 

neurotransmisores [118]. Adicionalmente, ha demostrado ser un potente agente 
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reductor y antioxidante en estudios científicos. Por ejemplo, se ha comprobado que, 

en conjunto con la vitamina E, la vitamina C tiene la capacidad de inhibir la 

peroxidación de lípidos de membrana y de funcionar como un agente captador de 

radicales libres en el cerebro [119].  

 

A pesar de que la mayoría de los seres vivos tienen la capacidad de sintetizar la 

vitamina C a partir de la glucosa en órganos como el hígado o el páncreas, existen 

especies, entre estas los humanos, que son incapaces de llevar a cabo este proceso. 

Esto se debe a que en ellas se ha perdido la enzima L-gulono-γ-lactona oxidasa, 

necesaria en la etapa final de la síntesis de vitamina C, a causa de mutaciones 

importantes en la secuencia de ADN que la codifica [120]. Por lo tanto, para el caso de 

estas especies, la vitamina C se considera no solo un antioxidante no enzimático, sino 

que además un componente exógeno que deben obtener desde su dieta [121]. 

 

Si bien el escorbuto es poco común en los países desarrollados actualmente, existe 

un déficit importante de vitamina C en la población [122]. Esta condición afecta 

alrededor del 15% de la población adulta, siendo más frecuente en grupos específicos 

como personas de bajo nivel socioeconómico y la tercera edad [123]. En efecto, hay 

estudios que sugieren que la ingesta diaria recomendada de vitamina C debería ser 

de 200 hasta incluso 400 mg para adultos sanos [124-126], una cifra significativamente 

superior a la dosis diaria recomendada por los institutos de salud pública (entre 75 y 

125 mg) [127,128]. 

 

Para evaluar cómo afecta la deficiencia de vitamina C al sistema nervioso central, se 

han realizado estudios en modelos animales de Alzheimer cuyo gen codificante para 
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la enzima L-gulono-γ-lactona oxidasa ha sido silenciado, inhibiendo la síntesis de 

vitamina C. Estos estudios demostraron que una alta ingesta de vitamina C reduce los 

signos patológicos asociados a la EA, disminuyendo la carga de placas oligoméricas 

de Aβ en la corteza y el hipocampo y preservando la morfología mitocondrial, entre 

otros efectos [129].  Esto sugiere que una ingesta adecuada de vitamina C podría 

ejercer un rol en la ralentización de la EA. 

1.8.1. Formas de la vitamina C 

 

La vitamina C se presenta en el organismo en dos formas biológicamente activas, su 

forma reducida, el ácido ascórbico (AA) y su forma oxidada, el ácido deshidroascórbico 

(DHA), siendo la primera forma la predominante en células y tejidos. En el plasma 

sanguíneo, el AA alcanza concentraciones que oscilan entre los 30 y 60 μM [130]. En 

su forma reducida, la vitamina C puede neutralizar las ROS antes de que causen daño 

celular, convirtiéndose posteriormente en su forma oxidada, el DHA. El DHA tiene una 

vida media baja en los sistemas biológicos, aproximadamente 6 minutos; puede ser 

reducido nuevamente a AA por acción de reductasas en un mecanismo de reciclaje 

[131], o bien puede sufrir hidrólisis irreversible para formar ácido dicetogulónico, el que 

es eliminado del organismo. Debido a sus características químicas, la difusión de 

ambos AA y DHA a través de la membrana plasmática es mínima. Sin embargo, un 

estudio realizado en 1998 demostró que los niveles de AA en diversos tejidos y células 

son significativamente más altos que en el plasma, alcanzando el orden de los 

milimolares en algunos casos como el cerebro [121,132]. Esta observación implicó que 

la vitamina C tiende a acumularse dentro de las células, sugiriendo la existencia de 

proteínas transportadoras de vitamina C, en especial una con capacidades 

concentrativas. 
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Figura 8: Reacciones redox y vías de reciclaje/degradación de la vitamina C. El AA se oxida para formar DHA 

a través del radical semi-DHA intermedio. El DHA, a su vez, puede existir tanto en una forma anhidra o como 

hemicetal, y luego degradarse en un radical DHA. Si este no es reducido a AA, es hidrolizado de forma irreversible 

a ácido 2,3-dicetogulónico, el cual carece de actividad biológica y es eliminado por el organismo. 

1.8.2. Transporte de vitamina C  

 

Actualmente, se establece que la vitamina C ingresa a las células a través de dos 

sistemas diferentes. Los transportadores de glucosa (GLUTs) transportan a la 

vitamina C en su forma oxidada, DHA, a favor de su gradiente de concentración. Por 

otro lado, el AA es transportado mediante los cotransportadores de ácido ascórbico 

dependientes de sodio (SVCT), que utilizan la gradiente de este ion para incorporar el 

AA al medio intracelular [133]. 

1.8.2.1. Transportadores facilitativos de glucosa (GLUT) 

 

El transporte de DHA es llevado a cabo a favor de su gradiente a través de los 

transportadores GLUT, particularmente las isoformas 1, 2, 3, 4 y 8 [134]. Una vez dentro 

de la célula, el DHA se convierte rápidamente en AA mediante la acción de enzimas 

con actividad reductasa, permitiendo la acumulación de AA intracelular [135].  
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Investigaciones que han expresado estos transportadores de mamíferos en ovocitos 

de Xenopus han demostrado que GLUT2 y GLUT8 presentan una baja afinidad por el 

DHA, mientras que GLUT1 y GLUT3 tienen una alta afinidad y capacidad para 

transportar DHA, casi de manera análoga a la glucosa [136]. Sin embargo, si bien 

existen transportadores GLUT1 en la barrera hematoencefálica, estos no representan 

la vía principal de incorporación de vitamina C en SNC. Esto debido a que, en primer 

lugar, el AA es la forma predominante de la vitamina C en el plasma sanguíneo en 

condiciones fisiológicas, mientras que la presencia de DHA es mínima; en 

consecuencia, la absorción de DHA a través de GLUT1 se ve altamente limitada por 

la competencia que se produce entre esta y la glucosa, cuya concentración y vida 

media en el plasma es considerablemente superior. Además, se ha mencionado 

anteriormente que el cerebro posee una de las concentraciones más elevadas de AA 

en el organismo, alcanzando hasta 10 mM [132]. El paso del AA, desde un 

compartimento donde se concentra en unidades de los micromolares, hacía uno 

donde la concentración alcanza el orden de los milimolares, no puede sustentarse por 

un transporte facilitado como el de los transportadores GLUT y destaca, finalmente, la 

necesidad de un mecanismo de transporte concentrativo para explicar la acumulación 

de la vitamina C en el cerebro.  

1.8.2.2. Familia de transportadores concentrativos SLC23 

 

La familia SLC23 corresponde a glucoproteínas que conforman un grupo de 

transportadores de nucleobases que incluye la permeasa de purinas general, el 

transportador bacteriano, el transportador de uracilo, la permeasa de uracilo unida a 

la membrana. Además, también la conforman los transportadores concentrativos 

dependientes de sodio (NAT), entre los cuales se encuentran los cotransportadores 

de vitamina C dependientes de sodio (SVCTs). 
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Los cotransportadores SVCT se descubrieron a través de varios experimentos con AA 

radioactivo en distintos modelos celulares y vesículas de membrana de diferentes 

animales, como sistemas que concentran activamente el AA en compartimentos 

celulares [137]. La clonación de estos transportadores comenzó en 1992, con cDNA de 

riñón de rata, donde se identificó una proteína de 604 aminoácidos a la que designaron 

como rSVCT1. A continuación, se identificó un segundo cDNA que codificaba una 

proteína de 592 aminoácidos, la que llamaron rSVCT2, que además tenía un 65% de 

similitud con rSVCT2 [138]. Ese mismo año, una investigación dirigida a caracterizar las 

variantes humanas de estas proteínas reveló, en un alineamiento de secuencias, que 

las secuencias de rSVCT1 y rSVCT2 compartían un 95% de identidad con YSPL3 e 

YSPL2, respectivamente, dos secuencias humanas previamente identificadas [139]. 

Anteriormente, estas secuencias humanas habían sido clonadas pero no 

caracterizadas funcionalmente, bajo la creencia de que se trataban de transportadores 

de nucleobases [140]. Desde su caracterización entonces, los genes que codifican a 

hSVCT1 y hSVCT2 se rebautizaron, correlativamente, como SLC23A1 y SLC23A2, y 

se identificaron como una subfamilia paráloga que comparte un 66% de identidad [141].  

 

Además de estos genes, se han identificado a otras dos secuencias adicionales 

relacionadas a la familia de SLC23 en estudios genómicos: SLC23A3 y SLC23A4.  

Si bien SLC23A1 y SLC23A2 forman un clado separado, ambos comparten 

aproximadamente un 50% de identidad con SLC23A4 [142], mientras que SLC23A3 

presenta un 31% de coincidencia con solo con SLC23A2 [141]. Durante varios años, 

ambas proteínas codificadas por estos genes adicionales fueron descritas en la 

literatura como proteínas huérfanas debido a la falta de conocimiento sobre sus 

funciones. Sin embargo, en un estudio publicado recientemente se ha clonado y 

expresado la proteína humana codificada por el gen SLC23A3 en una línea celular 
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renal porcina, y los hallazgos de esta investigación sugieren que este gen podría en 

realidad ser un candidato para una proteína que puede actuar como un intercambiador 

de hipoxantina/xantina [143]. Respecto a SLC23A4, se ha visto que en ratas codifica a 

una proteína transportadora de nucleobases, mientras que los ortólogo en primates, 

incluidos los humanos, corresponden a pseudogenes truncados [142]. 

 

Paralelamente, se han identificado variantes de SVCT1 y SVCT2 resultantes del 

proceso de splicing alternativo. Para el caso de SVCT1, la variante fue identificada en 

la línea celular humana CaCo-2 y tejido intestinal humano, y surge de la inserción de 

cuatro aminoácidos (VGLH) en la región del segundo “loop” extracelular entre los TMD 

3 y 4 de SVCT1, específicamente entre los aminoácidos E155 y V156 [144]. El 

mecanismo molecular por el cual esta alteración estructural resulta en la pérdida de la 

función aún no se ha determinado. Por otro lado, la variante de SVCT2 fue inicialmente 

identificada en tejido cerebral fetal humano, y también se trata de una proteína de 

entre 55 y 80 kDa, incapaz de transportar AA que, a diferencia del SVCT2, carece 

completamente de los TMD 5 y 6 y tiene parcialmente eliminado el dominio 4. Es 

interesante notar que esta variante corta no solo no es funcional, sino que además 

ejerce un efecto dominante-negativo sobre SVCT1 y SVCT2, inhibiendo el transporte 

de AA en ambos transportadores. El mecanismo detrás de este fenómeno no está 

bien dilucidado, aunque la localización conjunta de ambos SVCT2 y su variante corta 

en la superficie celular sugiere que podría atribuirse a interacciones proteína-proteína 

[145-147].  
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1.8.2.3. Caracterización de los cotransportadores concentrativos de ácido 

ascórbico dependientes del sodio SVCT1 y SVCT2 

 

Como se mencionó anteriormente, en humanos los SVCTs se transcriben a partir de 

dos genes diferentes. El gen SLC23A1, localizado en el locus cromosomal 5q31.2-

31.3, codifica para SVCT1 dando como producto una proteína de 598 aminoacidos. 

Por otro lado, el gen SLC23A2, en el locus cromosomal 20p12.2-12.3, codifica para 

SVCT2 y genera como producto a una proteína de 650 aminoácidos [148]. La homología 

de estos transportadores entre diferentes especies es de aproximadamente 90% para 

ambos ARNm, y la mayor parte de la información sobre la estructura de estas 

proteínas proviene de predicciones basadas en su secuencias primarias de 

aminoácidos y análisis de Western blots [144]. 

 

Si bien no comparten características estructurales con otros NAT, se ha demostrado 

que tanto en ratas y ratones, los transportadores SVCT1 y SVCT2 presentan una 

coincidencia moderada de aminoácidos con los de humanos, alcanzando un 

porcentaje identidad de 65% y 60%, respectivamente [138,140]. Ambos transportadores 

son proteínas transmembrana que poseen 12 TMD, con sus extremos N- y C-

terminales orientados hacia el citoplasma de la célula, y un lazo extracelular entre los 

dominios 7 y 8 con una serie de residuos de prolina conservados, esenciales para 

mantener la estabilidad de la estructura y la eficiencia del transporte. 

