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RESUMEN

El glioblastoma es un tipo de tumor cerebral agresivo y dificil de tratar. Sin embargo, se
ha propuesto que la terapia cetogénica podria tener efectos beneficiosos en el control de su
actividad tumoral. Esta dieta, rica en &acidos grasos, actia como ligandos naturales de los
receptores PPAR, que regulan procesos inflamatorios, metabdlicos y de crecimiento celular. Para
comprobar esto, se evalud la dieta cetogénica en pez cebra y los acidos octanoico y decanoico en
la linea celular T98G mediante el analisis de expresion génica de genes asociados a metabolismo,
crecimiento tumoral e inflamacion, y la supresion de los isotipos PPAR-a y PPAR-B. Los
resultados muestran que la dieta cetogénica promueve el metabolismo de 4cidos grasos y que el
PPAR-y tiene un papel neuroprotector, mientras que PPAR-f podria promover el crecimiento
tumoral. Ademas, se encontré que los 4cidos C8 y C10 podrian tener un efecto positivo en la
expresion de diferentes genes asociados a crecimiento tumoral, dependiendo de los niveles de
glucosa. Estos hallazgos sugieren que la terapia cetogénica podria ser una estrategia terapéutica
prometedora para el tratamiento del glioblastoma.

Palabras clave: glioblastoma, dieta cetogénica, expresion génica, crecimiento tumoral,

acidos octanoico, acido decanoico.
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ABSTRACT

Glioblastoma is an aggressive and difficult to treat type of brain tumor. However, it has
been proposed that ketogenic therapy could have beneficial effects in controlling its tumor
activity. This diet, rich in fatty acids, acts as natural ligands for PPAR receptors, which regulate
inflammatory, metabolic and cell growth processes. To test this, we evaluated the ketogenic diet
in zebrafish and octanoic and decanoic acids in the T98G cell line by analyzing gene expression
of genes associated with metabolism, tumor growth and inflammation, and suppression of PPAR-
a and PPAR-B isotypes. The results show that ketogenic diet promotes fatty acid metabolism and
that PPAR-y has a neuroprotective role, whereas PPAR-B could promote tumor growth. In
addition, it was found that C8 and C10 acids could have a positive effect on the expression of
different tumor growth-associated genes, depending on glucose levels. These findings suggest
that ketogenic therapy could be a promising therapeutic strategy for the treatment of

glioblastoma.

Keywords: glioblastoma, ketogenic diet, gene expression, tumor growth, octanoic acid, decanoic

acid.
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INTRODUCCION

1. Antecedentes

En el cerebro, el glioblastoma es el tumor maligno primario més frecuente en la poblacion
adulta, siendo de gran interés por su alta tasa de mortalidad. Como lo reportaron Tan et al. el
glioblastoma presenta una mediana de supervivencia menor a 2 afios [1]. Asi mismo, ha sido
investigado el mecanismo mediante el cual las células logran sobrevivir en el ambiente cerebral,
Indicando un proceso de neovascularizacion disfunciones por parte de este tumor, asi como un
proceso de glucolisis e hipoxia [2]. Los tumores del glioma, son dependientes de la actividad de
células del sistema nervioso central (SNC), en donde la microglia es indispensable para la
adecuada progresion del glioblastoma, mediante la expresion de moléculas como el factor de
crecimiento transformante B (TGF-B) que mejora el crecimiento tumoral, la invasion, la
angiogénesis y la inmunosupresion [3].

Los efectos de este tipo de patologias, que van desde alteraciones metabolicas, que
pueden promover la destruccion de tejidos normales, hasta la activacion del sistema
inmunoloégico, el cual va acompafiado de procesos inflamatorios [4]. Se ha mostrado que en
gliomas, IL-10 junto a TGF-f participan aumentando la proliferacion y migracion de células de
glioma por mecanismos de crecimiento autocrino y paracrino [5]. En otra investigacion, Conroy,
et al. encontraron que IL-8 tiene un papel critico en la angiogénesis de glioblastoma,
promoviendo este proceso, por medio de la elevada expresion de angiopoyetina y el factor de
crecimiento endotelial vascular [6]. Por medio de analisis de expresion génica, Mendes et al.

dieron a conocer que la MMP-9, MMP-2 y MMP-3 presentan una elevada expresion
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en tejido cerebral neoplasico, en comparacion con el tejido normal [7], mostrando una actividad
proinflamatoria elevada en estas células tumorales.

