Universidad de Concepcion
Facultad Farmacia

PROYECTO FONDECYT:

EFECTO DE LA VITAMINA C EN MODELO DE HIPOXIA
IN VITRO CON CELULAS ENDOTELIALES
MICROVASCULARES DE CEREBRO HUMANO Y EN
MODELO DE ACCIDENTE CEREBROVASCULAR
ISQUEMICO IN VIVO CON RATONES GULO

KNOCKOUT.

POR SOLANGE PILAR ARRIAGADA CANCINO

Tesis presentada a la Facultad de Farmacia de la Universidad de Concepcion
para optar al titulo profesional de Bioquimica

Profesor Guia Profesor Patrocinante
Coralia Isabel Rivas Rocco Coralia Isabel Rivas Rocco
Universidad de Concepcion Universidad de Concepcion

Profesor co-Guia
Eveling Grace Inostroza Pérez
Universidad de Concepcién
Marzo, 2022

Concepciodn, Chile



Se autoriza la reproduccion total o parcial, con fines académicos, por cualquier

medio o procedimiento, incluyendo la cita bibliografica del documento.

© 2022, Solange Pilar Arriagada Cancino



AGRADECIMIENTOS

Mis agradecimientos a los docentes que fueron parte de mi formacién como
Bioguimica. A mis amigos por todo el apoyo emocional que me brindaron durante
estos afios de estudio. A mi perro Glotin por acompafiarme en innumerables
noches de estudio.

Finalmente, un especial agradecimiento a la Dra. Coralia Rivas y a la Dra. Eveling
Inostroza, por bridarme sus conocimientos y motivarme a seguir en el camino de la
investigacion que es lo que realmente me apasiona.

Muchas Gracias.



Para Glotin.



TABLA DE CONTENIDOS

TABLA DE CONTENIDOS ...t \%
INDICE DE ILUSTRACIONES......ctttiiiiiiiiiiiiiiieeee et VI
RESUMEN. ...ttt e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e s s s s s s nnbbab b e neneeeeeeeees IX
1. FORMULACION DE PROYECTO.....uuiioie et et 1
1.1. ACIDENTE CEREBROVASCULAR ...t 1
1.2. ISQUEMIA CEREBRAL .....ccooiiieeiiiie ettt 2
1.3. CELULAS ENDOTELIALES.......oootieeceecte et 3
1.4. MUERTE CELULAR DE CELULAS ENDOTELIALES EN ACV................ 5
1.4.1. Apoptosis de Células Endoteliales.............ccuuvvuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiaeeeeeen. 6
1.4.2. Necroptosis de Células Endoteliales ...........ccccoeevieiviiiiiiiiiiiiiiiee e 7
L5 HIPOXIA oottt a e e e e e e e e e e as 9
1.6. ESTRES OXIDATIVO POR HIPOXIA ... 11
1.7. ANTIOXIDANTES ... oo e e 12
LB VITAMINA C oo e e e e e e e e e e e e e e e e e 13
1.9. TRANSPORTADORES DE ACIDO ASCORBICO SVCTS ......cccveuee. 15
2. PROPUESTA DE INVESTIGACION .....uutitiiiiiiiiiiiiiiiiiiieteeeeeaeeeeaeeaaaaaaannans 18
3. HIPOTESIS ..ottt a e e e e e e e e e e e 20
4, OBJETIVO GENERAL ... oo 21
5. OBJETIVOS ESPECIFICOS.......cc oottt 21
6. DISENO EXPERIMENTAL ...coooiiiiiiecteeie e ettt ste e ae e aneas 22
6.1. Objetivo 1: Estandarizacion de modelo de hipoxia in vitro con linea celular
HBIME . ..o 22
6.1.1. Cultivo CelUlar. ........oouuuiiiiii e 22
6.1.2. Camara de HipOXia. ......cccceuiiiiiiiieeiiiiiiii e e e e e e e e e eeenen 22

\



6.1.3. Dosis Letal 50% (LD50). .......coutiimmmiiiiiiiiaeee e 23
6.1.4.  Viabilidad. ..........oiiiiiiiiiiie e 23
6.2. Objetivo 2: Evaluar niveles de ROS, expresion de proteinas alteradas y

tipo de muerte celular (apoptosis y Necroptosis) en HBMEC sometidas a

RIPOXIA (LY002). ...t 25
6.2.1. Evaluacion Especies Reactivas de Oxigeno (ROS). .........ccevveveeennn. 25
6.2.2. Evaluacién de Expresion de proteinas..........ccccceevvvvvviiiiiiieeeeeeeneenne, 25
6.2.2.1.  WEeSIEIN BlOt.... oo 25
6.2.2.2. INMUNOFIUOIESCENCIA. .....cceiiiiiiiiiiiiii e 26

6.2.2.3. Evaluacién de la expresion relativa de ARN mensajero (ARNm) por
RT-GPCR. oottt ettt ettt ettt ettt nete e eeneeen e 27
6.2.3. Evaluacion de Muerte Celular. .........cccooeeieeiiiiiiiiiiiiiiiiii e, 28
6.3. Objetivo 3: Determinar efecto de Vitamina C sobre viabilidad, aumento de

ROS, expresion de proteinas y muerte celular inducida por hipoxia al 1%0:2 en

HBIME C . ..o e 29
6.3.1. Administracion de Vitamina C in VItro. ......coouvoiiiiiii e 29
6.3.2. Evaluacion de efecto Vitamina C in VItrO. ......oouveeieieeeeeeeeeeeee. 29

6.4. Objetivo 4: Evaluar efecto de Vitamina C en modelo de ACV con ratones

I-gulono-c-lactone oxidase (Gulo) KNOCKOUL. ..........ccoovviiiiiiiiiiiiiiii e 30
6.4.1. Modelo ANIMal d& ACV ..o 30
6.4.2. Administracion y Evaluacion del Efecto de Vitamina C in vivo. ........ 31
7. PLANDE TRABAUJO ..ottt e e e e e e e e e e e e e e e e e e 32
8. ANEXOD ittt 33
8.1. Antecedentes del equipo de trabajo para ejecutar la propuesta............. 33
9. JUSTIFICACION DE RECURSOS SOLICITADOS: .....cocovveeveeiveecveecieenn 37
9.1. PersoNal TECNICO: ..uuuuuuiiiiiieee e ettt e et e e e e e e e e eees 37
9.2. Personal A& APOYO: ... ...ttt 37
9.3. Becas para tesistas/ MEMOIISTA ........uuvuuuiiiiie e 37
9.4. Vigajes al XIraN]EIrO ........iiiiii e 38

Vi



9.5. ViI@JeS NACIONAIES .....eveiiii e 38

9.6. Gastos de operacion general: ... 39
S B o U] o F= 0 01T o] (o PP 41
9.8. Infraestructura y mobiliario............ccocoeviiiiii i, 41
10. RECURSOS DISPONIBLES: .....cutiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 42
11. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......coii et 44

Vii



INDICE DE ILUSTRACIONES

8.1.1. Figura 1: Diferenciacion HBMEC. ...........ccooiiiiiiiiiiiii e 33
8.1.2. Figura 2: Captacion de AA por HBMEC............ccoovviiiiieiiiiiiiiceeeeeen, 34
8.1.3. Figura 3: Niveles relativos de ARN de SVCT1 y SVCT2 en células
HBMEC diferenCiadas............uuuuiimiiiiiiiiiiiiiiiiee et 35
8.1.4. Figura 4: Inmunofluorescencia de SVCT1l y SVCT2 en células

HBMEC diferenCIladas. .. ..oou e 36

viii



RESUMEN

Los Accidentes cerebrovasculares (ACV) afectan a 15 millones de personas al
afio a nivel mundial, donde un tercio de estas fallece y el otro tercio queda con
secuelas permanentes. En chile es la principal causa de muerte y el 60% de los
casos son de tipo isquémico, se producen debido a la oclusién de una arteria
cerebral que impide el flujo normal de la sangre generando una reduccion de la
concentracibn de nutrientes y oxigeno. Esta disminucibn de oxigeno
desencadena diferentes mecanismos a nivel celular los cuales dan como
consecuencia un desbalance redox con un aumento de los niveles de especies
reactivas de oxigeno (ROS), generando altos niveles de estrés oxidativo que
provocan dafio y muerte celular a nivel cerebral. Dentro de las células que se
ven afectadas por el ACV se encuentras las células endoteliales, las cuales son
parte de la unidad neurovascular de la barrera hematoencefalica (BHE) y son las
encargadas de formar el endotelio vascular y regular el paso de sustancias entre
la sangre y el cerebro, por lo que la muerte de las células endoteliales vasculares
cerebrales facilita la destruccion de la integridad y funcién de la BHE.