 

El transporte realizado por estas proteínas está mediado por del sodio, presentando 

una relación sigmoidal. Tanto SVCT1 como SVCT2 cotransportan sodio y AA con y 

presentan un coeficiente de Hill de 2, indicando la presencia de dos sitios de unión de 

sodio. El transporte en ambos se lleva a cabo con una estequiometría de 2:1, 

siguiendo el gradiente electroquímico del sodio [137,149,150]. SVCT1 transporta AA con 
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valores de Km de aproximadamente 70 μM, aunque se ha visto que este valor puede 

oscilar entre 65 y 240 μM dependiendo de la línea celular o el sistema de expresión 

heterólogo utilizado. La Km de SVCT2, en cambio, varía entre los valores de 15 y 62 

μM [151,152]. Se ha observado que el proceso de transporte por SVCT1 es electrogénico, 

a diferencia del de SVCT2, que no presenta esta característica. Ambos 

transportadores son sensibles al pH, funcionando de manera óptima alrededor de un 

pH de 7.5. Por último, es importante destacar que ambos transportadores son 

únicamente específicos para el L-ácido ascórbico y no transportan otras formas como 

su D-enantiómero o el DHA [152]. 

1.8.2.4. Regulación de los cotransportadores concentrativos de ácido 

ascórbico dependientes del sodio SVCT1 y SVCT2 

 

La función de los SVCTs depende de los iones de sodio; el AA es incorporado en 

contra de su gradiente de concentración, facilitado por la energía proporcionada por 

el gradiente de sodio establecido por la Na+/K+ ATPasa [133,153,154]. En ese sentido, se 

ha observado que la sustitución de sodio por otros iones, como potasio, litio o colina, 

resulta en la inhibición de la captación de AA. Además, se ha demostrado que el 

proceso de transporte del AA también depende de los iones de calcio y magnesio, 

siendo necesario al menos uno de estos para el transporte, ya que su ausencia 

simultánea casi lo anula [152].  

 

El transporte mediado por SVCTs también se ve regulado por la cantidad de 

transportadores disponibles, población que se ve influenciada por la síntesis, 

degradación, activación de transportadores inactivos o redistribución dentro de la 

célula en variadas circunstancias. Por ejemplo, se ha visto que los niveles de mRNA 

de SVCT2 aumentan en respuesta a la presencia de factores como suero bovino fetal 
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(FBS), factor de crecimiento epidermal (EGF), glucocorticoides, zinc y calcio [155,156]. 

Otros estudios en modelos in vivo han revelado que SVCT2 se regula al alza en 

respuesta a la isquemia cerebral [157] y disminuye en la diferenciación muscular [158]. 

Respecto a SVCT1, numerosos estudios han investigado la edad como un factor 

modulador de su expresión, sin embargo, los resultados son contradictorios y no existe 

un consenso establecido al presente  [159-161].  

 

Respecto a posibles modificaciones postraduccionales, como la glucosilación y 

fosforilación, el análisis de la secuencia primaria de SVCT1 y SVCT2 ha identificado 

la presencia de cinco posibles sitios de fosforilación por proteína quinasa C (PKC), los 

cuales podrían actuar como puntos clave para la regulación postraduccional [139] 

(Fig. 9). En el caso de SVCT1, estos sitios se localizan principalmente en la región del 

extremo C-terminal [144], mientras que en SVCT2 se distribuyen a lo largo de toda la 

proteína [162]. También se ha identificado un potencial sitio de fosforilación por proteína 

quinasa A (PKA) en el extremo C-terminal de SVCT1, el cual no está presente en 

SVCT2, lo que sugiere diferencias en los mecanismos de regulación entre ambas 

proteínas [137]. Estudios comparativos han sugerido que ambos transportadores 

poseen sitios de N-glucosilación en sus regiones extracelulares, con SVCT2 

presentando, además, sitios únicos adicionales [163,164]. Además, las regiones N-

terminales de ambos transportadores son altamente hidrofílicas y ricas en residuos 

ácidos, lo que puede contribuir a la regulación de las interacciones de estos con otras 

proteínas.  
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Figura 9: Modelo propuesto de la estructura secundaria de los transportadores de ácido ascórbico SVCT. 

Se muestra la secuencia de aminoácidos de SVCT2 junto con la estructura secundaria propuesta, basada en su 

perfil de hidrofobicidad, y se compara con SVCT1. Los residuos de aminoácidos en rojo corresponden a aquellos 

idénticos entre SVCT1 y SVCT2, mientras que los residuos naranjos indican las similitudes entre ambos 

transportadores. Los residuos celestes representan los sitios de fosforilación por PKC, y los verdes, los sitios de 

fosforilación por PKA. Además, se señalan los sitios de N-glicosilación 

1.8.2.5. Rol fisiológico de los cotransportadores concentrativos de ácido 

ascórbico dependientes del sodio SVCT1 y SVCT2 

 

Análisis de Northern blots han revelado que SVCT2 presenta una distribución más 

amplia en comparación a SVCT1. SVCT1 se encuentra mayoritariamente en tejidos 

epiteliales, especialmente en las membranas del borde en cepillo apical de las células 

intestinales y de los túbulos renales [27], mientras que SVCT2 se expresa 

predominantemente en el SNC, en las neuronas distribuidas en distintas áreas del 

cerebro, como la corteza, el hipocampo, el núcleo accumbens y los precursores 

cereberales [138,165-167] 

 

Respecto a los roles fisiológicos de los SVCTs, el SVCT1 mantiene principalmente la 

homeostasis del AA a través de su absorción intestinal y reabsorción desde tubo 
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digestivo y el torrente sanguíneo [144], mientras que SVCT2 es esencial para la 

distribución de AA desde el torrente sanguíneo hacia los diferentes tejidos, 

especialmente órganos especializados con actividad metabólica elevada y alta 

producción de ROS [27,138,168]  

 

En ese sentido, se ha observado que, para el caso de las neuronas, SVCT2 participa 

del desarrollo y la función neuronal, y contribuye a la protección contra el daño 

asociado el estrés oxidativo [169]. Incluso, estudios de knockout en ratones han 

demostrado la importancia vital de SVCT2 para la supervivencia, ya que las crías 

SVCT2-/- mueren poco después del nacimiento, presentando hemorragias cerebrales 

e insuficiencia respiratoria, probablemente debido a fallas en los procesos a nivel de 

SNC [170]. Por su parte, los ratones heterocigotos SVCT2+/- presentan bajos niveles de 

AA en varios órganos y tejidos, especialmente en el cerebro, déficit que se acentúa a 

medida que envejecen [170-172]  

1.8.2.6. Rol del contransportador SVCT2 en la mitocondria 

 

Los transportadores de AA y su forma oxidada en las mitocondrias son esenciales 

debido a la naturaleza cargada e hidrofílica de estas moléculas. A lo largo de los años, 

se ha avanzado en la comprensión de los mecanismos involucrados en este proceso, 

y se ha sugerido que la incorporación de vitamina C en las mitocondrias se realiza 

mediante el transporte de DHA. Esto se fundamenta en la presencia de 

transportadores GLUTs en las mitocondrias, a pesar de que la glucosa no parece tener 

un papel directo en el metabolismo mitocondrial. Adicionalmente, la expresión de 

transportadores de alta capacidad, como lo son los GLUTs, se consideraría ventajosa 

en situaciones de estrés oxidativo en las mitocondrias.  
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En esa misma línea, la posibilidad de un transporte mitocondrial de AA se ha 

considerado improbable debido a la alta afinidad de los SVCTs, lo que permite su 

plena actividad a concentraciones de AA considerablemente más bajas que las 

detectadas en el citosol de diversos tipos celulares in vivo. Además, existen dos 

razones adicionales que desestiman la participación de los SVCTs en el transporte 

mitocondrial de vitamina C. En primer lugar, la dependencia de sodio de estos 

transportadores no parece ser compatible con las concentraciones de este ion en el 

medio intracelular. En segundo lugar, tanto la localización como la función de un 

SVCT2 mitocondrial se sustentan en sus requerimientos de calcio para alcanzar su 

máxima actividad. En condiciones de reposo, existe una marcada diferencia en las 

concentraciones de calcio entre el medio extracelular y los compartimentos celulares, 

casi de cuatro ordenes de magnitud, y si bien existe una posibilidad de aumento 

transitorio de este ion en dichos compartimentos tras la estimulación, sus 

concentraciones siguen manteniéndose notablemente inferiores a las del exterior.  

 

A pesar las observaciones y consideraciones lógicas previas, recientemente se ha 

descrito una isoforma del transportador SVCT2 de entre 28 y 35 kDa que se expresa 

en las membranas de las mitocondrias [173-175]. Otras investigaciones también han 

encontrado evidencia de la presencia de inmunorreactividad de SVCT2 en las 

mitocondrias de una línea celular humana de cáncer de sistema línfatico (U937), 

donde la exposición a AA se relacionó con la acumulación mitocondrial de bajas 

concentraciones de AA [176]. Siguiendo esa línea, estudios posteriores de otros 

laboratorios han demostrado que esta isoforma está altamente expresada en células 

y tejidos tumorales de cánceres agresivos, mientras que su expresión en tejidos sanos 

es baja [177]. Estos hallazgos han sido confirmados posteriormente en una línea celular 
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humana de riñón fetal (HEK293), donde han calificado a esta isoforma de SVCT2 

como un transportador mitocondrial de baja afinidad, debido a las concentraciones 

intracelulares bajas de sodio [177]. 

 

En base a la evidencia previamente presentada, se establece la existencia de un 

vínculo entre la respuesta celular al estrés oxidativo y un aumento de la expresión del 

transportador SVCT2 a nivel mitocondrial. Por otro lado, se ha demostrado que los 

oligómeros del péptido β-amiloide generan un alza en la producción de ROS, 

promoviendo un estado de estrés oxidativo en las neuronas. Esto plantea la 

interrogante de si la presencia de AβOs, un marcador distintivo de la enfermedad de 

Alzheimer induce cambios en los niveles de expresión mitocondrial del transportador 

SVCT2. 
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2. PROPUESTA DE INVESTIGACIÓN 

 

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una patología neurodegenerativa en la que 

convergen eventos como el estrés oxidativo, la disfunción mitocondrial y la 

acumulación de oligómeros solubles del péptido Aβ. Las especies reactivas de 

oxígeno (ROS) generadas durante la fosforilación oxidativa mitocondrial contribuyen 

sin lugar a duda al estrés oxidativo, causando daños celulares. En ese sentido, los 

antioxidantes como la vitamina C juegan un papel importante en la mitigación del 

estrés oxidativo al preservar la integridad y la función mitocondrial.  

 

Investigaciones previas han sugerido que la vitamina C ingresa a las mitocondrias 

como ácido deshidroascórbico (DHA) a través de transportadores de glucosa 

(GLUTs). Sin embargo, dado a que la vitamina C se acumula intracelularmente como 

ácido ascórbico (AA), surge la interrogante de si los transportadores de ácido 

ascórbico dependientes de sodio (SVCTs) también están involucrados en su captación 

mitocondrial. Evidencias recientes sugieren que SVCT2, típicamente descrito como un 

transportador de membrana plasmática, podría localizarse en las mitocondrias y 

mediar la captación de vitamina C en estos organelos. Este hallazgo ha sido 

observado en diversas líneas celulares humanas, aunque no se ha demostrado en 

otros modelos. 

 

La situación es más compleja en ratones, que sintetizan su propia vitamina C y donde 

la presencia de SVCT2 en las mitocondrias no ha sido confirmada. Además, los 

anticuerpos disponibles para SVCT2 no logran detectarla en las mitocondrial de 

ratones, lo que plantea la incógnita de si los ratones no expresan esta variante 

mitocondrial o si esta se localiza en otros organelos. Por otro lado, los AβOs son 
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conocidos por su capacidad para causar disfunción mitocondrial, pudiendo alterar la 

localización o función del SVCT2 en las mitocondrias, lo que tampoco no ha sido 

explorado. 

 

Dado a que las neuronas hipocampales son un modelo relevante para estudiar 

enfermedades neurodegenerativas como la EA, esta tesis tiene como objetivo 

dilucidar la expresión de SVCT2 y si la exposición de AβOs afecta su expresión y 

localización, en modelos de ratón. A pesar de la limitación en el uso de anticuerpos 

específicos, las células de ratones ofrecen un modelo accesible y bien establecido 

para investigar el rol de SVCT2 en el estrés oxidativo inducido por AβOs y en la 

disfunción mitocondrial. Este enfoque ofrece nuevas perspectivas sobre la 

contribución de SVCT2 en modelos murinos, al estudio de enfermedades 

neurodegenerativas como la EA. 
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS 

Hipótesis 

El transportador concentrativo de ácido ascórbico dependiente de sodio SVCT2 se 

localiza en la mitocondria, y aumenta sus niveles de expresión en presencia de 

oligómeros del péptido Aβ en neuronas hipocampales de ratón y células CAD. 