En el transcurso del tiempo, se han realizado numerosas investigaciones asociadas a la
actividad de este tipo de tumor, asi como a la busqueda de tratamientos que minimicen sus
efectos negativos y reduzcan su tasa de mortalidad. Dentro de los procedimientos aplicados se
encuentra la cirugia, radioterapia y quimioterapia [2, 8]. Sin embargo, esta enfermedad tiene una
progresion rapida de aproximadamente 6 meses que conlleva a la muerte, siendo resistentes en la
mayoria de los casos a este tipo de métodos terapéuticos [8]. La falla en las terapias propuestas
aplicadas para el glioblastoma, ha llevado a la busqueda de terapias complementarias que
faciliten la reduccion del tamafio del tumor para poderlo tratar. Una de ellas es la dieta
cetogénica, la cual ha sido utilizada convencionalmente como un tratamiento no invasivo para
combatir los efectos de enfermedades neurodegenerativas como la epilepsia refractaria [9].

Especificamente en cancer cerebral, Zhou et al. presentaron que una dieta cetogénica con
restriccion calodrica, disminuye significativamente el crecimiento intracerebral de tumores en
ratones, con un efecto antiangiogénico [10]. También se ha reportado que la restriccion caldrica
generada por esta dieta reduce el crecimiento tumoral por efectos apoptéticos y reduce los efectos
proinflamatorios sobre estas células [11]. Esto ocurre, gracias a la reduccion en la disponibilidad
de glucosa que es el metabolito mas importante para la supervivencia de las células cancerosas y

el aumento de cuerpos cetonicos, que son dificiles de metabolizar por células tumorales [10-12].
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A pesar de los efectos positivos que ha presentado la dieta cetogénica, un exceso de
cetosis también puede ser negativo para el organismo, de manera que es necesario restringirla
para evitar trastornos. Entre las polémicas asociadas con la dieta cetogénica se encuentra:
deficiencia de CPT-1 y CPT-2, defectos en la B-oxidacion de 4cidos grasos, desordenes severos
en el higado y defectos cetogénicos [13]. Los desordenes hepaticos se han evaluado en ratones,
donde se presenta esteatosis e inflamacion en este modelo, y hepatotoxicidad asociada con el
déficit de carnitina [13].

Aunque estas investigaciones son realizadas en un modelo animal de raton, es bien
conocido que el pez cebra tiene relacién neurobiologica con los humanos [14], por lo que
también es un modelo interesante para evaluar los efectos de tratamientos en la actividad
neuroldgica. Respecto a este modelo, Steenbergen et al. lo propusieron como modelo para el
estudio de enfermedades psiquiatricas y de estrés [15]. También ha sido utilizado para estudiar la
enfermedad del Alzheimer, donde tiene genes ortdélogos a los mutados en esta enfermedad [16].
Se ha reportado también, que el pez cebra es altamente sensible a farmacos neurotrdpicos, por lo
que es un modelo popular, para el estudio de cancer del SNC epilepsia [17]. Esto convierte al pez
cebra en un modelo de interés investigativo para estudiar los efectos farmacoldgicos en
patologias cerebrales, idoneo para indagar sobre la dieta cetogénica.

Respecto a las investigaciones sobre dieta cetogénica, es importante evaluar sus efectos
metabdlicos, teniendo en cuenta las alteraciones que tiene el cancer cerebral en este aspecto. Esto
involucra proteinas que participan en procesos como la f-oxidacion y ciclo de Krebs, como es el
caso de carnitina palmitoil transferasa 2 (CPT2), que transforma la acilcarnitina en carnitina y
libera acil-CoA para iniciar el proceso de B-oxidacion [18],en la cual white et al. evaluaron el

silenciamiento de este gen para determinar su importancia en el metabolismo lipidico, y se
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encontrd que la pérdida de este gen no genera un comportamiento negativo en la actividad
cerebral, y la disminucioén en la - oxidacion de acidos grasos en el sistema nervioso central
genera acumulacion de acilcarnitinas que seran posteriormente movilizadas para su oxidacion
[19].Asociado a este proceso también se encuentra la Acil-CoA deshidrogenasa (ACADM), que
se encarga de tomar el Acil-Coa producido y generar Enoil-CoA para continuar con dicho
proceso oxidativo [20]. Se ha encontrado que alteraciones en este proteina estan fuertemente
asociadas a enfermedades cardiovasculares, metabolicas y de higado graso no alcohélico, y su
disminucion reduce la B-oxidacion, promoviendo la tumorigenicidad [20].