Como en el ACV la muerte celular es desencadenada por el aumento del
ambiente oxidante se infiere que regular el aumento de estrés oxidativo puede

podria ser un posible blanco terapéutico. Para combatir el dafio oxidativo existen
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los antioxidantes como la vitamina C, la cual no es producida endégenamente
por los humanos, esta presenta su forma reducida como acido ascorbico (AA) y
en su forma oxidada como acido dehidroascorbico (DHA). El AA es un potente
reductor capaz de neutralizar radicales libres y presenta transportadores en
diferentes organos llamados SVCTs. Hay evidencia cientifica de que los
transportadores SVCT2 aumentan su expresion en procesos isquémicos en
células de endotelio cerebral de raton, por lo cual en el presente estudio nos
planteamos como objetivo determinar la capacidad de la vitamina C para revertir
el dafo y muerte celular causado por hipoxia en células de endotelio
microvascular de cerebro humano. Para esto se estandarizard un modelo de
hipoxia in vitro que consiste en un cultivo de células de endotelio microvascular
humano que al diferenciarlas son capaces de expresar uniones estrechas
caracteristicas de una barrera hematoencefélica, se determinara cuanto es
capaz la vitamina C de disminuir el dafio oxidativo producido por hipoxia.
Evaluaremos la viabilidad celular por el método de exclusién de tincion azul de
tripan, MTT y citometria de flujo, determinando niveles de ROS por citometria de
flujo, evaluando la expresion de proteinas alteradas por la hipoxia y los
transportadores SVCTs mediante Western Blot, RT-PCR e inmunofluorescencia.
También estudiaremos un modelo in vivo de raton GULO knockout con oclusion
de la arteria media (OAM), administraremos la vitamina C intravenosa e
intranasal y determinaremos si la vitamina C es capaz revertir el dafio inducido

por la OCM. Para ello evaluaremos la integridad de la BHE (analizando la



expresion de proteinas formadoras de las uniones ocluyentes como ocludina y
claudina), la presencia de los transportadores de vitamina C, SVCT1 y SVCT2
tanto en las células endoteliales como en los otros componentes celulares del
parénquima cerebral (astrocitos y neuronas).

Estos resultados permitiran dilucidar la importancia del rol de la vitamina C y sus
transportadores de acido ascorbico (SVCTs) en las células endoteliales
microvasculares de cerebro humano bajo un estado de hipoxia tanto en un
contexto de modelo in vitro como in vivo asemejando un ACV. En caso de que
la vitamina C revierta el dafio y la muerte celular inducida por hipoxia estariamos
en presencia de un posible blanco terapéutico para el tratamiento de dafio

cerebral provocado por altos niveles de estrés oxidativo en un ACV.
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1. FORMULACION DE PROYECTO

1.1. ACIDENTE CEREBROVASCULAR

Los accidentes cerebro vasculares (ACV) afectan a 15 millones de personas en
el mundo anualmente. De estos un tercio fallece y otro tercio queda con secuelas
permanentes segun reportes de la organizacion mundial de salud (OMS). En
Chile el ACV es la principal causa de muerte con 24.964 casos nuevos al afio, lo
que significa 69 casos por dia y se calcula que de estos casos fallece una persona
por hora. Ademas, es la segunda causa de mortalidad prematura en Chile, con
2.310 defunciones en el 2013 en personas entre 30 y 69 afios, y la primera causa
especifica de aflos de vida saludables perdidos por discapacidad y muerte
prematura en mayores de 74 afios. Por todo lo anterior, el ACV se constituye
como un problema critico de Salud Publica (MINSAL, 2014).

Los ACV se generan cuando el flujo de sangre de una zona del cerebro se
detiene, ocasionando la disminucién de nutrientes y oxigeno en la region
afectada. Dependiendo del tiempo que se mantenga esta afeccién se puede
generar un dafio permanente en las células cerebrales que ocasionaran las
secuelas y la muerte de pacientes.

Los ACV se clasifican en dos tipos, hemorragicos e isquémicos, los primeros son
menos frecuentes donde se rompe un vaso sanguineo del cerebro originando un

derrame (derrame cerebral), mientras que el segundo representa el 65% de los



ACV que ocurren en Chile (MINSAL, 2013), los cuales generalmente ocurren por
la oclusioén de la arteria cerebral media (Rahme et al., 2012) en la cual un ateroma
0 un trombo obstaculiza el paso de la sangre generando una inmediata reduccion
del flujo cerebral en el area de irrigacion correspondiente (isquemia focal). Esta
reduccion del flujo sanguineo no es homogénea en el sector afectado (Arango-
Davila et al., 2004), y puede cambiar en minutos u horas generando un estado
de hipoxia en las células cerebrales de la zona afectada. El impacto de la
isquemia cerebral depende de la gravedad y la duracion de la reduccién del flujo
sanguineo. Por consiguiente, una isquemia poco grave pero prolongada produce

cambios equivalentes a una isquemia corta y grave (Mies et al., 1991).

1.2.ISQUEMIA CEREBRAL

La isquemia generada por el ACV ocasiona en el cerebro una desregulacion y
activacion de distintos mecanismos en respuesta al dafio generado. Es asi como
el tejido cerebral isquémico sigue una serie de eventos secundarios que incluyen
alteraciones vasculares, celulares y moleculares. La respuesta vascular a la
isquemia activa las células endoteliales y regula al alza los leucocitos circulantes
(Huang et al., 2006) y las moléculas de adhesion, incluidas las selectinas E-
(superficie endotelial), P- (superficie plaquetaria), L- (superficie leucocitaria),
ICAM-1 e integrinas. Los leucocitos pueden viajar a través de las células
endoteliales hasta el cerebro al interactuar a través de estas moléculas de

adhesion y secretar citoquinas pro inflamatorias en el cerebro. Por lo tanto, la



respuesta inflamatoria aguda después de un accidente cerebrovascular conduce
a interacciones entre plaquetas, leucocitos, linfocitos y células endoteliales que
son responsables de la lesion de la barrera hematoencefalica (BHE) y la
infiltracién de células inmunitarias en el parénquima cerebral (R. Zhang et al.,
1998). La BHE lesionada puede favorecer aun mas la fuga hacia el cerebro,
causando edema y empeorando la lesidn tisular. Esta cascada de activacion
proinflamatoria que busca recuperar la zona afectada termina siendo dafiina y
altera el equilibrio del microambiente celular que conduce a la activacion de vias
deletéreas que incluyen diferentes mecanismos de muerte celular. Por lo tanto,
la respuesta inflamatoria al sitio lesionado no siempre es beneficiosa. Por el
contrario, puede tener un efecto catalitico sobre la lesién post isquémica en curso.
Mas importante, la inflamacién en el cerebro inicia la liberacion de citoquinas y

radicales libres que generan aun mas dafio celular.

1.3. CELULAS ENDOTELIALES

Todo el dafio que se ocasiona por el ACV en el cerebro repercute finalmente de
forma negativa en la barrera hematoencefélica (BHE), la cual es una estructura
celular y bioquimica compuesta por astrocitos, pericitos, microglias, membrana
basal y células endoteliales las cuales en conjunto son denominados unidad
neurovascular (NVU) (Serlin et al., 2015).