 

Objetivo general 

Evaluar los cambios en los niveles de expresión del transportador SVCT2 a nivel 

mitocondrial en un modelo asociado al contexto de la enfermedad de Alzheimer. 

 

Objetivos específicos 

1. Describir las formas de SVCT2 presentes en células humanas y de ratón 

utilizando distintos anticuerpos dirigidos contra SVCT2. 

 

2. Determinar in vitro los niveles de expresión del transportador SVCT2 

mitocondrial en una línea celular tipo neuronal de ratón (CAD) y un cultivo celular de 

neuronas hipocampales de ratón en respuesta a oligómeros del péptido β-amiloide 

(AβOs). 

 

3. Analizar los niveles de expresión del transportador SVCT2 en tejido cerebral 

humano que exhibe distintos grados de anomalías neurodegenerativas asociadas a la 

acumulación de oligómeros del péptido Aβ. 
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4. METODOS Y MATERIALES 

4.1. Cultivo celulares 

Las condiciones de cultivo fueron a una atmósfera de 5% de CO2 y 95% de humedad, 

a una temperatura de 37°C. Los procedimientos de obtención y expansión celular 

fueron realizados en un gabinete de bioseguridad clase II. 

 

4.1.1. Línea celular CAD (ECACC 08100805) 

Las células CAD, derivadas de un tumor neuronal catecolaminérgico de ratón, se 

cultivaron en placas de 10 cm² (Falcon) con 10 ml de medio de cultivo DMEM/F12™ 

(Reduced Serum Media, Thermo Fisher Scientific), suplementado con 10% (v/v) de 

suero fetal bovino (Hyclone), 1% de glutamina y 100 U/mL de antibióticos 

penicilina/estreptomicina (Corning). Se realizaron cambios de medio cada 48 horas.  

 

4.1.1.1. Diferenciación de células CAD a un fenotipo tipo neuronal 

Cuando las células alcanzaron un 80% de confluencia, se lavaron con 3 ml de PBS 

1X (Gibco) y se cambió el medio a medio de diferenciación (Opti-MEM™ Reduced 

Serum Media, Thermo Fisher Scientific, sin suplementar). Posteriormente, se 

disociaron mecánicamente y se sembraron en placas de 24 pocillos sobre 

cubreobjetos de 12 mm de diámetro para ensayos de inmunofluorescencia. Para los 

ensayos de Western blot, las células se mantuvieron en sus placas originales, 

realizando únicamente el lavado y cambio a medio de diferenciación. A los cuatro días 

de cultivo in vitro en el medio de diferenciación, las células presentaron un fenotipo 

neuronal, caracterizado por la aparición de neuritas. 
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4.1.2. Línea celular ZR-75 

Las células se cultivaron en placas de 10 cm2 en medio de cultivo RPMI suplementado 

con 10% de FBS y 100U/mL penicilina/estreptomicina, realizando cambios de medios 

cada 48 horas. Cuando alcanzaron el 80% de confluencia, las células se sembraron 

en placas de 24 pocillos con cubreobjetos de 12 mm para ensayos de 

inmunofluorescencia. Para ello, se lavaron con PBS 1X y se trataron con tripsina al 

0.25% durante 15 minutos a 37°C para su disociación. Luego, se neutralizó la tripsina 

con medio, se recolectaron las células y se centrifugaron a 1000rpm durante 5 

minutos. Se eliminó el sobrenadante de tripsina y las células se resuspendieron en 5 

mL de medio de cultivo RPMI suplementado. Posteriormente, se contaron utilizando 

el método de exclusión de tripán en una cámara de Neuebauer. La densidad utilizada 

para la siembra fue de 100.000 células/mL. Para los ensayos de Western blot, las 

células se mantuvieron en sus placas originales. 

 

4.1.3. Línea celular SH-SY5Y 

Las células fueron cultivadas en placas de 10 cm2 en medio de cultivo DMEM/F12 

suplementado con 10% de suero bovino fetal y 100 U/mL de penicilina/estreptomicina, 

realizando cambios de medios cada 48 horas. Cuando alcanzaron el 80% de 

confluencia, se sembraron en placas de 24 pocillos con cubreobjetos de 12mm para 

ensayos de inmunofluorescencia, siguiendo el mismo protocolo anteriormente descrito 

para la línea ZR-75, con las únicas diferencias en el tiempo de incubación con tripsina 

(5 minutos a 37°C) y el medio de homogenización (DMEM/F12 suplementado). La 

densidad utilizada para la siembra también fue de 100.000 células/mL. Para los 

ensayos de Western blot, las células se mantuvieron en sus placas originales. 
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4.1.4. Cultivos primarios de neuronas hipocampales de ratón 

Las ratonas C57BL/6, con dieciocho días de gestación, fueron tratadas conforme a las 

normativas del comité de ética de la Universidad de Concepción. Se anestesiaron 

profundamente mediante inhalación de CO2 y luego sacrificaron por dislocación 

cervical. Bajo lupa estereoscópica, la regiones hipocampales de los embriones fueron 

microdiseccionadas, disociadas y sembradas en placas a una densidad de 320.000 

células/mL, utilizando medio de cultivo para siembra (MEM suplementado con HS al 

10%, 4 μg/mL de DNasa y 2 mM de L-glutamina) durante las primeras 24 horas. 

Posteriormente, el medio de siembra se cambió por un medio de alimentación (MEM, 

HS al 2%, FBS al 10% y N3 al 0.5%). Las neuronas se utilizaron a los 11 días de 

incubación in vitro (DIV). 

 

4.2. Tejidos cerebrales humanos 

Las muestras fueron obtenidas a través del programa NeuroCEB, donde los donantes 

o sus familiares más cercanos firmaron el consentimiento informado. El proyecto fue 

aprobado por el comité científico del Banco de Cerebros. Todo el procedimiento del 

Banco de Cerebros fue revisado y aceptado por el Comité Ético de Protección de las 

Personas Île-de-France VI, y ha sido declarado al Ministerio de Investigación y 

Educación Superior según lo solicitado por la ley francesa. 

 

Se analizaron las muestras congeladas del isocórtex temporal superior T1 (todas las 

regiones) de sujetos con comorbilidad de Alzheimer y Parkinson. La enfermedad de 

Alzheimer fue diagnosticada de acuerdo con los criterios del Instituto Nacional de 

Envejecimiento de Francia (INSERM) y evaluada mediante la estadificación 
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neuropatológica para patología de tau y amiloide en el Instituto de Neuropatología del 

Hospital La Pitié-Salpêtrière. También se analizaron los tejidos fijados en formalina e 

incrustados en parafina de los mismos casos. Las edades promedio y los tiempos 

post-mortem de los casos de control y de los pacientes con enfermedad de Alzheimer 

no fueron significativamente diferentes, siendo la edad promedio de fallecimiento de 

74,3±10,7 años para los casos de control (n = 38) y de 72,7±12,4 años para los 

pacientes con enfermedad de Alzheimer (n = 76), respectivamente. 

 

Se obtuvieron muestras fijadas en formalina de cerebelo, hipocampo y corteza frontal 

de 8 pacientes. Por cada región se obtuvieron cinco cortes en parafina de 3 μM por 

microtomo.  

 

4.3. Agregación de oligómeros solubles del péptido Aβ40 

Siguiendo el protocolo establecido por colaboradores del laboratorio de Screening de 

Compuestos Neuroactivos [178], el péptido Aβ40 liofilizado (GenicBio, Shanghai, China) 

fue reconstituido en DMSO a una concentración de 2,3 mM. Una alícuota de 2 μL ese 

stock se disolvió en PBS 1X estéril pH 7,4 para obtener una solución de 80 μM. Los 

péptidos se sometieron a agregación mediante agitación vertical durante dos horas a 

500 rpm y 37°C y, una vez transcurrido ese tiempo, a dos horas a 500 rpm a 

temperatura de ambiente. Finalmente, la solución se sometió a un shock térmico de 

30 minutos a 4°C. Los oligómeros solubles del Aβ (AβOs) se utilizaron a 

concentraciones crecientes para tratar las líneas celulares y los cultivos primarios 

durante 24 horas. 
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4.4. Ensayo de viabilidad MTT 

El ensayo MTT es un técnica colorimétrica utilizado para evaluar la actividad 

metabólica celular. El fundamento de este ensayo se basa en la reducción de la sal 

de tetrazolio amarilla MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) a 

cristales de formazán de color púrpura por células metabólicamente activas.  

 

Para su ejecución, se utilizaron placas de cultivo de 96 pocillos. Después del 

tratamiento con AβOs, se aspiró el medio de las placas y se agregaron 100 μL de MTT 

(1 mg/mL) a cada pocillo, incubándose la placa durante 4 horas a 37°C. Una vez 

transcurrido el tiempo de incubación, se retiró el sobrenadante y los cristales de 

formazán se disolvieron añadiendo 100 μL de isopropanol a las placas, bajo agitación. 

Después de 15 minutos, se realizó la lectura de las placas a 570 nm utilizando el 

equipo NOVOstar (BMG LabTech). 

 

4.5. Inmunomarcaje con Mitotracker™ Red CMXRos 

El colorante liofilizado Mitotracker Red CMXRos (8-(4’-clorometil) fenil-2,3,5,6,11,12, 

14,15-octahidro-1 H,4 H,10 H,13 H-diquinolizino-8 H-xantilio cloruro) se preparó según 

las recomendaciones del fabricante (Invitrogen, EE.UU.). Se disolvió en DMSO a una 

concentración de 1 mM y se almacenó a -20°C hasta su uso. Las concentraciones de 

trabajo tanto para las neuronas hipocampales y las líneas celulares se estandarizaron 

previamente a 200 nM y 300 nM, respectivamente. Las células se trataron con 

soluciones de trabajo de CMXRos a las concentraciones mencionadas en medio de 

cultivo sin suplementar, a 37°C, durante veinte minutos. Posteriormente, se realizaron 

tres lavados con medio sin suplementar, y las células se fijaron para su uso en 

ensayos de inmunofluorescencia. 
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4.6. Ensayos de Inmunofluorescencia 

Los ensayos de inmunofluorescencia se llevaron a cabo en placas de 24 pocillos con 

cubreobjetos circulares de 12 mm que fueron previamente esterilizadas en acetona, 

etanol al 70% y flameados, y tratados con poli-L-lisina durante 24 horas. Las células 

se fijaron en paraformaldehído (PFA) al 4% preparado el mismo día, durante 20 

minutos a temperatura de ambiente. Después se lavaron con PBS 1X, permeabilizaron 

con PBS-Tritón X-100 al 0.1% durante 10 minutos, y se bloqueó la unión inespecífica 

con PBS-BSA al 5% durante una hora.  

 

Los anticuerpos primarios se diluyeron en la misma solución de bloqueo a una 

concentración de 1:500 para SVCT2-L33 (LS-C334917, LSBio), SVCT2-L10 (LS-

C102064, LSBio), COXIV (ab-16056, Abcam) y MAP2 (188004, Synaptic Systems), y 

1:250 para SVCT2-S19 (sc-9926, Santa Cruz Biotechnology) y TOM20 (sc-11415, 

Santa Cruz Biotechnology). Las células se incubaron con combinaciones de estos 

anticuerpos primarios contra SVCT2, marcadores mitocondriales (exceptuando las 

células tratadas con Mitotracker™ Red CMXRos) y MAP2 en el caso de las neuronas 

hipocampales, durante toda la noche a 4°C. Posteriormente, se lavaron tres veces con 

PBS 1X y se incubaron con los anticuerpos secundarios fluorescentes a una 

concentración de 1:500 durante dos horas, a temperatura de ambiente y en oscuridad. 