Con respecto a las proteinas involucradas en el ciclo de Krebs, se encuentra o-
cetoglutarato deshidrogenasa (OGDHA), encargada de transformar a-cetoglutarato en succinil
CoA. Para la cual, Tretter et al. reportaron que es sensible a especies reactivas de oxigeno, en
donde el estrés oxidativo conlleva a deficiencia metabdlica. Su disminucion también se asocio
con deficiencia mitocondrial, que es esencial en los procesos neurodegenerativos[21]. Estas
proteinas a su vez pueden ser promovidas por la dieta cetogénica, para restringir la ingesta
caldrica, generar disminucion de la glucolisis, y activacion del metabolismo lipidico para
obtencion de energia.

Como la dieta cetogénica proporciona una alta concentracion de 4cidos grasos, estos
actian como ligandos especificos de reguladores de la expresion génica como PPAR, que
modulan la expresion de genes que promueven la oxidacion de acidos grasos. PPAR ha
presentado propiedades antineoplésicas, donde los agonistas de PPAR-a (WY-14643) y PPAR-y
(pioglitazona) ayudan a reducir la lesion cerebral en pacientes con glioma, sin destruir las células

tumorales [22]. Muchos agonistas de PPAR son utiles para tratar trastornos de glucosa y lipidos,
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ya que estos receptores tienen la capacidad de unirse a diferentes acidos grasos naturales y
sintéticos, y transcribir genes implicados en la homeostasis lipidica y de la glucosa.

Una ventaja que tienen estos receptores es la amplia actividad metabolica que los
caracteriza, y eso incluye, su participacion en la astrocitosis. Donde se ha encontrado que PPAR-
vy mejora la captacion de glucosa y glutamato, al mismo tiempo que promueve la libracion de
lactato, generando proteccidon a las neuronas de la excitotoxicidad y privacion de glucosa [23].
PPAR-a es capaz de inducir B-oxidacidn, principalmente cuando los niveles de glucosa se
encuentran alterados, obteniendo cuerpos cetdnicos que suministran energia a las neuronas [23].
En el caso de PPAR-J, es poco el conocimiento que se ha adquirido sobre este isotipo, aunque se
ha reportado que activa el metabolismo de lipidos en condiciones de isquemia, principalmente
mediante el uso de gotas lipidicas para obtencion de energia [23].

Los ligandos de PPAR-a (Bezafibrato, Gemfibrozilo) y PPAR-y (rosiglitazona) inhiben
la viabilidad de glioblastoma, por lo que son potenciales moléculas para el tratamiento del cancer
[24]. Respecto a PPAR-B, se ha propuesto que regula la maduracion de células cerebrales, lo que
implica mediadores inflamatorios liberados por estas células [25]. También se ha evidenciado que
tiene un papel importante en el control de inflamacién, comprobado con el aumento del nivel de
IFN-y en ratones con isquemia cerebral y expresion inhibida de PPAR- [26].

Es importante tener en cuenta que, mediante la regulacion del metabolismo lipidico,
PPAR ofrece beneficios metabolicos, donde tiene un gran impacto en la homeostasis de glucosa
[27]. Teniendo en cuenta esto, es importante comprender la actividad de estos receptores en
relaciéon con la terapia cetogénica y los 4cidos octanoico (C8) y decanoico (C10) para el

tratamiento contra el glioblastoma.
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2. Justificacion

Los gliomas grado IV, también llamados glioblastoma multiforme, tienen la mayor
incidencia entre los tumores cerebrales primarios, con un porcentaje del 60%, alto grado de
invasividad con muy mal pronostico y una tasa de supervivencia muy baja [28-30]. Aunque el
glioblastoma es un tumor poco frecuente, con una incidencia global de menos de 10 por cada
100.00 personas, presenta un mal prondstico con una tasa de supervivencia de 14 a 15 meses,
por lo que es considerado un problema de salud publica [30].

La naturaleza altamente invasiva del glioblastoma hace que la mayoria de las terapias
actuales sean ineficaces y la calidad de vida es deficiente. Solo existe un tratamiento
farmacoldgico aprobado para el glioblastoma que es radiacion y quimioterapia con temozolomida
[31-33]. Tanto el tumor como su tratamiento contribuyen a aumentar la carga del paciente,
comorbilidades incapacitantes, incluida la disminucién de funciones neurocognitivas [32]. Por lo
tanto, existe la necesidad de desarrollar nuevas estrategias de tratamientos complementarios,
novedosos y de bajos efectos secundarios para el paciente.