Las células endoteliales antes mencionadas que se encuentran en el cerebro

cumplen el rol de formar el endotelio cerebrovascular, este es un tejido



extremadamente activo responsable de regular el trafico de células, sustratos y
otras moléculas a través de la barrera hematoencefalica, es responsable de
controlar el tono vasomotor y mantener la homeostasis en la interfaz sangre-
pared vascular. Las células endoteliales son células de epitelio plano simple que
se pliegan sobre si mismo formando los vasos y microvasos de la BHE (Aird,
2007a, 2007b). Las células endoteliales microvasculares del cerebro (BMEC) que
componen los microvasos de la BHE son capaces de regular el transporte
paracelular a través de uniones estrechas (Wong et al., 2013), las cuales evitan
el ingreso o salida de moléculas que puedan dafar de alguna manera el cerebro
(Van Itallie & Anderson, 2006). Las uniones estrechas en la microvasculatura del
cerebro evitan el transporte paracelular de la mayoria de las moléculas y
restringen severamente el transporte de iones pequefos. El transporte
transcelular es el responsable de la mayor parte del trafico molecular entre el
sistema vascular y el cerebro (Wong et al., 2013). Las uniones estrechas son un
complejo que consta principalmente de proteinas transmembrana (ocludina, E-
cadherina y claudinas principalmente), proteinas accesorias citoplasmaticas (ZO-
1/2/3, ZONAB, etc) y proteinas del citoesqueleto, que son indispensables para
mantener la integridad de la BHE (C. Li et al., 2021).

En diversos estudios se ha asociado la alteracion local de uniones estrechas con
patologias del sistema nervioso central, la disfuncién de las células endoteliales
vasculares cerebrales es considerado una caracteristica patologica de la

destruccién de la BHE (Blanchette & Daneman, 2015). Esta disfuncién del



endotelio encargado de las propiedades reguladoras puede jugar un rol
importante en la fisiopatologia de la isquemia o hipoxia cerebral (Wang et al.,
2018). Ademas, son el lugar principal para la produccion de especies reactivas
de oxigeno (Fraser, 2011), median el estrés oxidativo y de esta forma contribuyen
a la destruccion de la BHE (C. Li et al., 2021). Por lo anterior, las células
endoteliales microvasculares son esenciales para proteger el cerebro y su
correcto funcionamiento.

La proteccion de la NVU se considera un componente esencial de la terapia de
un ACV vy la evidencia reciente ha demostrado que tratar especificamente el
endotelio cerebral no solo puede mejorar la disfuncién endotelial sino también
reducir la lesién parenquimatosa (Ridder et al., 2015; Shi et al., 2017; C. S. Yang

et al., 2019) y de esta forma reducir el dafio que esta patologia ocasiona.

1.4. MUERTE CELULAR DE CELULAS ENDOTELIALES EN ACV

Como se menciond anteriormente, la muerte de las células endoteliales
microvasculares cerebrales facilita la destruccion de la integridad y funcion de la
BHE. En los ACV la muerte de estas células es ocasionada principalmente por la
disminucion del flujo de nutrientes y oxigeno (isquemia e hipoxia), estrés oxidativo
y disfuncion endotelial propiamente tal, donde, si se logra mas dafio del que se
restaura se puede iniciar el mecanismo de muerte celular (Sekerdag et al., 2018).
Existen diferentes tipos de muerte celular tanto programados como no

programados, siendo la mas estudiada por décadas en este tipo de patologias la



apoptosis. Sin embargo, en estudios recientes se ha reportado que la lesion
cerebral isquémica va seguida de la muerte celular necroptética, lo que
contribuiria a su patologia (Ni et al., 2018; S. Zhang et al., 2017). Lo que vuelve

interesante su estudio en este tipo de células endoteliales.

1.4.1. Apoptosis de Células Endoteliales

Una de las vias mas reconocidas de muerte células por la cual mueren las células
endoteliales microvasculares cerebrales después de un accidente
cerebrovascular isquémico es la apoptosis (Galluzzi et al., 2017). La apoptosis
consiste en una muerte programada que mantiene el balance fisiol6gico entre
proliferacion y eliminacion celular(Carranza-Aguilar et al., 2020). Las células al
detectar ligandos inductores de muerte, material genético, especies reactivas de
oxigeno (ROS), mediadores inflamatorios, toxinas, farmacos u otras sustancias
que indiquen dafio, son capaces de activar mecanismos que tienen como
finalidad llevarla a su propia destruccion.(Gordeziani et al., 2017)

Una vez que la célula entra en apoptosis induce la activacién de caspasas, que
son proteasas con un residuo de cisteina que fragmentan proteinas
inmediatamente después de los residuos de aspartato. Las caspasas provocan
el colapso de los componentes subcelulares, la condensacion y fragmentacion
del ADN y la disminucién del tamafio celular y nuclear. En este tipo de muerte, la
integridad de la membrana plasméatica se mantiene intacta hasta que comienza

la formacién de cuerpos apoptéticos, cuya funcién es contener el material celular



y evitar que éste actie como desencadenante de la muerte de otras células. Una
vez finalizada la apoptosis, otras células especializadas fagocitan los cuerpos
apoptaticos. De esta forma la célula muere sin generar ningun efecto inflamatorio
gue pueda desencadenar mayores consecuencias. (Saraste & Pulkki, 2000; Y.
Yang et al., 2015)

En el caso de un ACV isquémico donde se presenta un estado de hipoxia, este
genera la apertura del poro de permeabilidad mitocondrial (MPT) en la célula. La
desregulacion mitocondrial a su vez induce la liberacibn de proteinas
proapoptoéticas como el citocromo C y la proteina Smac/DIABLO que activan a la
caspasa 9.(P. Li et al., 2017) Esto desencadena la activacién de la caspasa 3,
enzima que tiene como rol la fragmentacion del ADN, la degradacion de proteinas
del citoesqueleto, la formacion de cuerpos apoptéticos y la expresion de ligandos

gue inducen el reclutamiento de células fagociticas (Elmore, 2007).

1.4.2. Necroptosis de Células Endoteliales.

En varios estudios de modelos animales han demostrado que la lesion cerebral
isquémica va seguida de la muerte celular necroptética, o que contribuye a su
patologia (Ni et al., 2018; S. Zhang et al., 2017). La necroptosis es una forma de
necrosis programada independiente de la caspasa la cual se caracteriza
morfologicamente por inflamacion de los organelos celulares y ruptura de la
membrana celular mediada por vias de sefiales de muerte (Vandenabeele et al.,

2010). Estos cambios morfolégicos son similares a los que se presentan en la
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necrosis, pero la necroptosis puede activarse por ligandos diferentes y esta
regulada por proteinas especificas. Las principales funciones de este tipo de
muerte celular son: asegurar la eliminacion de células infectadas por patégenos,
promover un estado inflamatorio mediante la liberacion de patrones moleculares
asociados a dafio (DAMPS), e inducir el reclutamiento de células fagociticas al
sitio de dafio, entre otras (Dhuriya & Sharma, 2018). La muerte celular
necroptotica se produce por la activacion de receptores de membrana como los
tipo toll (TLR3/4), o los de muerte (death receptors o DRs). La activacion de estos
receptores induce la activacion de quinasas que fosforilan residuos de serina o
treonina (RIPKs, receptor-interacting protein kinases) y que interactian con otros
receptores. Las proteinas RIPK1 y RIPK3 se oligomerizan para formar un
complejo intracelular denominado necroptosoma, el cual induce la activacion de
la proteina MLKL (mixed lineage kinase domain like pseudokinase). Esta proteina
se transporta a la membrana celular para inducir su ruptura y, en consecuencia,
la liberacion del contenido citoplasméatico (Hanson, 2016). Se ha sugerido que la
necroptosis es un mecanismo complementario a la apoptosis en algunas
enfermedades neurodegenerativas (Caccamo et al., 2017; Carranza-Aguilar et
al., 2020).

Por lo anterior sefialado, la necroptosis es un importante mecanismo de muerte
celular programada y actia como regulador vital en enfermedades (Galluzzi et
al., 2017). En un estudio del 2019 se evalud la activacion de la muerte de células

endoteliales cerebrovasculares por necroptosis en un modelo de accidente



cerebrovascular isquémico en raton (Chen et al., 2019), donde se determiné que
esta muerte fue inducida por TNFa derivado de microglias, lo cual ocasiono el
aumento de la permeabilidad de la BHE y la lesion cerebral isquémica. Como
este mecanismo de muerte celular se ha comenzado a estudiar hace pocos afios,
aun faltan estudios que determinen otras vias por las cuales pueda estar
relacionado un ACV con la necroptosis, posiblemente la hipoxia sea un factor que

pueda estar involucrado en esta via.