Finalmente, las muestras se lavaron tres veces con PBS 1X y se montaron utilizando 

medio de montaje Fluoromount-G™, que contiene DAPI para el marcaje de los 

núcleos.  
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4.7. Microscopía confocal  

Para la microscopía confocal, las muestras se observaron utilizando un equipo 

multifotón espectral de barrido láser LSM780 Zeiss, equipado con un microscopio 

invertido AxioObserver Z.1 y una matriz espectral de 34 canales con seis líneas de 

láser, de las cuales se ocuparon las de 488 nm, 594 nm y 633 nm. Cada muestra se 

examinó mediante cortes ópticos sucesivos de 0,2 μm, a lo largo del eje z (z-stack), 

utilizando el objetivo de inmersión Plan-Apochromat 63x/1.4 Oil DIC M27, en aceite 

de inmersión Immersol™ 518 F, cuyo índice de refracción (n) es 1,518 a 23°C. Las 

imágenes se obtuvieron con una cámara digital AxioCam, controlada por el software 

Zeiss ZEN, a una resolución de 7,5879 píxeles por micrón. 

 

4.8. Ensayos de Western blot 

Las placas de 10 cm2 (CAD, ZR-75 y SHSY5Y) y de 6 pocillos (neuronas 

hipocampales de ratón) se lavaron una vez con PBS1X estéril y frío. Posteriormente, 

las células se lisaron directamente en sus respectivas placas, empleando buffer RIPA 

1X con el cóctel de inhibidor de proteasas 1X, manteniéndolas en hielo bajo agitación 

durante 30 minutos. La lisis celular se verificó mediante microscopía y, a continuación, 

las muestras se trataron con DNasa I de según el protocolo del fabricante para eliminar 

el ADN genómico.  

 

La concentración de proteína en las muestras se determinó mediante el ensayo de 

proteína BCA usando un kit de Pierce™ (#23225). Luego, las proteínas se 

desnaturalizaron en buffer de carga 4X a 95°C durante 10 minutos. Se cargaron 50 μg 

de proteínas por carril en geles de acrilamida-SDS al 10% y se transfirieron 
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electroforéticamente a membranas de PVDF. Después de lavar con TBS/0.05% 

Tween 20 (TBST), se bloqueó la unión inespecífica incubando las membranas durante 

toda la noche en TBS-BSA al 5%.  

 

Los anticuerpos primarios se diluyeron en la misma solución de bloqueo a una 

concentración de 1:8000 para Gβ y 1:10000 para los anticuerpos SVCT2 y GAPDH. 

Las membranas se incubaron con los anticuerpos primarios toda la noche a 4°C bajo 

agitación, se lavaron 4 veces durante 5 minutos con TBST y se incubaron con los 

anticuerpos secundarios diluidos en la solución de bloqueo a una concentración de 

1:5000 durante toda la noche, también a 4°C bajo agitación. Las membranas se 

lavaron 5 veces con TBST y una vez con TBS, y las bandas inmunorreactivas se 

escanearon con el Sistema de Imagen de Fluorescencia ODYSSEY® (LiCOR).  

 

4.9. Ensayos de Inmunohistoquímica en tejidos cerebrales  

En el primer día, las muestras de tejido se desparafinaron e hidrataron sumergiéndolas 

en xileno tres veces durante 5 minutos cada una, seguidas de una serie descendente 

de etanol (100%, 96%, 70%, 50%) durante 1 minuto cada una. Una vez 

desparafinadas, se realizó una recuperación antigénica tratando las muestras con 

ácido fórmico al 90% durante 5 minutos y lavándolas en agua corriente durante 10 

minutos. Posteriormente, se inhibieron las peroxidasas tratando las muestras con una 

solución de H2O2 al 3% y metanol al 20% en TBS 0.25M durante 5 minutos, seguido 

de dos lavados en TBS 0.25M durante 5 minutos cada uno. 

A continuación, las muestras se incubaron durante 5 minutos en una solución de TBS 

0.25M-Tritón X-100 al 0.2% para facilitar la penetración del anticuerpo, y se lavaron 

dos veces durante 5 minutos en TBS 0,25 M. Luego, se bloquearon las uniones 
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inespecíficas usando una solución de TBS 0,25 M con GS al 3% durante una hora. 

Finalmente, se eliminó cuidadosamente el exceso de líquido de las muestras, se les 

aplicó 200 μL de anticuerpo primario diluido 1:200 en una solución de TBS 0,25 M y 

1% de suero, y se dejaron incubando toda la noche en una cámara húmeda a 4°C. 

 

Al día siguiente, se eliminó el exceso de anticuerpo primario lavando las muestras en 

TBS 0.25 M tres veces durante 5 minutos cada una. El anticuerpo secundario de cabra 

biotinilado se diluyó 1:250 en TBS 0.25 M y se aplicó a las muestras, dejándolas 

incubar durante 45 minutos, seguido de tres lavados en TBS 0.25M. Las secciones se 

trataron posteriormente durante una hora con el complejo avidina/biotina (ABC), 

preparado 30 minutos antes, utilizando un kit ABC Vectastain Elite®. Tras la 

incubación, se realizaron tres lavados durante 5 minutos con TBS 0,25M, seguidos de 

un lavado de 5 minutos con TB 0.25 M. Finalmente, las muestras se incubaron en una 

solución de DAB (0,5 mg/mL), TB 0.25 M y H2O2 0,8 mM. Una vez que se observó el 

marcaje, se detuvo la reacción sumergiendo las muestras en TB 0,25 M y lavándolas 

tres veces durante 5 minutos en TBS 0,25 M. 

 

Se realizó una contratinción incubando las muestras en hematoxilina durante 5 a 10 

minutos. Cuando se alcanzó el marcaje adecuado, las muestras se lavaron con agua 

corriente. Luego, se deshidrataron invirtiendo los pasos descritos en la 

desparafinización/hidratación, y se montaron con medio de montaje CytoSeal™. 
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4.10. Análisis de imágenes  

Todos los análisis se llevaron a cabo utilizando el software ImageJ (v1.54j). 

 

Para el caso de los ensayos de inmunofluorescencia, primero se sustrajo el fondo de 

las imágenes. A continuación, se aplicó el algoritmo de Otsu para definir el umbral de 

las señales y segmentar las regiones de interés [179]. Posteriormente, se cuantificó la 

densidad integrada de fluorescencia, y la eficiencia de colocalización se calculó 

empleando el complemento actualizado JACoP BIOP [180,181]. Finalmente, se 

realizaron pruebas de randomización de las imágenes para validar la significancia de 

las colocalizaciones observadas. Estas pruebas incluyeron 1000 aleatorizaciones con 

un tamaño de bloque de 2 píxeles por muestra, generando una distribución de 

coeficientes de Pearson bajo condiciones de colocalización aleatoria. El coeficiente 

de Pearson observado se comparó con esta distribución aleatoria para determinar si 

la colocalización observada era estadísticamente significativa y no producto del azar. 

 

Para cuantificar las bandas de Western blot, las imágenes se importaron al programa, 

se convirtieron a formato 8-bits y se les sustrajo el fondo. Luego, se seleccionaron las 

filas de bandas utilizando la herramienta de selección de rectángulo, manteniendo una 

región de interés constante a lo largo del experimento. A continuación, se generaron 

los perfiles de intensidad, se integraron para obtener el área bajo la curva y se 

normalizaron contra sus respectivos controles de carga (Gβ o GAPDH) 

 

4.11. Análisis estadísticos  

Los resultados se presentaron como promedio ± error estándar. Antes de realizar los 

ANOVA uni o bidireccionales, dependiendo del caso, se efectuó una prueba de 
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normalidad usando el método Shapiro-Wilk. Para los datos que no siguieron una 

distribución normal, se utilizó la prueba de Kruskal-Wallis en lugar de ANOVA. Los 

análisis estadísticos se realizaron con el software R, mientras que los gráficos se 

generaron con GraphPad Prism. 
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5. RESULTADOS 

5.1. Caracterización de un nuevo anticuerpo anti-SVCT2 en modelos 

celulares de cáncer y enfermedad de Alzheimer 

5.1.1. Expresión de SVCT2 en neuronas hipocampales de ratón utilizando un 

anticuerpo estandarizado en líneas celulares humanas y tejido humano (S19) 

 

La identificación y caracterización funcional de un transportador SVCT2 mitocondrial 

cuya expresión está incrementada en células tumorales en comparación con las 

células normales y está asociada a estrés oxidativo, nos llevó a investigar si otras 

patologías asociadas a este fenómeno podrías presentar alteraciones en el transporte 

de vitamina C, ya sea a nivel mitocondrial o en otros organelos. Esto es especialmente 

relevante en enfermedades neurodegenerativas como la EA, donde el consumo de 

vitamina C como método preventivo ha sido motivo de debate y controversia [182-187].  

 

Estudios recientes sobre diferenciación neuronal y el reciclaje de vitamina C han 

indicado que SVCT2 se localiza principalmente en la membrana plasmática y el 

retículo endoplasmático (RER) en las neuronas. Sin embargo, las imágenes de 

inmunocitoquímica revelan ciertos patrones de marcaje que sugieren la posible 

localización de SVCT2 en las mitocondrias [188]. Aunque este hallazgo no fue explorado 

en detalle por los autores, este plantea a un rol que SVCT2 podría estar 

desempeñando en las mitocondrias, que merece mayor estudio. En el caso de la 

enfermedad de Hungtinton, un estudio ha descrito que una alteración en el tráfico 

intracelular de SVCT2 contribuye al desequilibrio redox, con el transportador 

localizado lejos de la membrana plasmática [189]. Al igual que los estudios 

mencionados anteriormente, ciertos patrones punteados observados en las imágenes 
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podrían sugerir la presencia de SVCT2 en las mitocondrias neuronales, aunque este 

aspecto no fue abordado directamente. Estos hallazgos refuerzan la idea de que 

SVCT2 podría cumplir una función mitocondrial aún no reconocido en las neuronas. 

 

Por otro lado, la presencia de SVCT2 en la membrana mitocondrial interna ha sido 

confirmada en otros contextos [173,176,177], lo que plantea la pregunta sobre su 

comportamiento en neuronas, específicamente modelos in vitro de la enfermedad de 

Alzheimer. Para abordar esta interrogante, se trataron cultivos primarios de neuronas 

hipocampales de ratón a los 11 DIV con concentraciones crecientes de AβOs (0,25 

µM; 0,5 µM; y 1 µM) durante 24 horas y posteriormente se realizaron ensayos de 

inmunofluorescencia. Sin embargo, esta investigación reveló que el anticuerpo anti-

SVCT2 estandarizado en humanos (S19) no mostró marcaje detectable en las 

neuronas de ratón (Fig.10).  

 

Con el fin de esclarecer si la ausencia de marcaje se debía a la ausencia de SVCT2 

en células de ratón, se evaluaron dos nuevos anticuerpos anti-SVCT2, L33 y L10, para 

detectar la expresión y localización de SVCT2 tanto en muestras murinas como 

humanas. Estos anticuerpos, dirigidos contra la región N-terminal de SVCT2, se 

probaron en líneas celulares de cáncer humanas como control positivo para SVCT2, 

debido a que han demostrado de forma consistente la expresión de la forma 

mitocondrial de esta proteína en investigaciones previas. Además, se probó el nuevo 

anticuerpo L33 en la línea celular humana de neuroblastoma SH-SY5Y para detectar 

posibles cambios en la expresión y ubicación de SVCT2 en células tipo neuronales 

humanas. Cabe destacar que la expresión de SVCT2 en esta línea en particular no 

correspondería exclusivamente a un modelo neuronal, debido a su origen tumoral. 
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Esta estrategia posibilitó realizar una completa caracterización de la expresión de 

SVCT2 y una comparación de su distribución en distintos contextos celulares. 

 

 

Figura 10: Evaluación de la inmunofluorescencia de SVCT2 en neuronas hipocampales de ratón tratadas 

con AβOs. Las imágenes representan el ensayo de inmunocitoquímica realizado en cultivos primarios de neuronas 

hipocampales de ratones a 11 días de división in vitro, utilizando anticuerpos previamente estandarizados para 

SVCT2 y TOM20. Los paneles muestran el marcaje con SVCT2 (rojo), TOM20 (verde), MAP2 (cian) y DAPI para 

la tinción de núcleos (azul). Las neuronas fueron tratadas con concentraciones crecientes de AβOs durante 24 

horas. La evaluación revela un marcaje ineficaz del transportador SVCT2 en las neuronas hipocampales, indicando 

la falta de reactividad cruzada de los anticuerpos diseñados para especímenes humanos en muestras de ratón 
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5.1.2. Caracterización de anticuerpos anti-SVCT2 L33 y L10 en neuronas 

hipocampales y células CAD 

Con el objetivo de caracterizar los nuevos anticuerpos, se realizaron ensayos de 

inmunocitoquímica en neuronas hipocampales de ratón y en células CAD 

diferenciadas usando los anticuerpos anti-SVCT2 L33 y L10. Además, se realizó una 

comparación en relación con el anticuerpo previamente utilizado en líneas celulares 

humanas, SVCT2 S19, para establecer cuál de los anticuerpos es el más adecuado 

para estudios posteriores.  