Como posible tratamiento, se ha descrito la dieta cetogénica, la cual estd basada en una
dieta con una alta proporcion de grasas y baja proporcion de carbohidratos y proteinas. Algunas
investigaciones preliminares han empezado a probar la dieta cetogénica, como nueva terapia
complementaria en el tratamiento de glioblastoma multiforme. Este efecto ha sido inicialmente
explicado bajo el principio de una dieta cetogénica restrictiva en calorias, lo cual funcionaria
segun la teoria del efecto Warburg [34, 35]. La deficiencia de glucosa en la dieta reduciria la
capacidad que tiene el tumor de hacer glicolisis anaerdbica y producir el ATP que se necesita
para la progresion y desarrollo del tumor. Por otro lado, los cuerpos cetdnicos producidos en el

paciente mediante el metabolismo de las grasas servirian como sustratos metabdlicos del ciclo de
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Krebs y sustento energético para el paciente supliendo la deficiencia de glucosa. Ademas, bajo la
restriccion calorica se induce la activacion de genes que son neuroprotectores y que pueden
inducir la apoptosis de células cancerigenas [36]. Aunque, la restriccion de glucosa fue el
sustento original de las terapias basadas en dieta cetogénica como potencial tratamiento
complementario para el cancer, multiples investigaciones han sugerido otros mecanismos
resaltando el efecto de los acidos grasos de cadena media (AGCM) para controlar el desarrollo
del tumor. Particularmente, el acido octanoico (C8) y decanoico (C10) presentan efectos
beneficiosos en diferentes enfermedades cerebrales como lesion cerebral traumatica, epilepsia y
Alzheimer [37].

Los AGCM son ligandos naturales de los factores de transcripcion PPARs, los cuales son
expresados en diferentes tejidos con una alta tasa metabdlica, pero también en células del sistema
inmune. Los PPARs, son capaces de regular la expresion de genes metabdlicos y
proinflamatorios, modular la expresion de enzimas antioxidantes, especies reactivas de oxigeno y
favorecer la biogénesis mitocondrial, lo que genera un efecto neuroprotector [38, 39]. Los
PPARs, han sido estudiados también por sus efectos en glioblastoma, donde se ha encontrado que
su activacion, frena el ciclo celular del tumor induciendo apoptosis y regulando la accion de
factores de transcripcion tumorales con efecto proinflamatorio y dirigiendo a una alteracion de
proteinas mitocondriales lo cual genera una catastrofe metabdlica para el tumor [40]. Ademas, el
microambiente inmunolégico del tumor, determinado por macréfagos y microglia, también puede
ser modulado por la activacion de los PPARs los cuales pueden regular su perfil metabolico e
inflamatorio, lo que va a repercutir en bloquear la reprogramacion inducida por el tumor,

reduciendo la invasion, metastasis y la resistencia a terapias [41].
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De esta manera, ha sido de interés en varias investigaciones probar ligandos de PPAR
para modular el desarrollo del tumor [41], como es el caso de los 4cidos grasos de cadena media.
El efecto de la dieta cetogénica sobre el tratamiento de tumores de glioblastoma, podria ser
atribuido a la capacidad sefalizadora de estos acidos, regulando procesos no solamente
metabolicos sino también transcripcionales a través de los genes y vias de sefializacion
modulados por los PPARs. Considerando lo anterior, en este trabajo se plantea la siguiente
pregunta: ;Cudl es el efecto de la dieta cetogénica y los 4cidos grasos octanoico y decanoico
sobre los genes modulados por PPAR en el desarrollo de tumores de glioblastoma: estudio de

investigacion con modelo in vitro de la linea celular T98G e in vivo de pez cebra?

3. Marco teorico

3.1 Gliomas

El cuerpo humano estd conformado por diferentes sistemas especializados. El sistema
nervioso, encargado de transmitir sefiales desde el cerebro hacia el resto de 6rganos, es uno de los
sistemas mas importantes [42]. Como es bien conocido, en ¢l existen diferentes tipos de células
encargadas de mantener las condiciones necesarias para que ocurra la sinapsis y mantener la
homeostasis. Estas células son conocidas como células gliales, dentro de las cuales se encuentran
los astrocitos, oligodendrocitos, microglia y las células ependimarias [42].

Los astrocitos tienen una funcion importante, ya que participan en lo que se conoce como
“sinapsis tripartita”, en donde no solo participan las neuronas pre y pos sinapticas, sino también
los astrocitos como mediadores que eliminan la sinapsis cuando deja de ser funcional [43]. Los
oligodendrocitos se encargan de formar la vaina de mielina, que generan un aislamiento eléctrico

alrededor de las fibras nerviosas, permitiendo la rapida transmision de sefales eléctricas en el
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cerebro [44]. Respecto a la microglia, basicamente cumple una funcién inmunitaria similar a la
de los macrofagos, pero en el cerebro, protegiendo las funciones del sistema nervioso [44].