1.5. HIPOXIA

La hipoxia que es generada junto a la isquemia se define como una disminucion
transitoria 0 permanente en el suministro de oxigeno a un nivel insuficiente para
mantener la funcioén celular en una zona determinada del organismo (McGarry et
al., 2018; Saeed et al.,, 2007). Y como consecuencia, en la zona afectada se
puede producir dafio tisular (Brahimi-horn & Pouysségur, 2009). Por lo tanto, la
hipoxia cerebral hace referencia a un reducido suministro de oxigeno en una zona
del cerebro, el cual afectara a las distintas células que lo componen (unidad
neurovascular). En diversos estudios se ha evaluado el efecto de la hipoxia en
distintas lineas celulares, en un estudio del 2017 se evidencié en modelos de
hipoxia in vitro (3 dias 0.5% oxigeno) que esta falta de oxigeno reduce
significativamente la viabilidad e incrementa la apoptosis de las células

endoteliales microvasculares de cerebro humano (Mata-greenwood et al., 2017).



En respuesta a la baja oxigenacion tisular como ocurre durante el accidente
cerebrovascular isquémico, las células activan los factores inducidos por hipoxia
(HIF) para mejorar la transcripcion de diversos genes, algunos de estos
implicados en la glucdlisis, la angiogénesis y la supervivencia celular, lo que
promueve la adaptacion al estrés hipoxico/isquémico (Kaelin & Ratcliffe, 2008).
HIF es un complejo heterodimérico que se compone de una subunidad a y una
subunidad B, estos en presencia de oxigeno (normoxia) no son capaces de
formar el complejo debido a las proteinas dependientes de oxigeno prolil-4-
hidroxilasa (PHD) y factor inhibidor HIF (FIH), las cuales hidroxilan la subunidad
o en residuos de prolina y asparagina (Alizadeh et al., 2018). La PHD da como
resultado el reclutamiento de la ubiquitina ligasa de la proteina E3 de von Hippel-
Lindau y degradacion proteosdmica inmediata de HIF-1a y -2a (Epstein et al.,
2001; Jaakkola et al., 2001). Cuando la oxigenacién disminuye durante la hipoxia,
PHD y FIH son menos activos generando HIF-a hipohidroxilado, el cual se
acumula y transloca al nucleo para formar el complejo HIF por dimerizacion con
HIF-1p. Posteriormente, HIF recluta a su coactivador p300/CBP y se une
especificamente a los elementos de respuesta a la hipoxia (HRE), donde
cumplira su rol como factor de transcripcion de una gran cantidad de genes
sensibles al HIF (Brahimi-horn & Pouysségur, 2009; Davis et al., 2019; Lando et
al., 2002). Algunos de los genes mas estudiados y conocidos dependientes de

HIF son VEGF-A (angiogénesis), GLUTs (glicolisis), BCL2/Bnip3 (apoptosis),
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entre otros, estos genes cumpliran el rol de compensar el dafio que esta siendo

generado por el estado de hipoxia en la célula.

1.6. ESTRES OXIDATIVO POR HIPOXIA

La condicion de hipoxia en el cerebro favorece el aumento de las especies
reactivas de oxigeno (ROS). Esto ocurre debido a que durante un estado
deficiente de oxigeno, en las mitocondrias de las células que estan generando
energia por fosforilacion oxidativa cambian la oxidacién de sustratos relacionados
con NAD (complejo 1) a oxidacion de succinato (complejo 1l) (Lukyanova et al.,
2018), generando ROS cuando el complejo I / lll se inhibe o las concentraciones
de succinato son bajas (Quinlan et al., 2012). A concentraciones mas altas, ROS
causa estrés oxidativo (McGarry et al., 2018), un estado en el que las sustancias
prooxidantes y antioxidantes estan desequilibradas. Este aumento descontrolado
de ROS genera la inactivacion de PHD favoreciendo la estabilizacion de HIF-
la (Hamanaka & Chandel, 2009), el cual podra translocar al nicleo como se
menciond anteriormente. Ademas, esta sobreproduccion de ROS inducida por la
hipoxia genera dafio oxidativo (Saeed et al., 2007), provocando oxidacién de
moléculas bioldgicas, incluidas el ADN, los lipidos celulares y las proteinas
(McGarry et al., 2018), dando como consecuencia una funcion celular deteriorada
y una viabilidad celular disminuida (Apostolova & Victor, 2015; Kidwell et al.,

2000; F. Li et al., 2000; Redza-Dutordoir & Averill-Bates, 2016).
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1.7. ANTIOXIDANTES

Se dice que existe "estrés oxidativo" cuando existe una excesiva exposicion a
oxidantes y/o una capacidad antioxidante disminuida (Gonzalez-Mangado &
Morera Prat, 2001), generalmente ocurre cuando hay altos niveles de ROS o
radicales libres, estas son moléculas cuya estructura atdmica presenta un
electrén desapareado o impar en el orbital externo, dandole una configuraciéon

gue genera una alta inestabilidad.

Un mecanismo que tiene el organismo para combatir este estrés oxidativo es
utilizar moléculas antioxidantes, las cuales juegan un rol fundamental. Estas son
moléculas capaces de retardar o prevenir la oxidacion de otras moléculas (Flora
et al., 2015). Se considera como tal a cualquier sustancia que en concentraciones
normales posea una afinidad mayor que otra molécula para interaccionar con un
Radical libre o ROS (Mayor Oxilia, 2010). Los antioxidantes pueden ser
enzimaticos, donde catalizan o aceleran reacciones quimicas que utilizan
sustratos que reaccionan con los Radicales libres, o0 no enzimaticos que actdan
directamente colisionando con él radical libre, cediendo un electron, oxidandose
y transformandose en un radical libre débil no toxico (Birben et al., 2012).
Ademas, los antioxidantes se clasifican en endodgenos (se encuentran en el
organismo y son sintetizados por sus células) y exdgenos (que ingresan a través

de la dieta). Dentro de los exdgenos tenemos vitaminas, de las cuales hay
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evidencia clinico epidemiolégica que existe un beneficios al consumirlas, ya sea

dietario o como suplemento (Coronado H. et al., 2015; Villagran et al., 2019).

1.8. VITAMINA C

La vitamina C es un nutriente esencial en la fisiologia y patologia humana que
posee un gran efecto antioxidante lo que lo convierte en un importante nutriente
de la naturaleza que esta presente en todos los seres vivos (Mandl et al., 2009;
H. Yang, 2013). La mayoria de los mamiferos pueden sintetizarla a partir de la
glucosa a través de la via hexurdénica que termina con la oxidacién de la
gulonolactona en l-ascorbato por la enzima gulonolactona oxidasa (GULO)
(Mufioz-Montesino et al., 2021). Sin embargo, los humanos y algunas otras
especies han perdido la capacidad de sintetizar esta vitamina debido a varias
mutaciones en el gen GULO, lo que provoca el requisito obligatorio de obtener

vitamina C de la dieta (Mandl et al., 2009; H. Yang, 2013).

La vitamina C es necesaria en muchos eventos fisiolégicos, incluida la
homeostasis redox, la sintesis de neuropéptidos y colageno, la desmetilacion de
histonas, la desglicanacion de proteoglicanos y la regulacion del factor de
transcripcion inducible por hipoxia en donde actiia como cofactor enzimatico de
la enzima 2-oxoglutarato y Fe2+ dependiente de dioxigenasa que favorecera la

activacion de PHD (Linowiecka et al., 2020; Mufioz-Montesino et al., 2021).