 

En las células CAD diferenciadas, el anticuerpo anti-SVCT2 S19 pierde su patrón de 

marcaje acotado al anillo mitocondrial y muestra una señal menos intensa, requiriendo 

ajustes adicionales para su visualización. Por otro lado, los anticuerpos L33 y L10 

presentan un marcaje más intenso, pero también disperso. Es particularmente notable 

que el anticuerpo L10 muestra un marcaje en el núcleo de las células, algo que no se 

observa en las neuronas hipocampales, donde presenta un patrón de marcaje 

exclusivamente citoplasmático. En las neuronas hipocampales, los tres anticuerpos 

muestran una localización similar, aunque la señal del S19 sigue siendo menos 

intensa que la de L33 y L10, con distribución de SVCT2 en el soma y los procesos 

neuríticos (Fig. 11). 
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Figura 11: Localización del transportador SVCT2 en células CAD diferenciadas y neuronas hipocampales 

de ratón. Las células CAD diferenciadas (fila superior) y las neuronas hipocampales (fila inferior) fueron marcadas 

con los anticuerpos anti-SVCT2 S19, L33 y L10, todos en el canal verde. Los núcleos celulares se marcaron con 

DAPI en el canal azul 
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5.1.3. Caracterización del anticuerpo anti-SVCT2 L33 en células ZR-75 y SH-

SY5Y utilizando distintos marcadores mitocondriales 

Debido al marcaje nuclear observado con el anticuerpo anti-SVCT2 L10, se decidió 

no continuar su uso y concentrar las pruebas en el anticuerpo anti-SVCT2 L33. Con 

el propósito de realizar un análisis comparativo con respecto a lo reportado para el 

anticuerpo previamente utilizado, anti-SVCT2 S19, se realizaron inmunotinciones y 

ensayos de colocalización en líneas celulares humanas. Se seleccionó la línea celular 

de cáncer ZR-75 como control positivo, debido a su expresión consistente de SVCT2 

demostrada en estudios previos, y se evaluó la colocalización en las mitocondrias 

empleando distintos marcadores mitocondriales con el fin de encontrar el marcador 

más adecuado para evaluar la colocalización de SVCT2. Se utilizaron los anticuerpos 

anti-COXIV y anti-TOM20 por su alta especificidad hacia componentes mitocondriales 

clave. Además, se incluyó la sonda mitocondrial MitoTracker™ Red CMXRos, que 

proporciona una visualización directa y confiable de las mitocondrias debido a su 

afinidad química específica. Esta estrategia permitió analizar y comparar la detección 

de SVCT2 mitocondrial, garantizando la selección del marcador que ofreciera la señal 

más robusta en los ensayos de inmunocitoquímica.  

 

Tal como se había descrito previamente, el anticuerpo S19 demostró una alta 

capacidad de reconocer SVCT2 mitocondrial en células ZR-75, con una colocalización 

consistente con los marcadores mitocondriales COXIV, TOM20 y CMXRos (Fig. 12). 

Su patrón de marcaje se limitó principalmente a las regiones del anillo mitocondrial, 

con valores elevados de coeficiente de correlación de Pearson, especialmente en 

combinación con TOM20 (PCC ≈ 0.87). En contraste, el anticuerpo L33 mostró una 

colocalización menor con los mismos marcadores mitocondriales, con valores de 
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Pearson que oscilaron entre 0.2 y 0.5 en combinación con la sonda mitocondrial 

CMXRos, y un patrón de marcaje más amplio y disperso. Estos resultados sugieren 

que, mientras que S19 es más específico para la localización mitocondrial, L33 podría 

estar reconociendo SVCT2 en otras regiones celulares, lo que refleja diferencias en la 

distribución subcelular de los epítopes reconocidos por ambos anticuerpos. Esto fue 

posteriormente corroborado mediante Western blot en las mismas células, en donde 

S19 y L33 mostraron distinta especificidad. Mientras que S19 reconoce una sola 

banda de un tamaño menor a 35 kDa, el anticuerpo L33 reconoce una banda 

predominante de 55 kDa.  
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Figura 12: Caracterización del nuevo anticuerpo SVCT2 L33 en células ZR-75. Los ensayos de 

inmunofluorescencia muestran la colocalización de ambos anticuerpos anti-SVCT2 en el canal verde, con distintos 

marcadores mitocondriales en el canal rojo. Los núcleos celulares se marcaron con DAPI en el canal azul. En las 

imágenes combinadas (MERGE), las regiones de colocalización aparecen en amarillo. Las imágenes revelaron la 

mayor especificidad y localización mitocondrial del anticuerpo anti-SVCT2 S19 en comparación con la distribución 

intracelular más amplia y dispersa de anti-SVCT2 L33. A. Colocalización de anticuerpos anti-SVCT2 L33 y S19 

con la sonda mitocondrial MitoTracker™ Red CMXRos. B. Colocalización de anticuerpos anti-SVCT2 L33 y S19 

con el marcador TOM20. C. Colocalización de los anticuerpos anti-SVCT2 L33 y S19 con el marcador COXIV. D. 

Análisis de los valores de coeficiente de correlación de Pearson (PCC ± SD). (CMXRos: S19: 0.7±0.01; L33: 

0.3±0.02. TOM20: S19: 0.9±0.007; L33: 0.2±0.02. COXIV: S19: 0.8±0.02; L33: 0.3±0.03) (n=3; N=90); ****p<0.0001 

comparando anticuerpos anti-SVCT2 S19 y L33 entre sí. E. Ensayo de Western blot utilizando el anticuerpo anti-

SVCT2 S19 donde se usó el anticuerpo anti-Gβ como control de carga. F. Ensayo de Western blot utilizando el 

anticuerpo anti-SVCT2 L33 donde se usó el anticuerpo anti-Gβ como control de carga  
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5.1.4. Detección de SVCT2 en células SH-SY5Y expuestas a concentraciones 

crecientes de AβOs, utilizando los anticuerpos S19 y L33 

Por último, se incluyó la línea celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y para 

evaluar el rendimiento de los anticuerpos anti-SVCT2 S19 y L33 en líneas neuronales 

humanas, algo que es particularmente relevante dado el enfoque neurobiológico de 

esta investigación. En este experimento, se compararon las colocalizaciones 

obtenidas con ambos anticuerpos para verificar si ambos reconocen SVCT2 bajo 

condiciones experimentos idénticas. Además, las células SH-SY5Y fueron expuestas 

a un gradiente de concentraciones de AβOs durante 24 horas, con el fin de evaluar si 

ambos anticuerpos responden de manera consistente o diferencial en presencia de 

estos.  

 

Los resultados mostraron que ambos anticuerpos, anti-SVCT2 L33 y S19, colocalizan 

con valores de coeficiente de correlación de Pearson (PCC) superiores a 0,5 en todas 

las condiciones experimentales, lo que sugiere que ambos anticuerpos reconocen 

SVCT2 de manera consistente. Los coeficientes de Mander bajo umbral también 

reflejan una superposición importante: la fracción de señal en el canal rojo (L33) que 

colocaliza con la señal en el canal verde (S19) fue superior a 0.6 en todas las 

condiciones (FIG D), al igual que la fracción de señal en el canal verde que colocaliza 

con el canal rojo (FIG E). Esto indica una superposición reciproca y consistente entre 

ambos anticuerpos, independiente de la presencia de AβOs. Sin embargo, debido a 

la limitación en el número de mediciones, no fue posible aplicar un análisis estadístico 

robusto a estos datos. Para abordar esta limitación, se realizaron 2000 

randomizaciones con un tamaño de bloque de 3 píxeles (FIG B), y los gráficos de 

randomización revelaron que, en todas las condiciones experimentales, el coeficiente 
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de correlación de Pearson observado se encuentra separado de la distribución 

aleatoria centrada en cero. Estos resultados sugieren que la colocalización entre los 

anticuerpos es significativamente mayor de lo que se esperaría por azar, confirmando 

que los valores obtenidos no son producto de una correlación aleatoria y ofreciendo 

un nivel de validación a las observaciones realizadas. 

 

Es importante señalar que, si bien estas células no exhibieron cambios en los niveles 

de colocalización entre los anticuerpos S19 y L33 en presencia de AβOs, los niveles 

de intensidad de SVCT2 para cada uno de los anticuerpos si mostraron variaciones 

en los distintos tratamientos, aunque debido a la limitación en el número de 

mediciones, no fue posible realizar análisis estadísticos. 

 

Los análisis de Western blot en esta línea con el anticuerpo L33 nos permitió detectar 

las tres formas descritas para SVCT2; una banda de 100 kDa que correspondería a la 

forma full length, una banda de 55 kDa que correspondería a la forma corta, y, por 

último, una forma de 30 kDa que correspondería a la forma mitocondrial. Ninguna de 

estas formas de SVCT2 presentó variaciones en respuestas a AβOs (FIG). 
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Figura 13: Localización de SVCT2 en células SH-SY5Y tratadas con AβOs. A. Se realizaron ensayos de 

inmunocitoquímica utilizando conjuntamente los anticuerpos anti-SVCT2 S19 en verde, y anti-SVCT2 L33 en rojo. 

B. Coeficiente de correlación de Pearson (PCC). C. Coeficiente de superposición de Mander bajo umbral (tM1) que 

representa la fracción de señal en el canal rojo que colocaliza con la señal del canal verde. D. Coeficiente de 

superposición de Mander bajo umbra (tM2) que representa la fracción de señal en el canal verde que colocaliza 

con la señal en el canal rojo. E. Pruebas de randomización para el coeficiente correlación de Pearson (PCC) para 

cada condición experimental. En cada gráfico, la distribución de los coeficientes de correlación de Pearson 

obtenidos a partir de 2000 randomización, representados en la gráfica como la curva de probabilidad, está centrada 

en cero. Las líneas turquesas indican los coeficientes observados en los datos originales no aleatorizados. 

 

 

Figura 14: Análisis de Western blot evaluando la especificidad del anticuerpo anti-SVCT2 L33 y la expresión 

de SVCT2 en células SH-SY5Y tratadas con concentraciones crecientes de AβOs. El anticuerpo anti-SVCT2 

revela la presencia de bandas correspondientes a las isoformas de SVCT2 de 100 kDa, 55 kDa y 30 kDa, que son 

independientes a las concentraciones de AβOs. Se utilizó Gβ como control de carga. 
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5.2. Estudio de la localización de SVCT2 en neuronas hipocampales de ratón 

expuestas a oligómeros solubles del péptido Aβ40 

5.2.1. Efecto de Aβ40O sobre la viabilidad celular  

Se evaluaron los cambios en la viabilidad celular tras la exposición a Aβ40O utilizando 

la técnica de MTT. Para esto, se utilizó un medio sin tratamiento como control negativo 

y FCCP como control positivo de toxicidad celular. Las células CAD se cultivaron con 

distintas concentraciones de AβOs (0,125 µM; 0,25 µM; 0,5 µM; 0,75 µM y 1 µM). Se 

demostró que concentraciones superiores a 0,250 µM disminuyen significativamente 

la viabilidad celular después de 24 horas de exposición (Fig. 15), indicando que las 

concentraciones de AβOs desde los 0,5 μM son toxicas para las células CAD. 