Teniendo en cuenta lo anterior, existen diferentes tipos de tumores que pueden atacar el
sistema nervioso, dependiendo la célula que se vea afectada. En general, estos tumores se
conoces como gliomas, siendo los tumores cerebrales mas frecuentes encontrados en humanos.
Estos se clasifican histopatolégicamente en subtipos que incluyen astrocitomas,
oligodendrogliomas y ependiomas. Adicionalmente, estos también se clasifican en grado I-IV
segun los criterios patoldgicos establecidos por la OMS [45, 46]. Mientras los gliomas grado |
son en su mayoria tratables con reseccion quirtrgica total, los gliomas grado II y III son
invasivos, progresan a tumores de mayor grado y tienen mal prondstico [46].

Los pacientes que padecen este tipo de céancer presentan supervivencia media
dependiendo el grado tumoral, donde los de grado I presentan tiempos de vida de 6 a 8 afios,
mientras que los de grado IV pueden ir de 10 a 24 meses [46]. Estos tumores se originan en los
astrocitos, que son cé¢lulas indispensables estructuralmente, manteniendo la red neuronal [47, 48].
Dentro de los astrocitomas de alto grado se incluyen los tumores mas comunes del sistema
nervioso central en adultos, el glioblastoma multiforme (GBM) y el astrocitoma anaplasico [48].

GBM se ha caracterizado por tener la mayor incidencia entre los tumores cerebrales
primarios, con un porcentaje del 60%, alto grado de invasividad con muy mal pronostico y una
tasa de supervivencia muy baja [45, 49, 50]. Esta enfermedad estd asociada a procesos
inflamatorios durante el desarrollo del tumor, invasiéon y metéstasis, ya que un microambiente
inflamatorio es esencial para el crecimiento de cualquier tumor [51]. El microambiente depende
de células como los macrofagos asociados a tumores, que promueven la secrecion de factores de

crecimiento, la angiogénesis y suprimen la inmunidad adaptativa [52].
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Durante la transformacion neoplésica y progresion tumoral, el metabolismo de la célula
tumoral es reprogramado significativamente bajo un patrén metabolico anormal caracterizado por
una alta tasa de glicolisis anaerdbica y disfuncién mitocondrial. El alto consumo energético que
requiere para disparar su alta proliferacion celular implica que el tumor trabaje a altas
concentraciones de glucosa necesaria para la produccion de ATP bajo condiciones de hipoxia

(Efecto Warburg) [53, 54].

3.2 Inflamacion

El microambiente inflamatorio es una caracteristica importante que promueve los cambios
epigenéticos del glioblastoma, ayudando al tumor a burlar la vigilancia inmunoldgica. Las células
tumorales de glioblastoma y la microglia/macréfagos son los mayores contribuyentes de la
condicién inflamatoria [55]. La microglia presenta dos fenotipos caracteristicos: M1 que
responde a lesion o infeccidn mediante la produccion de citocinas proinflamatorias que permita la
infiltracion de leucocitos periféricos en el tejido [14], y M2 es el fenotipo antiinflamatorio que
facilita la fagocitosis, promueve la reconstruccion de matriz extracelular y reparacion de tejidos
[56].

Los macréfagos reclutados, intentan restaurar la funcién normal del tejido danado, pero su
interaccion con las células neoplésicas en el microambiente tumoral cambia sus propiedades, lo
que resulta en inmunosupresion y promocion del crecimiento tumoral. A su vez, en este tipo de
canceres los macrofagos asociados al tumor comprenden microglia residente, macréfagos
perivasculares o periféricos y células derivadas de monocitos [57].

Este proceso inflamatorio impulsa la progresion neopldsica a tumores malignos, las

citocinas inflamatorias mejoran la proliferacion, capacidad invasiva del tumor. Los tumores de
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glioblastoma se encuentran rodeados de citocinas proinflamatorias, algunas quimiocinas y
factores de crecimiento, principalmente las citocinas IL-1P, IL-6 e IL-8 promueven la
supervivencia y crecimiento de estos tumores [55]. Especificamente la IL-1p, cumple un papel
importante en la supervivencia del glioblastoma, ya que se ha encontrado que tiene una
regulacion positiva mediada por el factor inducible a la hipoxia, indispensable en la progresion
tumoral [55].

Estas caracteristicas estan relacionadas con la resistencia al tratamiento que conlleva a un
peor prondstico general, enfatizando la importancia de estudiar los mecanismos de interaccion de
los macréfagos con el tumor, por lo que las células malignas descarrilan las respuestas inmunes

antitumorales en favor de programas inmunes que facilitan la progresion tumoral [57].