El antioxidante exdgeno soluble mas abundante en el cuerpo humano es la

vitamina C (Tu et al., 2017), esta esta presente en su forma oxidada y reducida,
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el acido dehidroascorbico (DHA) y el acido ascorbico (AA) respectivamente. El
DHA presenta una vida media corta de aproximadamente 15 segundos (Rivas et
al., 2008), por lo que ingresa a las células rapidamente y es metabolizado a AA
por reductasas, siendo sumamente efectivo contra peroxidos, hidroxilos,
peroxinitrilos y super oxido radicales (Carr & Frei, 1999). Ademas, el AA posee el
beneficio de oxidarse parcialmente, generando acido semi-dehidroascorbico que
es un radical libre que puede tanto aceptar como ceder electrones y oxidarse aun
mas hasta DHA. Todo lo anterior sefialado mas esta propiedad quimica de
oxidacion reversible respalda las propiedades bioldégicas que posee el AA

(Villagréan et al., 2019)

En el cuerpo humano el AA posee una concentracién en el plasma de 30 a 60
MM (Capellmann et al., 1994), y en estudios de suplementacién se determind que
los humanos necesitan aproximadamente 60-100 mg de vitamina C al dia para
mantener estos niveles normales en plasma vy tejidos (Levine et al., 2020). La
concentracion en los tejidos varia segun su requerimiento de AA, incluso hay
algunos tejidos donde se puede encontrar 100 veces mas concentrado que en el
plasma, uno de estos tejidos es el cerebro, que ademéas es vulnerable a los
aumentos de ROS y RNS debido a la baja actividad de las enzimas antioxidantes
de las neuronas y las altas concentraciones de lipidos peroxidables, hierro y
consumo de oxigeno (Saeed et al., 2007), por lo cual, la vitamina C juega un rol

sumamente importante como protector en las células cerebrales.
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Para ingresar a la célula, el acido dehidroascorbico y acido ascorbico utilizan
transportadores distintos, siendo los transportadores de la familia GLUTS,
especificamente las isoformas GLUT 1, 2, 3, 4, 8 y 10 los capaces de transportar
el DHA (Rumsey et al., 2000), y los co-transportadores (Na/AA) de la familia
SVCTs los encargados de transportar al AA, SVCT1y SVCT2 (Mufioz-Montesino

et al., 2021; Rivas et al., 2008; Savini et al., 2008).

1.9. TRANSPORTADORES DE ACIDO ASCORBICO SVCTs

Como se mencion6 anteriormente, el AA es transportado por la familia de
transportadores de solutos SLC23 (co-transportadores de sodio/vitamina C), de
esta familia se han descrito hasta la fecha dos miembros funcionales, SVCT1 y
SVCT2. Los genes que codifican SVCT1 y SVCT2 en humanos son SLC23al y
SLC23a2 respetivamente, estan ubicados en cromosomas distintos y las
proteinas que codifican tienen tamafios distintos, 598 aminoacidos para SVCT1
y 650 aminoacidos para SVCT2 (Mufioz-Montesino et al., 2021). Las proteinas
SVCTs se expresan de manera diferencial, SVCT1 expresada en tejidos
epiteliales donde controla la homeostasis del acido ascérbico en todo el cuerpo,
mientras que SVCT2 se expresa mas ubicuamente, es funcionalmente activo en
el cerebro, tejido neuroendocrino, pulmon y otros érganos (Gess et al., 2013;
Rivas et al., 2008). SVCT1 y SVCT2 son co-transportadores de AA y Na*, con
una KM aparente para el AA de 100uM y 20uM respectivamente (Godoy et al.,

2007).
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Con respecto a la presencia de estos transportadores en el cerebro, varios
estudios han evidenciado la expresion de SVCT2 tanto en neuronas como en
células gliales, ademas en las células de Schwann y células gliales del sistema
nervioso periférico es la principal via de transporte del acido ascorbico (Gess et
al., 2013). Si bien no existe en literatura evidencia de la presencia de los
transportadores SVCTs en las células endoteliales microvasculares de cerebro
humano, en nuestro laboratorio encontramos mediante inmunofluorescencia y
PCR tiempo real la expresion tanto de SVCT1 como de SVCT2 en lineas
celulares de endotelio cerebral humano (Guzman Sepulveda, 2004; Inostroza et

al., 2017)(resultados no publicados).

En el afio 2011 un estudio de Gess y colaboradores determin6 que al inducir
infarto cerebral a ratones ocluyendo la arteria cerebral media y post re-perfusion,
aumentaban de manera significativa en los dias posteriores al infarto la expresion
del transportador SVCT2 en células endoteliales de cerebro (Gess et al., 2011).
Este aumento podria estar indicando que, al ocurrir la isquemia y el posterior
estado de hipoxia, el aumento de estrés oxidativo causa un aumento en la

demanda de AA para neutralizar radicales libres.

En el 2017, Salazar y colaboradores evaluaron SVCT2 en distintas patologias
cerebrales, en las cuales encontraron un aumento de la expresion de SVCT2 en
astrocitos en todas las patologias estudiadas. Este aumento del transportador

SVCT2 fue inversamente proporcional con los niveles plasmaticos de AA,
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indicando que esta disminucién plasmatica se debe a la entrada de AA por medio
de los transportadores al cerebro para disminuir el dafio oxidativo que esta

ocurriendo a nivel cerebral (Salazar et al., 2017).

En base a la evidencia sefialada, que muestra la presencia de los transportadores
SVCT2 en células endoteliales de cerebro humano es posible inferir que también
aumentan los niveles de expresion de SVCT2 después de un accidente cerebro
vascular isquémico, por lo cual, se podria utilizar la vitamina C para favorecer la
disminucion del dafio oxidativo causado por ROS o radicales libres y asi prevenir

las secuelas que este dafio deja como consecuencia.
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2. PROPUESTA DE INVESTIGACION

El presente proyecto se fundamenta en el problema generado por el accidente
cerebrovascular, enfermedad que constituye la segunda causa de muerte en
Chile y la principal causa de invalidez adquirida en el adulto, y que debido al
envejecimiento de la poblacion se encuentra en incremento continuo.
Actualmente no posee un tratamiento capaz de revertir el dafio causado por la
hipoxia y estrés oxidativo, ocasionando la alta tasa de mortalidad y de pacientes
con secuelas permanentes. La tasa de muerte celular depende de la gravedad
del accidente cerebrovascular, dentro de las células afectadas por esta falta de
oxigeno se encuentran las células endoteliales que conforman la red vascular
(Xiang et al., 2019). Se ha demostrado que tratdndolas especificamente en un
accidente cerebrovascular puede mejorar la disfuncion endotelial y asi disminuir

los dafios que esto conlleva (Shi et al., 2017; C. S. Yang et al., 2019).

La vitamina C al ser un potente antioxidante es capaz de contrarrestar el estrés
oxidativo provocado por la hipoxia en las células cerebrales, por consiguiente, los
transportadores SVCTs de &cido ascorbico podrian jugar un rol fundamental en
patologias con altos niveles de agentes oxidantes como los accidentes
cerebrovasculares. Un marcado aumento en el potencial antioxidante podria ser
una posible terapia para tratar un ACV, asi como otras enfermedades
neurovasculares. En la actualidad no existe literatura que compruebe si al igual

gue ocurre en ratones, aumenten la expresion de los transportadores SVCTs en
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el endotelio cerebral humano bajo una condicion de hipoxia generada por un
accidente cerebrovascular. Tampoco se ha estudiado el posible efecto de
administrar vitamina C como terapia para contrarrestar el dafio ocasionado por la
hipoxia y el estrés oxidativo tanto en las células endoteliales como en los
diferentes tipos celulares que conforman el parenquima de cerebro humano. El
estudio de estas aristas puede abrir las puertas a un nuevo blanco terapéutico
para una patologia que afecta a la poblacion del pais y hasta dia de hoy no posee

un tratamiento efectivo que mejore las probabilidades de sobrevida.
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3. HIPOTESIS

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

humano.
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4. OBJETIVO GENERAL

Determinar la capacidad de la vitamina C para disminuir el dafio oxidativo y la
muerte celular causado por hipoxia en células endoteliales vasculares de cerebro

humano.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estandarizacion de modelo de hipoxia in vitro con linea celular HBMEC.

2. Evaluar niveles de ROS, expresion de proteinas alteradas y tipo de muerte
celular (apoptosis y Necroptosis) en HBMEC sometidas a hipoxia (1%02).