 

Figura 15: Análisis del efecto citotóxico de AβOs sobre células CAD. Viabilidad celular de células CAD 

diferenciadas tratadas con diferentes concentraciones de AβO durante 24 horas a 37°. Se utilizó FCCP como 

control positivo de toxicidad celular. Los valores son expresados como porcentaje del control sin tratamiento ± SEM 

(Control: 100±9%; 0,125 µM: 99±8%; 0,25 µM: 117±8%; 0,5 µM: 50±8%; 0,75 µM: 53±7%; 1 µM: 50±3%) (n=2; 

N=12). ns= no significativo; ***p<0.001 versus control. 
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5.2.2. Análisis de colocalización de SVCT2 en neuronas hipocampales de ratón 

expuestas a un gradiente de AβOs utilizando el anticuerpo L33 

Para analizar en detalle la localización subcelular especifica de SVCT2 en neuronas 

hipocampales de ratón, se realizaron ensayos de inmunofluorescencia utilizando el 

anticuerpo L33, la sonda mitocondrial CMXRos como marcador mitocondrial, y un 

anticuerpo anti-MAP2 como marcador neuronal. Adicionalmente, las neuronas se 

trataron con concentraciones crecientes de AβOs (0,5 µM y 1 µM) para evaluar si la 

expresión de SVCT2 se veía afectada por la presencia de estos. Las imágenes 

obtenidas mediante microscopía confocal revelaron una expresión intracelular de 

SVCT2 en las neuronas. Sin embargo, no se obtuvieron índices de colocalización 

importantes de SVCT2 con las mitocondrias (Fig. 16). Es más, el análisis de Pearson 

en las neuronas control sugiere incluso una anticorrelación débil con valores de PCC 

negativos, indicando que la localización de SVCT2 no está asociada a las mitocondrias 

en las neuronas hipocampales de ratón en un estado control. Sin embargo, es 

interesante notar que, al ser tratadas con 0,5 µM de AβOs durante 24 horas, el análisis 

de los coeficientes de Pearson y Mander reveló una diferencia significativa en la 

colocalización en comparación a las neuronas controles, lo que podría estar indicando 

un cambio en la distribución subcelular de SVCT2. En el caso del coeficiente de 

Pearson, este vario desde un valor negativo en el control hasta 0,30±0,12 en las 

neuronas tratadas con 0,5 µM de AβOs. Este comportamiento está corroborado, 

además, por el análisis del coeficiente de superposición de Mander. 

 

Exceptuando el tratamiento con 0,5 µM de AβOs, los resultados obtenidos en los 

ensayos de inmunocitoquímica y el análisis de colocalización mediante la 

randomización de Costes revelan una ausencia significativa de colocalización entre 
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SVCT2 y la sonda mitocondrial. A pesar de la presencia intracelular de SVCT2, los 

coeficientes de Pearson negativos junto con los p-valores bajos, sugieren que la 

distribución de SVCT2 no coincide con las mitocondrias. Esto se ve respaldado por la 

drástica reducción en los coeficientes de Mander tras la aplicación de umbrales, lo que 

indica que la colocalización observada inicialmente podría haberse debido al ruido o 

a señales no específicas. Con respecto a la intensidad de la señal de SVCT2 en 

respuesta a AβOs, esta presentó un comportamiento similar, aunque los análisis 

estadísticos demostraron que no era significativo. 

 

La observación de una ligera anticorrelación sugiere que SVCT2 podría estar excluido 

de las estructuras mitocondriales en condiciones normales y es un hallazgo que 

destaca la importancia de considerar la distribución subcelular específica de SVCT2 

en estudios futuros, así como la necesidad de explorar otros posibles compartimentos 

subcelulares donde SVCT2 podría desempeñar sus funciones en las neuronas 

hipocampales de ratón. En resumen, los resultados proporcionan evidencia de que la 

localización subcelular de SVCT2 en neuronas hipocampales de ratón no está 

asociada con las mitocondrias, lo que sugiere una distribución distinta que merece una 

investigación más detallada.  
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Figura 16: Localización de subcelular de SVCT2 y análisis de colocalización de Pearson y Mander entre el transportador SVCT2 y el marcador mitocondrial en neuronas 

hipocampales de ratón tratadas con AβOs. A. Las neuronas hipocampales de 11 DIV se trataron con concentraciones crecientes de AβOs durante 24 horas, luego se realizaron ensayos 

de inmunofluorescencia de cuatro marcajes utilizando conjuntamente los anticuerpos anti-SVCT2 L33 en verde, anti-MAP2 como marcador neuronal en gris, la sonda mitocondrial 

Mitotracker™ Red CMXRos en rojo, y DAPI como marcador nuclear en azul. Posteriormente, se realizó el análisis de colocalización entre SVCT2 y CMXRos a partir de las imágenes obtenidas 

en los ensayos de inmunofluorescencia. B. Análisis del coeficiente de correlación de Pearson (PCC) (Control: -0.11±0.04; 0,5 µM: 0.30±0.12; 1 µM: 0.03±0.05) (n=2; N=18). ns= no significativo; 

**p<0.01 versus control. C. Análisis del coeficiente de superposición de Mander con umbral (tM1) (Control: 0.22±0.03; 0,5 µM: 0.41±0.08; 1 µM: 0.28±0.02) (n=2; N=18). ns= no significativo; 

*p<0.05 versus control. D. Intensidad de fluorescencia de SVCT2, con los valores normalizados y expresados como porcentaje. (Control: 33±17%; 0,5 µM: 50±20%; 1 µM: 36±7%) (n=321; 

N=18). ns= no significativo 
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5.2.3. Análisis de la expresión de SVCT2 en proteínas totales de neuronas 

hipocampales de ratón  

Se analizó la expresión del transportador mediante ensayos de Western blot, los que 

revelaron la presencia de una banda predominante para SVCT2 de alrededor de 55 

kDa de tamaño, la que está asociada a la variante corta. Se evaluó la a expresión de 

la proteína Gβ como control interno, mostrando una robusta expresión en las tres 

condiciones (Fig. 17). El análisis de la intensidad de la banda de 55 kDa mostró una 

tendencia hacia un aumento en la expresión de SVCT2 con concentraciones 

crecientes de AβOs, siendo estadísticamente significativa entre las neuronas control 

y las tratadas con 1 μM de AβOs. Es importante señalar que en este tipo de análisis 

no es posible diferenciar el aporte de las células gliales, que están presentes en los 

cultivos primarios de neuronas, al fenómeno descrito aquí. 

 

 

Figura 17: Expresión del transportador SVCT2 en proteínas totales extraídas de neuronas hipocampales 

de ratón tratadas con AβOs. Se realizó la lisis celular al cabo de 24 horas de tratamiento con AβOs y las muestras 

se procesaron previo a los ensayos de Western blot. A. Análisis por Western blot de la expresión de SVCT2 en 

proteínas totales extraídas de neuronas hipocampales de ratón, que se ensayaron utilizando el anticuerpo anti-

SVCT2 L33 y un anticuerpo anti-Gβ como control de carga. B. Se cuantificó la densidad de las bandas de SVCT2, 

normalizando con el control Gβ. (n=3; N=6) (Control: 1±0; 0,5 µM: 2.1±0.5; 1 µM: 4.1±1.1) (n=2; N=18). ns= no 

significativo; *p<0.05 versus control 
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5.3. Localización de SVCT2 en la línea celular CAD diferenciada expuesta a 

concentraciones crecientes de AβOs 

5.3.1. Análisis de colocalización de SVCT2 en células CAD diferenciadas 

expuestas a un gradiente de AβOs utilizando el anticuerpo L33 

Para complementar los estudios en neuronas hipocampales de ratón y evaluar la 

localización subcelular de SVCT2, se realizaron los mismos ensayos de 

inmunofluorescencia en células CAD, ya que las líneas celulares ofrecen un entorno 

experimental más controlado y uniforme en comparación con los cultivos primarios, 

permitiendo obtener resultados más reproducibles. Se cultivaron y trataron las células 

CAD con concentraciones crecientes de AβOs (0,5 µM y 1 µM) durante 24 horas para 

evaluar si la expresión de SVCT2 se veía afectada por los AβOs (Fig. 18). 

 

Los ensayos de inmunofluorescencia se realizaron utilizando el mismo anticuerpo L33 

y marcador mitocondrial, MitoTracker™ Red CMXRos, que en las neuronas 

hipocampales. Las imágenes fueron obtenidas mediante microscopía confocal para 

analizar la colocalización de SVCT2 con las mitocondrias mediante los coeficientes de 

correlación de Pearson y de Mander. A diferencia de las neuronas hipocampales, las 

células CAD no mostraron cambios significativos en la colocalización de SVCT2 con 

las mitocondrias tras el tratamiento con diferentes concentraciones de oligómeros de 

Aβ. Además, no se observó anticorrelación en las células CAD. Los valores de los 

coeficientes de Pearson y Mander se mantuvieron bajos (Fig 18. B y C), indicando 

que, aunque SVCT2 está presente intracelularmente, no existe una colocalización 

significativa con las mitocondrias. Esto sugiere que la localización de SVCT2 no está 

predominantemente asociada a las mitocondrias en las condiciones experimentales 

utilizadas en la línea celular CAD.  
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Figura 18: Localización de SVCT2 y análisis de colocalización en células CAD diferenciadas tratadas con AβOs. A. Se realizaron ensayos de inmunofluorescencia de 

triple marcaje al cabo de 24 horas de tratamiento con AβOs, utilizando conjuntamente el anticuerpo anti-SVCT2 L33 (canal verde) y la sonda mitocondrial MitoTracker™ Red 

CMXRos como marcador mitocondrial (canal rojo). Los núcleos fueron marcados con la tinción DAPI (canal azul). B. Análisis del coeficiente de correlación de Pearson (PCC) 

(Control: 0.07±0.03; 0,5 µM: 0.17±0.04; 1 µM: 0.16±0.08) (n=3; N=27). ns= no significativo. C. Análisis del coeficiente de superposición de Mander con umbral del canal verde 

(tM1) (Control: 0.44±0.03; 0,5 µM: 0.47±0.05; 1 µM: 0.48±0.04) (n=3; N=27). ns= no significativo. D. Intensidad de fluorescencia de SVCT2, con los valores normalizados y 

expresados como porcentaje. (Control: 33±5%; 0,5 µM: 40±7%; 1 µM: 48±6%) (n=3; N=27). ns= no significativo 



5.3.2. Análisis de la expresión de SVCT2 en proteínas totales de células CAD 

diferenciadas 

Al igual que con las neuronas hipocampales, se analizó la expresión del transportador 

SVCT2 en las proteínas totales de las células CAD. Como control interno, se analizó 

la expresión de la proteína GAPDH. Interesantemente, los ensayos de Western blot 

mostraron la presencia de tres banda inmunorreactivas importantes para SVCT2, de 

100 kDa, 55 kDa y 30-40 kDa de tamaño. La banda de 30 kDa se expresó con mayor 

intensidad que la de 55 kDa. Aunque la banda de 100 kDa, que corresponde a la forma 

full length de SVCT2, también se expresó, no se analizó en detalle. Al igual que lo 

observado en los ensayos de inmunocitoquímica, la intensidad de las bandas de 55 y 

30-40 kDa no se vio afectada de manera significativa frente al tratamiento con 

concentraciones crecientes de AβOs durante 24 horas, lo que sugiere que la expresión 

de SVCT2 se mantiene estable bajo estas condiciones experimentales.  
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Figura 19: Expresión del transportador SVCT2 en proteínas totales extraídas de células CAD diferenciadas 

tratadas con AβOs. El análisis por Western blot de la expresión de SVCT2 en proteínas totales mostró la presencia 

de las bandas de 100, 55 y 30 kDa correspondientes a las isoformas de SVCT2. A. Se cuantificó la densidad de 

las bandas de SVCT2 de 30-40 kDa, normalizando con el control GAPDH. B. Se cuantificó la densidad de las 

bandas de SVCT2 de 55 kDa, normalizando con el control GAPDH (n=3; N=6). ns= no significativo. 
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5.4. Localización de SVCT2 en tejidos cerebrales humanos con distintos 

grados de acumulación de AβOs.  

Para determinar si la expresión de SVCT2 en las líneas celulares humanas  

(ZR-75 y SH-SY5Y), líneas celulares de ratón (CAD diferenciadas) y los cultivos 

primarios de neuronas hipocampales de ratón in vitro refleja lo que ocurre en el tejido 

cerebral humano in situ, se realizaron estudios de inmunohistoquímica en tejidos 

cerebrales con un elevado nivel de anomalías neurodegenerativas asociadas a la 

acumulación de AβOs, de acuerdo con las etapas avanzadas de Braak (Fig. 20). Si 

bien la clasificación de Braak establece el avance de la patología neurodegenerativa 

en función de la propagación de NFTs, estudios histopatológicos han demostrado una 

correlación entre las etapas de Braak y la extensión de la deposición de AβOs [190]. En 

particular, se ha observado que la acumulación de Aβ sigue un patrón de expansión 

progresiva que comienza en la neocorteza y se extiende a otras regiones cerebrales, 

en paralelo con la progresión de los NFTs. Es así como, a partir de esta clasificación, 

se puede obtener una inferencia indirecta sobre la extensión de la deposición de Aβ 

en el cerebro (Fig. 20).  