3.3 Metabolismo

Una de las principales caracteristicas del cancer es la alteracion metabodlica que presenta.
Las células tumorales tienen la capacidad de reprogramar las vias de adquisicion y metabolismo
de nutrientes necesarios para tener las actividades celulares. Se ha descrito que las células
normales son capaces de obtener un 10% de energia mediante la glucolisis y el otro 90% lo
obtienen por respiracion celular, mientras que en las células cancerosas, aproximadamente el
50% de la energia celular es generada a través de procesos glucoliticos, y la energia restante se
obtiene en la mitocondria [58]. Se sabe que la glucolisis es el proceso fisioldgico que ocurre en
respuesta a la hipoxia en los tejidos normales, sin embargo, Otto Warburg observé en 1920 que
las células tumorales toman glucosa y producen lactato constantemente, independiente de la

disponibilidad de oxigeno del medio [59], ese lactato le permite a las células tumorales adaptarse
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mejor, mediante el aumento en la expresion de oncogenes, factores de transcripcion y genes
proliferadores [60].

Respecto al metabolismo de acidos grasos, este también se ve alterado en los procesos
cancerosos, ya que, en forma de fosfolipidos, estos son esenciales para la formacion de
membranas celulares y moléculas de sefializacion. En el caso de las células tumorales, estas son
capaces de sintetizar acidos grasos de novo, mientras que las células normales lo hacen mediante
fuentes exogenas como la dieta [61]. Los lipidos cumplen diversas actividades biologicas
contribuyendo a aspectos tumorales como el crecimiento, obtencion de energia, homeostasis
redox y facilidad de generar metastasis [62]. La sintesis de acidos grasos es un proceso anabolico
que transforma los carbonos obtenidos principalmente del citrato generado a partir del ciclo de
Krebs en acidos grasos. Durante la hipoxia o disfuncién mitocondrial, el ciclo de Krebs se ve
inhibido, y el citrato se obtiene a partir de la carboxilacion reductora de a-cetoglutarato obtenido
del metabolismo descontrolado de la glutamina, que genera acetil-CoA [62]. De esta manera se

favorece el crecimiento celular y cubrimiento energético en cancer.

3.4 Dieta cetogénica

Para tratar el cancer existen diferentes tratamientos que regulan los efectos negativos de
esta enfermedad, uno de ellos es la dieta cetogénica, que estd definida como un tratamiento no
farmacoldgico para tratar enfermedades neurodegenerativas. Esta consiste en la seleccion de
alimentos que aportan un porcentaje elevado de grasas (80%), bajo contenido de carbohidratos y
aporte de proteinas acorde a las necesidades del paciente. La composicion normal de esta dieta,
esta basada en utilizar 4 gramos de grasas por cada gramo de carbohidratos [63, 64]. Debido a la

inadecuada disponibilidad de glucosa como fuente de energia, se induce la generacion de cuerpos
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cetonicos. Este proceso ocurre en el higado, donde va a transformar la grasa en 4cidos grasos
libres y, por medio de cetogénesis producira cuerpos cetonicos como el f-hidroxibutirato (BHB),
acetona y acetoacetato. EIl BHB genera deficiencia del transportador de glucosa 1 y del piruvato
deshidrogenasa, que permite aportar Acetil-CoA directamente al ciclo de Krebs sin un proceso
previo de glucolisis [64-66]

La terapia cetogénica permite reducir los niveles de glucosa circulante, mientras eleva los
niveles de cuerpos cetonicos y acidos grasos libres, lo que conlleva a alterar varios procesos del
metabolismo tumoral [11, 67]. Los cuerpos cetdnicos y los acidos grasos de cadena media como
C8 y C10 podrian inhibir o reducir la viabilidad y alterar el crecimiento de las células tumorales.
Adicionalmente, la terapia cetogénica, tiene un efecto neuroprotector frente a los procesos

neurodegenerativos secundarios que ocasiona el tumor [12, 68].

3.5 Receptor activado por proliferador de peroxisomas (PPAR)

Los PPAR son un tipo de receptores nucleares cuyo principal ligando son los acidos
grasos libres, que le permiten como estos factores de transcripcion regulando aspectos clave del
metabolismo de lipidos [69]. Sin embargo, también estdn asociados a la regulacion de
enfermedades vasculares, diferenciacion celular, sensibilizaciéon a insulina y cancer [70]. Se
conocen 3 isotipos de este receptor: PPAR-a conocido por participar en la regulacion de lipidos y
estimular la B-oxidacion para producir energia y romper acidos grasos de cadena larga evitando la
acumulacion de lipidos y toxicidad [71-73]. PPAR-B que puede ser activado por 4cidos grasos de
cadena larga, tiene un papel en la proliferacion de células epidérmicas y metabolismo lipidico

[74]. PPAR-y que tiene propiedades antiinflamatorias, regula la diferenciacion de adipocitos
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controlando la homeostasis de glucosa y lipidos, inhibe el estrés oxidativo, y mejora la funcién
endotelial [75].