3. Determinar efecto de Vitamina C sobre viabilidad, aumento de ROS,
expresion de proteinas y muerte celular inducida por hipoxia al 1%02 en
HBMEC.

4. Evaluar efecto de Vitamina C en modelo de ACV con ratones i-gulono-c-

lactone oxidase (Gulo) knockout.
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6. DISENO EXPERIMENTAL

6.1. Objetivo 1: Estandarizacion de modelo de hipoxia in vitro con linea

celular HBMEC.

6.1.1. Cultivo Celular.

Se utilizara la linea celular HBMEC (human brain microvascular endothelial cells),
estas células al ser diferenciadas de 12 a 14 dias llegan a un plateau de
proliferacion (Figl. Anexo) y comienzan expresan en su superficie proteinas de
uniones ocluyentes lo cual es una de las principales caracteristicas de las células
endoteliales cerebrales. Datos obtenidos en nuestro laboratorio muestran que las
HBMEC diferenciadas son capaces de captar vitamina C y expresan
endogenamente los transportadores SVCT1y SVCT2 (Fig2, Fig3 y Fig4. Anexo)

(Guzman Sepulveda, 2004; Inostroza et al., 2017).

6.1.2. CAmara de Hipoxia.

Se utilizara un modelo de hipoxia in vitro fisico (Mata-greenwood et al., 2017; Zhu
et al., 2010), este es el modelo que mas se asemeja a la hipoxia producida en un
accidente cerebrovascular. Para ellos se utilizard una camara de incubadora
modular o camara de hipoxia (Stem Cell Technologies) descrita en estudios de
hipoxia (Sagrillo-fagundes et al., 2017). Este método consiste en desplazar el

oxigeno existente en la incubadora con un flujo de gas que contiene 1%02;
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5%CO02; 94%N2 a 40mmHg por 2 minutos, dejando al interior de la camara un

ambiente de hipoxia.

6.1.3. Dosis Letal 50% (LD50).

Para estandarizar el modelo de hipoxia se efectuaran distintos tiempos de hipoxia
(6, 12, 24 y 48 horas) y se determinara la LD50 en HBMEC mediante la
evaluacion de la viabilidad celular. En este caso el LD50 consiste en la cantidad
de tiempo de hipoxia necesaria para matar a la mitad de un cultivo celular. Una
vez sea determinado el LD50, se utilizara este para los experimentos

correspondientes a evaluar vitamina C.

6.1.4. Viabilidad.

La viabilidad celular se evaluara mediante las técnicas exclusion de tincion azul
de tripan (Pifiero Eca et al., 2009), MTT vy citometria de flujo con el kit
LIVE/DEAD™ Viability/Cytotoxicity Kit for mammalian cells (invitrogen). El
primero es un colorante empleado para evaluar la viabilidad de células por
exclusion de captacion, ya que no puede penetrar y tefiir a las células vivas con
membranas integras, por lo tanto, solo las células muertas se tefiran de color
azul el cual se podra observar bajo al microscopio. Las células seran
contabilizadas en una camara de Neubauer que facilita el conteo de células por
cuadrantes y permite una estimacion de la cantidad de células que hay por mL.

El MTT es un ensayo colorimétrico que evalla la actividad metabdlica celular
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(Stockert et al., 2018), que en condiciones definidas refleja el nimero de células
vivas presentes, ya que estas metabolizan el tinte de tetrazolio MTT a su forma
insoluble que posee un color purpura, el cual es posible medir por absorbancia
en un espectrofotometro. Finalmente, el kit LIVE/DEAD™ se basa en determinar
la viabilidad de las células en una poblacién basada en la actividad de la esterasa
y laintegridad de la membrana plasmatica, asi discrimina rapidamente las células
vivas de las muertas mediante la tincion simultanea con calceina AM verde
fluorescente para indicar actividad de esterasa intracelular y homodimero-1 de
etidio rojo fluorescente para indicar la pérdida de integridad de la membrana

plasmética; los datos seran analizados con el programa FLOWJO.

Como control positivo de este modelo se utilizar& cloruro de cobalto (competidor
de hierro que cominmente se utiliza para efectuar hipoxias quimicas) (Davis et
al., 2019; Sethi et al., 2018). Como control negativo del modelo se utilizara las

células en estado de normoxia.
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6.2. Objetivo 2: Evaluar niveles de ROS, expresion de proteinas
alteradas y tipo de muerte celular (apoptosis y Necroptosis) en

HBMEC sometidas a hipoxia (1%02).

6.2.1. Evaluacion Especies Reactivas de Oxigeno (ROS).

Se mediran las especies reactivas de oxigeno inmediatamente después de que
haya transcurrido el tiempo de hipoxia determinado para observar como es el
avance del dafio celular posterior a un estado hipdxico, esto se evaluara por
citometria de flujo con el kit CelROX™ Green Flow Cytometry Assay Kit
(invitrogen). El reactivo es permeable a las células y no fluorescente mientras
esta en el estado reducido, al reaccionar con ROS este se oxida y muestra una
intensa sefal fluorogénica que tiene una absorcién/emision maxima de 508/525
nm, se mantiene en el nucleo y en el citoplasma. Cuando se utiliza junto con la
tincion de células muertas SYTOX™ Red que contiene el kit, las células con y sin
estrés oxidativo se pueden distinguir con fiabilidad de las células muertas con
ayuda del citdmetro de flujo. Los datos seran analizados con el programa

FLOWJO.

6.2.2. Evaluacion de Expresion de proteinas.

6.2.2.1. Western Blot.

De la misma forma antes sefialada se cultivaran las células y posterior a la hipoxia

se determinaran los niveles de expresion de las proteinas HIF-a, GLUT1, VEGF-
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A, ocludina, Claudina, E-cadherina, ZO-1, SVCT1l y SVCT2, mediante

westernblot.

Para esto, primero se extraeran las proteinas del cultivo celular tratados con
buffer rippa mas inhibidores de proteasa, las muestras de proteinas denaturadas
se correran por electroforesis en geles de agar al 8% y 10% dependiendo del
peso de la proteina objetivo. Se utilizaran los anticuerpos primarios: anti HIF-a
(AF1935 Systems), anti GLUT-1 (Santa Cruz Biotechnology), anti VEGF-A (Santa
Cruz Biotechnology), anti ocludina (326621 USBiological), anti Claudina (342554
USBiological), anti E-cadherina, anti ZO-1 (493926 USBiological), anti SVCT1
(SC9921 Santa Cruz Biotechnology), anti SVCT2 (SC-30114 Santa Cruz
Biotechnology), anti B-tubulina (SC-17787 Santa Cruz Biotechnology) anti [3-
actina (sc-47778 Santa Cruz Biotechnology). Se utilizaran los anticuerpos
secundarios acoplados a Alexa-699 y Alexa-799 (Jacson laboratories) para

revelar las proteinas estudiadas.

6.2.2.2. Inmunofluorescencia.

Se evaluara los niveles de expresion y localizacion de los transportadores SVCTs
y las proteinas de uniones estrechas (ocludina, claudina, E-cadherina'y ZO-1) por
inmunofluorescencia para evaluar la integridad de las células endoteliales
microvasculares cerebrales y determinar la ubicacion los transportadores de
acido ascorbico bajo una condicién de hipoxia. Se utilizaran los anticuerpos antes

mencionados para westernblot y se utilizaran anticuerpos secundarios acoplados
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aFITC, CY3y CY5 para analizar las proteinas bajo microscopio de fluorescencia

(Olympus).

6.2.2.3. Evaluacion de la expresiéon relativa de ARN mensajero

(ARNmM) por RT-gPCR.

Se evaluaran por RT-gPCR los niveles relativos de ARNm de las proteinas que

podrian verse alteradas por la hipoxia.

Primero se extraera el ARN total con el kit Absolutely RNA Miniprep Kit Catalog
#400800 (la expresion relativa de ARNm sera cuantificada a través del método
de RT-gPCR en un equipo Agilent Technologies AriaMx Real Time PCR system).
La pureza e integridad de las muestras de ARN seran verificadas por medicion
de la relacion de absorbancia 260/280 nm, la relacion de absorbancia debe ser >

2.0 a 260/280 nm.