 

Además, se utilizaron tejidos tumorales como controles positivos y tejidos sanos como 

controles negativos. En total, se analizaron 21 muestras de tejidos tumorales, 7 

muestras de tejidos sanos y 18 muestras de tejidos cerebrales, en los que se 

incluyeron muestras de hipocampo, corteza frontal, cuerpo estriado y cerebelo. 
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Figura 20: Progresión de la acumulación de Aβ y NFT en la EA según la clasificación de Braak. Si bien el 

sistema de clasificación de Braak se centra en la propagación de NFTs, se ha propuesto, en base a este, un modelo 

paralelo para la acumulación de Aβ. Esta comienza en las regiones corticales y límbicas (Etapa A), y 

posteriormente progresa a áreas más extensas del cerebro (Etapas B y C), mientras que la acumulación de NFTs 

comienza en la corteza entorrinal y el hipocampo (Etapas I y II), y se extiende gradualmente a otras áreas corticales 

en las etapas posteriores (III, IV, V y VI). Esta clasificación indica la severidad de la patología neurodegenerativa. 

Modificada de Masters, C. y colaboradores, Nat Rev Dis Primers., 2015 [191]. 

Como se esperaba, los tejidos tumorales exhibieron un marcaje intenso de la SVCT2, 

mientras que los tejidos sanos utilizados como controles negativos no mostraron una 

señal detectable. Por otro lado, los tejidos cerebrales tampoco presentaron marcaje 

para SVCT2, lo que sugiere que su expresión en estas regiones es limitada o nula 

bajo las condiciones experimentales utilizadas. (Fig. 21). Es importante destacar que 

los tejidos cerebrales exhibieron una población neuronal notoriamente baja y además 

morfológicamente alterada debido a la neurodegeneración avanzada. Dado a que no 

se disponía de controles de tejido cerebral de individuos sanos, se utilizaron imágenes 

histológicas referenciales de la Universidad de Michigan [192]., correspondientes a 

tejido hipocampal y tejido de corteza cerebral (Fig. 22). 
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Figura 21. Expresión del transportador SVCT2 en tejidos tumorales y cerebrales. Se analizó la intensidad del 

marcaje inmunohistoquímico de diferentes tipos de tejidos humanos y se observó que SVCT2 se expresa 

mayoritariamente en tejido tumoral. A. Expresión de SVCT2 en tejido tiroideo sano. B. Expresión de SVCT2 en 

tejido mamario sano. C. Expresión de SVCT2 en tejido metastásico ganglionar de adenocarcinoma gástrico poco 

diferenciado. D. Expresión de SVCT2 en tejido metastásico pulmonar de adenocarcinoma tiroideo. E. Expresión 

de SVCT2 en corteza cerebelar, las flechas señalan neuronas cerebelares. F. Expresión de SVCT2 en tejido 

hipocampal, las flechas señalan neuronas hipocampales. G. Expresión de SVCT2 en tejido cortical, las flechas 

señalan neuronas corticales. H. Expresión de SVCT2 en tejido estriatal, las flechas señalas neuronas estriatales. 

I. Análisis de la intensidad de marcaje del transportador SVCT2 en los diferentes tipos de tejidos humanos, con los 

valores normalizados y expresados como porcentaje. Control Ac corresponde al control del anticuerpo primario. 

Control (-) corresponde al control en tejidos sanos. Control (+) corresponde al control en tejidos tumorales. (Control 

Ac: 2±1%; Control (-): 13±2%; Control (+): 68±8%; Cerebelo: 17±8%; Hipocampo: 11±6%; Corteza: 7±2%; Estriado: 

8±0.4%) (Control (-) n =3; N=7) (Control (+) n=3; N=21) (Tejidos cerebrales n=3; N=27) ****p<0.0001 versus el 

Control (-). ns= no significativo. Para todos los tejidos se realizó una contratinción con hematoxilina luego del 

marcaje de SVCT2. La barra escala ubicada en la esquina inferior derecha equivale a 100 μm en todas las 

imágenes. 
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Figura 22: Comparación entre cortes de tejido con neurodegeneración avanzada y tejido control sano 

obtenido de la literatura. A y C corresponden, respectivamente, a tejido hipocampal y tejido cortical en etapas 

avanzadas de neurodegeneración, marcados con anticuerpo anti-SVCT2 y contrateñidos con hematoxilina.  

B. Tejido hipocampal sano teñido con azul de Luxol. D. Tejido cortical sano teñido con azul de toluidina y eosina. 

La comparación entre A y C con sus respectivos controles sanos (B y D) revela una importante reducción en la 

población neuronal en los tejidos con neurodegeneración avanzada. La barra en A y C equivale a 100 μm, y las 

imágenes referenciales se seleccionaron ajustándose a esa escala. Las imágenes de tejidos cerebrales sanos se 

obtuvieron de la base de datos histológica de la Universidad de Michigan, EE.UU. [192]. 
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6. DISCUSIÓN 

 

El estrés oxidativo es un factor importante en el daño neuronal asociado a 

enfermedades neurodegenerativas. Las ROS producidas en exceso durante la 

disfunción mitocondrial contribuyen al daño celular y aceleran la progresión de estas 

enfermedades. La vitamina C, un potente agente reductor, desempeña un papel 

importante en la neutralización de ROS y la protección de las células frente al estrés 

oxidativo. No obstante, para que ejerza sus efectos protectores, debe ser transportada 

de manera eficiente hacia las neuronas y, en particular, hacia las mitocondrias. El 

transportador SVCT2 es el encargado de mediar la captación de AA hacia las células, 

y evidencias recientes sugieren que también podría localizarse en las mitocondrias, 

desde donde desempeñaría un papel directo en la mitigación del estrés oxidativo.  

 

En el contexto de la enfermedad de Alzheimer, se ha demostrado que los oligómeros 

solubles del péptido β-amiloide inducen estrés oxidativo y disfunción mitocondrial, lo 

que podría estar afectando la expresión y localización de SVCT2. Para abordar esta 

interrogante, se realizó un análisis comprehensivo de la expresión del transportador 

SVCT2 tanto en células en cultivo derivadas de ratón y humano como en tejido 

nervioso proveniente de pacientes con algún grado de la enfermedad de Alzheimer. 

Nuestro objetivo principal fue de determinar si las neuronas en un contexto de 

enfermedad de Alzheimer expresan el transportador SVCT2 en mitocondrias, y si el 

tratamiento con distintas concentraciones de AβOs afecta los niveles de expresión de 

esta proteína. Sin embargo, nos encontramos con una primera limitación: el anticuerpo 

utilizado para detectar de la forma mitocondrial de SVCT2, previamente caracterizado 

en células HEK293 y ZR-75, no logró reconocer SVCT2 en células de ratón mediante 
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ensayos de inmunocitoquímica. Esto nos llevó a explorar nuevas alternativas para 

poder resolver la problemática planteada. A continuación, discutimos la fiabilidad de 

los nuevos anticuerpos empleados, así como las principales conclusiones y 

limitaciones de este estudio respecto a la expresión de SVCT2 en el contexto de la 

enfermedad de Alzheimer. 

 

Estandarización y fiabilidad de los anticuerpos utilizados 

En la búsqueda de un anticuerpo que permitiera la detección de SVCT2 en el modelo 

celular murino, se seleccionaron dos anticuerpos por el nivel de inmunomarcaje 

obtenido: L33 y L10. Al realizar la tinción en células CAD, uno de los principales 

modelos utilizados en esta tesis, se observó que el anticuerpo L10 presentaba un 

patrón de distribución intranuclear. Esto nos llevó a optar por el uso de L33. Sin 

embargo, es importante señalar que la expresión nuclear de SVCT2 ya ha sido 

previamente descrita en la línea celular de cáncer de mama MCF-7, utilizando el 

anticuerpo HPA052825. Según los autores, el marcaje nuclear y de membrana nuclear 

de SVCT2 podría explicarse por el hecho de que el AA actúa como un cofactor de 

enzimas nucleares 2-OGDD, tales como las TETs y KDMs. En ese sentido, la 

expresión nuclear del transportador SVCT2 permitiría la actividad de estas enzimas a 

nivel nuclear [193]. 

 

En la caracterización del anticuerpo L33 en línea celular CAD, se observó un patrón 

de marcaje intracelular, que fue corroborado mediante inmunocitoquímica en cultivos 

primarios de neuronas hipocampales de ratón. Sin embargo, como se discutirá más 

adelante, aunque SVCT2 se localiza intracelularmente, su distribución no sigue un 

patrón mitocondrial y no colocaliza con marcadores mitocondriales en condiciones 
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control.  Es más, al utilizar la línea celular ZR-75, que se emplea como control positivo 

para la expresión de la forma mitocondrial de SVCT2, se reveló que el anticuerpo L33 

colocaliza con marcadores mitocondriales, lo que indica que este anticuerpo tiene la 

capacidad de detectar la forma mitocondrial de SVCT2, aunque los niveles de 

colocalización observados son significativamente menores que los obtenidos con el 

anticuerpo S19, lo cual podría explicarse por el tropismo diferencial de ambos 

anticuerpos hacia distintas formas de SVCT2. Esta observación se refuerza en los 

resultados obtenidos tanto en las inmunocitoquímica como en los ensayos de Western 

blot de las líneas celulares humanas; para las células SH-SY5Y, existe una 

superposición significativa de ambos anticuerpos S19 y L33, respaldando la 

afirmación de que L33 es capaz de reconocer epítopes similares a S19, el cual a su 

vez reconoce la forma mitocondrial de SVCT2. En los ensayos de Western blot de ZR-

75, al utilizar el anticuerpo S19, se detectó principalmente una banda de 30 kDa, 

mientras que al emplear el anticuerpo L33, se identificó principalmente una banda de 

55 kDa; en el caso de las células SH-SY5Y, el anticuerpo L33 identificó la presencia 

de tres bandas, de 100 kDa, 55 kDa y 30 kDa. Los datos obtenidos fueron comparados 

con la literatura, mostrando que la banda de 30 KDa correspondería a la forma 

mitocondrial de SVCT2, mientras que la banda de 55 kDa correspondería a la descrita 

como forma corta de SVCT2 [145,147,154]. Al menos en este experimento no fue posible 

detectar la forma full length de SVCT2 de 100 kDa en las líneas de cáncer de mama, 

lo que calza con lo reportado en literatura que estas células no expresan el 

transportador SVCT2 funcional a nivel de membrana plasmática [177]. 

 

Análisis en neuronas hipocampales de ratón y células CAD diferenciadas 

Si bien SVCT2 está presente intracelularmente, los coeficientes de Pearson y Mander 

indican que su distribución no coincide con las mitocondrias. Es más, en neuronas no 
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tratadas con AβOs hay una ligera anticorrelación observada que sugiere que SVCT2 

puede incluso estar excluida de estos organelos en condiciones fisiológicas. En las 

neuronas tratadas con 0,5 μM de AβOs, la resultados de colocalización son más 

variados, con la mayoría de los ensayos mostrando valores de Pearson moderados, 

lo que sugiere una colocalización significativa que podría ser biológicamente 

relevante. Sin embargo, en neuronas tratadas con 1 μM de AβOs, se observa una 

pérdida de colocalización entre SVCT2 y la sonda mitocondrial, con valores de 

Pearson bajos que refuerzan la idea de una reducción drástica en la colocalización. 

Esta pérdida podría estar relacionada con la destrucción celular y el daño mitocondrial 

inducidos por los AβOs, o bien podría ser que las especies oligoméricas generadas a 

1 μM no sean tan patogénicas como las producidas a 0,5 μM. Por otro lado, el análisis 

de Western blot reveló que la expresión de SVCT2 de 55 kDa, posiblemente la variante 

corta, se regula al alza en respuesta a concentraciones crecientes de AβOs.  

 

Estudios previos han sugerido que los AβOs inducen cambios rápidos en la expresión 

de microARNs (miRNA), lo que a su vez altera el patrón de expresión de proteínas y 

puede influir en las modificaciones postraduccionales de estas [194,195]. En ese sentido, 

recientemente se han identificado miRNAs que regulan negativamente la expresión 

del SVCT2 full length en otros tipos celulares mediante la inhibición postranscripcional 

del transportador [196]. Este mecanismo podría ser relevante en el contexto neuronal, 

planteando la posibilidad de que la exposición a AβOs promueva la sobreexpresión 

de miRNAs específicos que favorezcan la aparición de variantes de SVCT2 y 

disminuyan su forma funcional. Bajo esa perspectiva, la aparición de la variante corta 

podría estar indicando una disrupción significativa en la función de SVCT2 en el cultivo 

primario, posiblemente como una respuesta maladaptativa al daño crónico provocado 
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por los AβOs. Su efecto dominante negativo sobre la forma full length de SVCT2, 

sumado a su incapacidad para transportar ácido ascórbico, tendría el potencial de 

exacerbar el daño oxidativo y contribuir a los procesos neurodegenerativos 

observados en enfermedades como el Alzheimer. 