Respecto a los tumores, la mayoria de las investigaciones indican que la activacion de
PPAR-f se relaciona con progresion tumoral, mientras que PPAR-a y PPAR-y se asocian con una
actividad antitumoral. Esta actividad antitumoral promovida por PPAR-a esta relacionada con la
disminucion de la migracion y la angiogénesis, ya que se ha encontrado que este receptor
aumenta la expresion de genes inhibidores de la angiogénesis como los con la endostatina y la
trombospondina-1, asi mismo, disminuye la actividad del factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF) y del citocromo P450. Este mismo isotipo se ha relacionado con la regulacién
inflamatoria [76].

Respecto a PPAR-y, se ha encontrado que puede bloquear la actividad de la ciclina D1,
induciendo la detencion del ciclo de celular. Relacionado con esto, promueve la apoptosis
regulando negativamente la expresion del gen BCL-2 y elevando el factor proapoptdtico Bax
[77]. También se ha encontrado que la expresion tumoral de PPAR-y esta relacionada con una
mayor tasa de supervivencia en pacientes con cancer colorrectal, convirtiéndolo en un buen
blanco terapéutico para otros tipos de cancer [78].

Finalmente, y con respecto a la actividad negativa de PPAR-f, se ha reportado que la
activacion de este isotipo por su agonista GW501516 en cancer de color aumenta la expresion del
gen COX-2 y produccién de prostaglandina E2 que genera aumento en la produccion de
macrofagos y de citocinas proinflamatorias para mejorar la tumorigensis. Este efecto negativo se
ha presentado en diferentes tipos de cancer como cancer de mama y de ovario, exhibiendo que la

sobreexpresion de este PPAR-3 promueve la supervivencia y proliferacion celular [79].
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OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar la actividad regulatoria de los receptores activados por proliferador de peroxisomas
(PPARs) en la respuesta metabolica, inflamatoria y de crecimiento celular frente a la terapia

cetogénica y los 4cidos octanoico y decanoico en pez cebra y un modelo celular de glioblastoma.

Objetivos especificos

1. Analizar la expresion de genes inflamatorios y metabolicos modulados por la activacion
de los PPARs en cerebro de pez cebra, frente al tratamiento con una dieta cetogénica.

2. Analizar los efectos del silenciamiento génico de PPAR-a, PPAR-B, PPAR-y en la
modulacion inflamatoria, metabolica y de crecimiento tumoral, mediante el analisis de
expresion génica y niveles de citocinas en un modelo celular de glioblastoma humano,
frente al tratamiento con acido octanoico y decanoico.

3. Determinar los efectos en la modulacion de la expresion génica en un modelo celular de
glioblastoma humano en co-cultivo con un modelo celular de microglia, frente al

tratamiento con 4cido octanoico y decanoico.
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DISENO METODOLOGICO

1. Analisis de expresion génica en un modelo animal de pez cebra adulto.

Seleccion de muestras: desde el Laboratorio de Neurociencias y ritmos circadianos de la
Universidad de los Andes, se recibieron las muestras de 20 peces cebra (Danio Rerio) adultos
(entre 6 y 12 meses). Alli cuentan con un sistema automatizado de recirculacion de agua con
sistema de monitoreo automatico (Aquaneering, Inc) en los que se mantiene la poblacion estable
y contenida de peces cebra. Brevemente, los animales se mantuvieron en un sistema de
recirculacion de agua a 27.5°C + 1°C, pH 7.2-8.0, niveles entre 7.2 y 8 mg/L de O> disuelto.
Todos los procedimientos con los animales fueron previamente avalados por el CICUAL y el
comité de ética de la Universidad de los Andes.

Grupos experimentales:

A. CD: Danio Rerio con dieta estandar L.RNC suplementado con 55% de carbohidratos
complejos.

B. KD: Danio Rerio con féormula nutricional a base de acidos grasos de cadena media
(AGCM) con relacion 4:1(grasas: carbohidratos).