Para PCR, la mezcla de reaccién se preparara 15ul por muestra que contendra
7,5ul de 2 x mezcla maestra Brilliant II SYBR Green QRT-PCR, 200nM de
partidor sentido y anti-sentido, 10ul transcriptasa reversa (RT), ajustando el
volumen final con H20 libre de nucleasas. Posteriormente se agregara 100ng de
ARN experimental a cada reaccion. Las condiciones de RT-gPCR seran 50°C
durante 30 minutos, 95 ° C durante 10 minutos, seguidos de 40 ciclos de 95° C
durante 30 s y 60° C durante 1minuto, seguido de un programa de curva de

melting predeterminado en el equipo. La expresion relativa de ARNm sera
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normalizada con la expresion del ARNm de [ actina. Los partidores que se
utilizaran son: 5-ACCTATGACCTGCTTGGTGC-3’ 5-
AGTTTCTGTGTCGTTGCTGC-3’ (HIF-a), 5-CTGCTCAT- CAACCGCAAC-3' 5'-
CTTCTTCTCCCGCATCATCT-3' (GLUT1), 5-AACTATGACCATCGCCATC-3'
5'- GCCTGTACCTGTTGTGCACC-3' (ZO-1), 5-GCCTTGCTTTCATACTTGAC-’
5-TGGAAGACATGTCACTGTTG-3’ (SVCT1), 5’-
AACTGCTATGTTTGTAGGGG-3' 5’-CAAATTGTACGACTCCATGC-3' (SVCT2),

(B-tubulina) y 5-ATTGCCGACAGGATGCAGAA-3' 5

CGCTCAGGAGGAGCAATGAT-3' (B-actina).

6.2.3. Evaluacion de Muerte Celular.

La evaluacion de muerte celular se efectuara posterior al proceso de hipoxia, se
hara mediante la expresion de proteinas especificas de apoptosis y necroptosis.
La expresion de estas proteinas se medira mediante western blot utilizando la
misma metodologia sefialada anteriormente. Los anticuerpos que se utilizaran
son: para apoptosis anti-nucleasa potenciadora de la apoptosis (#PA5-22208
invitrogen) y para necroptosis anti-human-pMLKL (187091 Abcam)(Chen et al.,

2019; Negroni et al., 2017; Zargarian et al., 2017).
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6.3. Objetivo 3: Determinar efecto de Vitamina C sobre viabilidad,
aumento de ROS, expresion de proteinas y muerte celular inducida

por hipoxia al 1%0, en HBMEC.

6.3.1. Administracién de Vitamina C in vitro.

Como se menciono anteriormente, la vitamina C es un potente antioxidante capaz
de revertir dafio celular mediante la neutralizacién de agentes oxidantes. Se
efectuara una curva de concentracion dosis-respuesta de acido ascorbico, en
donde se administrara las concentraciones 1, 10, 30, 50, 100, 300 y 1000 uM,
luego de la induccion de hipoxia LD50. Los efectos de la vitamina C se evaluaran

administrando las dosis 0, 2, 4 y 6 horas después del estado de hipoxia.

6.3.2. Evaluacion de efecto Vitamina C in vitro.

3y 24 horas posterior a la administracion de vitamina C se determinara viabilidad
celular, niveles de estrés oxidativo y tipo de muerte celular con los protocolos

mencionados en el objetivo 2.

Ademas, se medira la expresiéon de SVCT1, SVCT2 y las proteinas de uniones
estrechas (ocludina, claudina, E-cadherina y ZO-1) por inmunofluorescencia para
evaluar el efecto que produce la vitamina C en la expresion de sus

transportadores y evaluar la integridad de la BHE.
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6.4. Objetivo 4: Evaluar efecto de Vitamina C en modelo de ACV con

ratones i-gulono-c-lactone oxidase (Gulo) knockout.

6.4.1. Modelo Animal de ACV.

Se utilizaran ratones macho adultos i-gulono-c-lactone oxidase (Gulo) knockout,
los cuales no sintetizas vitamina C enddégenamente por lo que deben adquirirla
por la dieta al igual que los humanos (Kook et al., 2014). A los ratones se les
permitira el libre acceso al agua y la comida antes de la cirugia. Los ratones se
dividiran en 3 grupos: 1) Infartados con administracion intranasal de vitamina C
posterior al ACV. 2) Infartados con administracion intravenosa de vitamina C

posterior al ACV. 3) Infartados sin administracién de vitamina C.

Se seguira el siguiente protocolo de accidente cerebrovascular isquémico: 1)
Anestesiar al animal, se utiliza isoflurano al 2% y se mantiene con isoflurano al
1% en una mezcla de éxido nitroso al 70% y oxigeno al 30% (Gess et al., 2011).
2) Induccion isquemia cerebral focal transitoria, se utiliza una técnica de filamento
intraluminal estandar modificada (Hata et al., 1998; Minnerup et al., 2009). Luego
se procede a la oclusion de la arteria cerebral media izquierda (MCAO) inducida
con un monofilamento de nailon 8-0 y recubierta con resina de silicona. El flujo
sanguineo cerebral se controla continuamente mediante una sonda Doppler laser
para verificar la isquemia y la reperfusion. Durante el experimento las
temperaturas rectales se mantienen a 37°+0,5°C con una almohadilla térmica

controlada por termostato. Después de 30 min, se retira el filamento para
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reperfundir el cerebro isquémico y se permite que los animales se recuperaran

de la anestesia (Gess et al., 2011).

6.4.2. Administracién y Evaluacién del Efecto de Vitamina C in vivo.

Posterior al ACV isquémico efectuado en ratones se administrard la dosis de
vitamina C (200 uM y 1mM) y posterior al tiempo de supervivencia apropiado los
animales seran profundamente anestesiados y perfundidos transcardiacamente
con paraformaldehido (PFA) al 4%. Los cerebros se extraeran rapidamente del
craneo, se post fijaran en PFA al 4 % (3 h), se sumergiran en sacarosa al 10 %
durante la noche, se congelaran y se almacenaron a -80 °C (Gess et al., 2011).
En los tejidos obtenidos de la regidén isquémica y su control se evaluara viabilidad,
niveles de ROS, expresion de transportadores (SVCT1 y 2) y la presencia de
proteinas importantes para mantener la barrera hematoencefalica como ocludina,
claudina, E-cadherina'y ZO-1 para analizar dafio del endotelio cerebral y el efecto

de la vitamina C.

31



7. PLAN DE TRABAJO

Afo 1

Afo 2

Afo 3

Objetivos

S1|S2

S1|S2

S1|S2

1. Estandarizacion de modelo de hipoxia in vitro

con linea celular HBMEC.

2. Evaluar niveles de ROS, expresion de
proteinas alteradas y tipo de muerte celular
(apoptosis y Necroptosis) en HBMEC sometidas a
hipoxia (1%02).

3. Determinar efecto de Vitamina C
sobre viabilidad, aumento de ROS, expresion de
proteinas y muerte celular inducida por
hipoxia al 1%02 en HBMEC.

4. Evaluar efecto de Vitamina C en modelo de
ACV con ratones i-gulono-c-lactone oxidase
(Gulo) knockout.

Publicacién de resultados
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8. ANEXO

8.1.Antecedentes del equipo de trabajo para ejecutar la propuesta

8.1.1. Figura 1: Diferenciacion HBMEC.
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Las células fueron cultivadas por hasta 14 DIV, se contaron el nimero de
células vivas (Fig izquierda) y la viabilidad usando el método de Azul de tripan
(fig derecha). Los Graficos muestran que es posible cultivar las células
HBMEC por 14 dias, estas aumentan su numero en el tiempo y pasado los 10
DIV ya no aumentan significativamente el nimero de células y en cada

condicion la viabilidad alcanzé casi el 100%.
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8.1.2. Figura 2: Captacion de AA por HBMEC.
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Evolucion temporal de 500uM (circulos negros) y 50uM (circulos blancos) de
ascorbato en la linea celular endotelial microvascular humana HBMEC. Los
experimentos se realizaron a 37°C. Control (cuadrados blancos): 50uMAA en
tampodn de colina. El grafico muestra que las células endoteliales microvasculares
de cerebro humano captan &cido ascorbico, lo cual indica la posible presencia de

los transportadores SVCTSs para la captacion de este.
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8.1.3. Figura 3: Niveles relativos de ARN de SVCT1y SVCT2 en
células HBMEC diferenciadas.
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A: RT-PCR, 1: Ladder 2: Control (Caco-2) 3: HBMEC. B: Incremento de la
expresion relativa de ARNm de SVCT1 y SVCT2 en células HBMEC
diferenciadas. Los resultados demuestran la expresion de los transportadores de
acido ascorbico (SVCT1 y SVCT2) en células endoteliales microvasculares de
cerebro humano (HBMEC) que presentan mayores niveles relativos de ARN

mensajero en las células diferenciadas en contraste a las indiferenciadas.
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8.1.4. Figura 4: Inmunofluorescencia de SVCT1y SVCT2 en células
HBMEC diferenciadas.