 

Otra posible explicación para el patrón de expresión de SVCT2 bajo las condiciones 

de exposición a AβOs podría involucrar la activación de la vía de señalización NF-κB. 

Según se ha descrito antes en la literatura, la activación de NF-κB en respuesta a altos 

niveles de estrés oxidativo promueve la producción de TNF-α [197],  que a su vez puede 

mediar directamente en la expresión de SLC23A2 [198]. Este mecanismo inflamatorio, 

inducido por el estado oxidativo provocado por los AβOs, podría suprimir la forma full 

length de SVCT2 y, al mismo tiempo, favorecer la aparición de variantes, como la 

observada en nuestros ensayos, por splicing alternativo. Los eventos de splicing 

alternativos se han reportado con frecuencia durante las patologías 

neurodegenerativas; el splicing del exón 15 de APP puede alterar la proporción de sus 

fragmentos proteolíticos, gatillando la formación de placas amiloides [199]. Siguiendo 

esa misma línea, la proteína tau presenta isoformas dependientes del splicing 

alternativo del exón 10, que puede alterar su patrón de expresión y desencadenar la 

formación de ovillos neurofibrilares [200]. FynT, una isoforma de la proteína tirosina 

quinasa Fyn producto de splicing alternativo, está sobreexpresada en pacientes con 

EA y se asocia a procesos neuroinflamatorios crónicos [201]. Por último, el receptor 

AMPA, un mediador claves en la transmisión sináptica, presenta splicing alternativo 

en la enfermedad de Parkinson [202]. Estos ejemplos refuerzan la noción de que los 

eventos de splicing alternativo modulados por vías inflamatorias juegan un papel 

importante en las alteraciones proteómicas causadas por los AβOs. En ese sentido, 
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la sobreexpresión de la variante de 55 kDa de SVCT2 podría no tratarse de un evento 

aislado, sino más bien de un proceso complejo de disrupción en la regulación 

transcripcional de proteínas esenciales. 

 

Concluyendo respecto al análisis en neuronas hipocampales de ratón, el tratamiento 

con AβOs podría no solo estar modulando la localización subcelular de SVCT2, sino 

que también promoviendo la expresión de una variante perjudicial. Sin embargo, se 

requieren estudios adicionales para aclarar los mecanismos detrás de estos 

resultados y determinar su impacto biológico en el progreso de la neurodegeneración. 

 

Siguiendo con las células CAD, el análisis de Western blot identificó tres bandas 

distintas correspondientes a diferentes variantes de SVCT2: la forma full length de 100 

kDa, la variante corta de 55 kDa y la forma mitocondrial de 30 kDa. La forma full length 

de 100 kDa se mantuvo débil pero consistentemente expresada en todas las 

condiciones, lo que sugiere que las células CAD mantienen un nivel basal de SVCT2 

independiente del tratamiento con AβOs. La variante corta de 55 kDa, en cambio, 

mostró un ligero aumento en respuesta a los AβOs, aunque este incremento no fue 

estadísticamente significativo. Esta variante inhibe la función normal de la forma full 

length de SVCT2, lo que podría exacerbar el estrés oxidativo al afectar la captación 

de vitamina C y su presencia, tanto células CAD como en las neuronas hipocampales, 

reforzando la idea de una respuesta maladaptativa que podría comprometer la 

capacidad celular para resistir el daño oxidativo. Por otro lado, la banda de 30 kDa se 

expresó intensa y constantemente en todas las condiciones experimentales de las 

células CAD. Esta variante cumpliría un papel importante en el mantenimiento de la 

función mitocondrial, asegurando un suministro constante de ácido ascórbico para 
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combatir la producción de ROS en estos organelo. Sin embargo, a pesar de la 

presencia de esta variante en el análisis de Western blot, los ensayos de 

colocalización no revelaron una colocalización significativa de SVCT2 con las 

mitocondrias en las células CAD, con valores de los coeficientes de Pearson y Mander 

bajos que se mantuvieron constantes en las diferentes condiciones experimentales. 

Esto sugiere que la variante de 30 kDa no está asociada directamente con las 

mitocondrias, sino que se localiza posiblemente en otros compartimentos celulares.  

Los patrones de expresión observados en las células CAD contrastan con los de las 

neuronas hipocampales, donde la variante corta de 55 kDa fue la forma predominante, 

con nula expresión de las formas de 100 kDa y 30 kDa. Esta discrepancia resalta las 

diferencias de usar líneas celulares inmortalizadas para modelar comportamientos 

complejos. Los cultivos primarios, que conservan más las características específicas 

del tejido original, pueden exhibir mecanismos distintos que no están presentes en las 

líneas celulares, y se alinean con otras investigaciones que muestran que las líneas 

celulares inmortalizadas pueden revelar perfiles de expresión proteica diferentes en 

comparación con estos. Por ejemplo, se ha visto que las líneas celulares neuronales 

como PC12, si bien son ampliamente utilizadas en la investigación neurobiológica, 

expresan distintos niveles de receptores de neurotransmisores, canales iónicos y 

proteínas sinápticas en comparación con los cultivos primarios de neuronas, lo que 

conduce a diferencias en estudios sobre trasmisión sináptica y neurodegeneración 

[203]. De manera similar y en otro contexto, se ha visto que las líneas celulares de 

cardiomiocitos H9c2 expresan diferentes conjuntos de canales iónicos y proteínas 

contráctiles en comparación con los cultivos primarios de cardiomiocitos, lo que afecta 

su función para imitar con precisión la función cardiaca [204]. Estos ejemplos indican 

que, aunque las líneas celulares ofrecen conveniencia y reproducibilidad, pueden no 
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capturar completamente la complejidad de los sistemas primarios, lo que puede 

generar discrepancias en los resultados experimentales.  

 

Si bien las líneas celulares siguen siendo muy útiles y ampliamente utilizadas en la 

investigación de cultivos neuronales, el uso de cultivos primarios es preferible para 

estudios que buscan asimilar las propiedades de las células neuronales in vivo, ya que 

no derivan de tumores. Sin embargo, el uso del cultivo primario neuronal también trae 

sus limitaciones. A diferencia de las líneas celulares, que ofrecen un suministro 

ilimitado de células homogéneas, la preparación y el cultivo de células primarias es 

más complejo, especialmente en el caso de las neuronas. Además, los cultivos 

primarios no son inmortales, lo que limita significativamente la cantidad de células 

disponibles para experimentos. Otra complicación es la necesidad de aislar el tipo 

celular de interés y determinar la pureza de los cultivos obtenidos, algo que no posible 

en el caso de los cultivos primarios de neuronas debido a su dependencia de una base 

de células gliales. Esto representa una dificultad adicional, especialmente en los 

ensayos de Western blot realizados en esta investigación, ya que la glía puede estar 

interfiriendo en los resultados al contribuir al perfil de expresión detectado. 

 

Es evidente que se requieren de más investigaciones para validar y ampliar nuestra 

comprensión de la regulación de SVCT2 en células neuronales. Los estudios futuros 

deberían incluir ensayos funcionales, como mediciones de la captación de vitamina C 

y evaluaciones de marcadores de estrés oxidativo, para confirmar el papel inhibitorio 

de la variante de 55 kDa. Además, será importante verificar la ocurrencia de splicing 

alternativo en el gen SLC23A2 analizando los transcritos de ARNm en líneas celulares 

y neuronas primarias expuestas a AβOs, y, posteriormente, en un cultivo exclusivos 
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de células gliales para descartar su posible contribución en la aparición de las 

variantes de SVCT2. Los ensayos de FRET o BRET podrían proporcionar información 

valiosa sobre las interacciones de esta variante con la forma full length en tiempo real 

y aclarar su mecanismo de acción inhibitorio; como alternativa, la co-

inmunoprecipitación podría utilizarse para estudiar dichas interacciones. Además, 

estudios de silenciamiento génico mediante siRNA podrían ser útiles para determinar 

los impactos específicos de las diferentes variantes de SVCT2 en la función celular.  

Por último, la validación in vivo en modelos transgénicos será necesaria para evaluar 

el impacto de SVCT2 y sus variantes en la progresión de la EA, en un contexto más 

fisiológico.  

 

Análisis en tejidos cerebrales humanos 

Al momento de trabajar con los tejidos cerebrales en estados avanzado de 

neurodegeneración se presentaron varios desafíos importantes. En principio, un 

obstáculo importante fue la presencia de lipofuscina, una molécula asociada al 

proceso de envejecimiento que se acumula en el tejido cerebral con el paso del 

tiempo. La lipofuscina es altamente autofluorescente y su espectro de emisión se 

solapa con el de los fluoróforos comúnmente utilizados en los ensayos de 

inmunohistoquímica, generando interferencias importantes que hicieron imposible 

diferenciar las señales específicas de SVCT2 y las mitocondrias. Debido a esto, fue 

necesario abandonar el uso de inmunofluorescencia y recurrir al marcaje cromogénico 

de SVCT2 por DAB, cuya resolución espacial es menor y no permite realizar estudios 

de colocalización simultánea.  
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Otra observación crítica para considerar es la marcada pérdida neuronal en las 

muestras de tejido cerebral humano con estados avanzados de neurodegeneración, 

según la clasificación de Braak. En las etapas más avanzada, se documenta casi una 

ausencia total de neuronas en áreas claves del cerebro tales como el hipocampo, la 

corteza entorrinal y la corteza cerebral, lo que podría explicar el inmunomarcaje débil 

de SVCT2 en esas áreas al estar reducida su señal global. Además, la falta de tejido 

cerebral de control dificulta la comparación de los niveles de expresión de SVCT2 en 

condiciones saludables. Como alternativa, se recurrió a referencias de la literatura que 

proporcionan imágenes histológicas de tejido cerebral sano, aunque estas no están 

marcadas específicamente contra SVCT2 o proteínas mitocondriales. A pesar de la 

limitación en esta comparación, se puede evidenciar una reducción drástica en la 

población neuronal de las muestras con neurodegeneración avanzada, lo que 

respalda la idea de que la falta de señal de SVCT2 podría deberse, en principio, a la 

ausencia de neuronas en estas áreas afectadas. Sumado a esto, las alteraciones 

morfológicas y la perdida de la integridad de los tejidos posiblemente impactan los 

resultados de los ensayos de inmunodetección, ya que pueden complicar la 

accesibilidad de anticuerpos a sus epítopes, dificultando la correcta identificación de 

SVCT2 en las células sobrevivientes. También, la degradación estructural de las 

neuronas podría alterar la distribución normal de SVCT2, provocando una señal difusa 

o atípica en comparación con controles saludables.  

 

Por último, los puntos previamente discutidos adquieren mayor relevancia al notar 

que, en las áreas donde se observan algunas neuronas, como el núcleo estriado, 

cerebelo e hipocampo, se destaca un marcaje en ellas con la técnica utilizada. El 

marcaje es especialmente evidente en las neuronas de Purkinje y las neuronas del 
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núcleo estriado, lo que sugiere una fuerte expresión de SVCT2 intracelular en estas 

células específicas. Este fenómeno requiere un estudio más detallado para dilucidar 

la localización de SVCT2 en las neuronas y su posible implicancia en los procesos 

neurodegenerativos.  
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7. CONCLUSIÓN 

 

La hipótesis inicial sugería que la expresión mitocondrial de SVCT2 aumentaría en 

respuesta al tratamiento crónico con oligómeros del péptido Aβ (AβOs) en neuronas 

hipocampales de ratón y células CAD diferenciadas. Sin embargo, los resultados de 

este estudio no respaldan esta hipótesis. En lugar de ello, los datos revelan que esta 

variante de SVCT2 no aumenta su expresión ni se colocaliza con las mitocondrias en 

respuesta a los AβOs, y la expresión predominante de una variante corta de SVCT2 

en neuronas hipocampales sugiere una posible respuesta maldaptativa que podría 

inhibir el transporte de vitamina C y exacerbar el estrés oxidativo. Por lo tanto, la 

hipótesis debe ser reevaluada con investigaciones adicionales que se centren en las 

implicancias funcionales de las variantes de SVCT2 en modelos murinos, tanto en 

condiciones fisiológicas como patológicas. 
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