En verde marcado los transportadores SVCTSs, en azul marcado los ndcleos. En

la figura se aprecia de manera precisa la presencia de los transportadores SVCT1
y SVCT2 en la membrana de las células de la linea celular de endotelio
microvascular de cerebro humano. Sin embargo, falta la co-localizacién con otro

marcador de membrana como GLUT1
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9. JUSTIFICACION DE RECURSOS SOLICITADOS:

9.1.Personal Técnico: Personas que ejercen funciones de caracter técnico
permanente a la investigacion durante la ejecucion del proyecto:

Horas de Meses de By
_ dedicacion dedicacion Remuneracion
Personal Técnico _ _ _ / Honorarios
Semana | Mes Ano | Ao | Aiho m($)
1 2 3
Investigador principal 44 176 | 11 11 11 10.000

*Descripcion de tareas: Responsable del funcionamiento diario del laboratorio
y apoyo en direccion a estudiantes

9.2.Personal de Apoyo: Personas que ejercen funciones de apoyo
permanente a las actividades asociadas a la ejecucion del proyecto:

Horas de Meses de »
dedicacion dedicacion Remuneracion
Personal de Apoyo _ _ _ / Honorarios
Semana | Mes Ano | Ano | Aho m($)
1 2 3
Técnico 22 88 11 11 11 6.600

*Descripcidn de tareas: Personal administrativo, encargado de cotizaciones,
compra de insumos, etc.

9.3.Becas paratesistas/ memorista:

Numero de tesistas a formar, justificar solicitud

Ano 1 2 beca para tesistas de pre y/o post grado para el desarrollo de

objetivos del proyecto

Ano 2 2 beca para tesistas de pre y/o post grado para el desarrollo de

objetivos del proyecto
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Afo 3

objetivos del proyecto

2 beca para tesistas de pre y/o post grado para el desarrollo de

9.4. Viajes al extranjero: Por concepto de reuniones cientificas o congresos

se financia como maximo un viaje por afo.

Pasajes |Viaticos : N° . .
m($) m($) Destino Dias Propdsito del viaje
Ano 1
Ao 2
Afio 3 1.500 500 USA 5 Asistencia a congreso
Neuroscience
9.5. Viajes nacionales:
Pasajes |Viaticos N©
Destino Dias Propdésito del viaje
m($) m($)
N 50 200 Puerto Asistencia a congreso
Ano 1 varas 4 Sociedad de Biologia
Celular de Chile
. 50 200 Puerto Asistencia a congreso
Afo 2 Varas 4 Sociedad de Biologia
Celular de Chile
Ano 3
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9.6. Gastos de operacion general:

Subitem

Fundamente solicitud

Afio 1
m($)

ARfo 2
m($)

Afo 3
m($)

Materiales

Para llevar a cabo el Proyecto
son necesarios suministros de
oficina (tales como papel, lapices
marcador, cartuchos de tinta,
etc.), material fungible de
laboratorio (tales como placas de
cultivo, puntas, frascos de
cultivo, pipetas seroldgicas,
raspador de células, etc),
reactivos para la mantencion de
cultivos celulares, ademéas de
técnicas moleculares (medios de
cultivo, suero fetal bovino,
antibioticos, antimicoéticos, agua
libre de nucleasas, tripsina, etc.)
y kits comerciales y anticuerpos
para realizar inmunoensayos Yy
técnicas moleculares (Kit de
extraccion de ARN, Takyon
Mastermix, kit para citometria de
flujo, etc.)

9.000

7.500

7.000

Capacitaciones

Inscripcion
seminarios,
congresos,
talleres, etc.

Una vez al afio se presentaran
los resultados obtenidos en
congresos de la especialidad
como parte del proceso de
discusion y apertura a otros
miembros de la comunidad
cientifica.

300

300

800

Publicaciones,
Propiedad
Intelectual e
Industrial

Durante el segundo y tercer afio
se realizara una publicacion
cientifica con los resultados
obtenidos en este proyecto.
Algunas revistas cientificas de
interés  tienen  costos de
publicacion

1.500

1.500
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Material
bibliogréafico y
suscripciones

Gastos en
difusion
Se utilizaran sofwares como
Softwares Floy\{jq en citometria de f!UJO para |, 200 200
analisis de datos, estos tienen un
costo de licencia.
Costos de
garantias de
boletas,
polizas y
pagares
Se utilizara el citdmetro de flujo
Reparaciony | del departamento de
arriendo de microbiologia de la universidad | 500 500 500
equipos de concepcion, el cual posee un
costo de arriendo.
Movilizaciones
y traslados
Atencion de
reuniones
Otros gastos
de operacién
TOTAL.: 10.000 | 10.000 | 10.000
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9.7. Equipamiento:

multifuncional

Nombre Costo

Fundamente solicitud
Equipamiento m($)(*)
Impresora 500 Impresora para sala de

estudiantes.  Util para la

Afio 1 con conexién impresion de documentos vy
wifi. trabajos que necesiten los
estudiantes del laboratorio.
Afio 2
Afio 3

9.8.Infraestructura y mobiliario:

Subitem Fundamente solicitud

Ano 1l | Ao 2 | Ao 3

m($) m($) m($)

Acondicionamiento

de espacios fisicos

Mobiliario productos de laboratorio

Muebles

para

almacenar | 1.000

Total: | 1.000
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10.RECURSOS DISPONIBLES:

El laboratorio de Antioxidantes y Cancer del departamento de Fisiopatologia, de

la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad de Concepcién, cuenta con

la infraestructura y el equipamiento necesario para llevar a su totalidad el

desarrollo de este proyecto, incluyendo:

1)

2)

3)

Sala de cultivo celular: cuenta con dos gabinetes de flujo laminar, un
gabinete de flujo vertical, un microscopio invertido, dos refrigeradores, una
centrifuga y dos incubadoras con CO..

Laboratorio general: donde se encuentra todo el equipamiento basico para
realizar técnicas de laboratorio con baja probabilidad de contaminacion.
Este incluye mesones, mueves con reactivos varios, 2 refrigeradores, una
centrifuga con enfriamiento, un espectrofotometro, camaras para
electroforesis con fuentes de poder, visualizadores de geles con UV,
equipo para escanear membranas de western Blot, equipo Tecan Infinite
M200 y dos equipos para hacer RTgPCR.

Sala de refrigeradores -80: esta cuenta con un refrigerador -80 para
almacenar muestras y lineas celulares, una despensa y un refrigerador

vitrina de dos puertas donde se dejan experimentos en frio.
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4) Sala de microscopio confocal: en esta se encuentra exclusivamente el
microscopio confocal utilizado para analisis de muestras con la técnica de
inmunofluorescencia.

5) Sala de estudio para estudiantes del departamento de Fisiopatologia: esta
sala compartida cuenta con escritorios y asientos para todos los
estudiantes de pregrado y postgrado de nuestro laboratorio, ademas

cuenta con un computador para el uso exclusivo de nuestros estudiantes.

Ademas, dentro de las dependencias de la Universidad de Concepcion se tendra

acceso a un citbmetro de flujo de ultima generacion BD LSR Fortessa X-20.
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