A partir de la diseccion del cerebro, se realizaron los siguientes procesos:

Extraccion de ARN: la obtenciéon de ARN se realiz6 mediante el reactivo trizol. Se
utilizé cloroformo para obtener la separacion de 3 fases: fase inferior de fenol cloroformo, fase
intermedia blanca de ADN y una fase superior incolora de ARN. Esa fase incolora se extrajo y se
precipitd el ARN utilizando isopropanol. Se realiz6é un lavado con etanol al 75%, y las muestras

fueron resuspendidas en agua libre de RNAsas. Finalmente, la cantidad de ARN se determin6 en
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un espectrofotometro teniendo en cuenta la absorbancia de la muestra en una relacion de longitud
de onda 260/280 nm (la relacion A260/A280 para una muestra pura de ARN es 2.0).

Transcripcion reversa: se utilizo el kit High capacity cDNA reverse transcription,
teniendo en cuenta las instrucciones del fabricante (No. 4368813, applied biosystems). El proceso
de transcripcion reversa se realizo teniendo en cuenta las siguientes condiciones: 25°C durante 10
minutos, 37°C durante 120 minutos, 85°C durante 5 minutos y finalmente 4°C para almacenar.

Disefio de primers: se realizo el disefio de los primers (forward y reverse) Mediante la
herramienta NCBI-gene donde se encontr6 la secuencia del transcrito de interés. Posteriormente,
con ayudad de la herramienta primer-BLAST se adecuaron los pardmetros especificos teniendo
en cuenta: Porcentaje de GC (no superior al 55%), tamafio entre 18 - 25 pb, temperatura de
anillamiento entre 55 - 60 °C y un amplicon entre 50 — 11.

PCR en tiempo real: para evaluar la expresion génica, se realizd6 PCR en tiempo real del
ADNCc obtenido para la cuantificacion de genes metabdlicos, inflamatorios, ppar y el gen
constitutivo fS-actina. Para esto, se utilizo el termociclador CFX96 (BIORAD) y la mezcla
PowerUp SYBR Green mix. La activaciéon de la enzima fue realizada a 95°C durante 10
segundos, seguida de 40 ciclos que consistieron de: desnaturalizacion (95°C durante 10
segundos), anillamiento (el tiempo de anillamiento se estandarizé para los primers a evaluar), y
elongacion (70°C durante 30 segundos). Para finalizar, se realizd una curva de fusién a una
velocidad especifica de 0.1 °C/s. Se evaluaron los genes metabolicos asociados a B-oxidacion:
cpt-1, cpt-2, acadm, ciclo de Krebs: ogdha, idh2, transportador de colesterol: abca-1,
transportador de monocarboxilato: slcl6al, inflamacion: ifn-y, il-8, mmp9, y los receptores ppar-
a, ppar-f y ppar-y. La cuantificacion de la expresion relativa de ADNc fue realizada utilizando

del método AACt [80].

24



Analisis de datos: los andlisis estadisticos se realizaron con el software GraphPad Prism,
version 8.0. Se utilizo la prueba t-student, utilizado para evaluar si hay diferencia significativa
entre datos paramétricos y Mann Whitney para datos no paramétricos. Todos los datos en este
estudio se expresaron como la media = desviacion estandar (S.D.). Los valores de las pruebas

estadisticas con un p<0,05 se consideraron significativos.

2. Analisis de expresion génica en un modelo celular de glioblastoma

Cultivo celular: la linea celular T98G fue cultivada con medio Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM) suplementado con suero fetal bovino (FBS) al 10%, una solucién de
antibidtico/antimicotico al 1%. Las células se mantuvieron en dos medios de crecimiento: N.G
(glucosa normal 5g/L) y B.G (glucosa baja 1g/L), para posteriores ensayos.

Silenciamiento Knock-down (siRNA): Se realizé un knockdown de la expresion de los
PPARs (PPAR-a y PPAR-p) en las células empleando un sistema de RNA de interferencia
(siRNA). Este proceso se realizO mediante las instrucciones del fabricante (Santa cruz
biotechnology), por medio de transfeccion mediada por lipidos que permite el ingreso del siRNA
de cadena simple unido al complejo RISC (RNA induced silecing complex), se une al ARNm de
cada PPAR e induce su degradacion.

Tratamientos: posterior a la transfeccion, se realizaron tratamientos con los acidos grasos
C8 (250uM), C10 (250uM), y el agonista de cada isotipo de PPAR (100nM): PPAR-B
(GW501516), PPAR-a (fenofibrato). Esto se realizdo una vez se cumplieron las 24 horas del

proceso de silenciamiento.
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Grupos experimentales:

A. Células sin silenciamiento: glioblastoma sin tratamiento, glioblastoma con

C8, glioblastoma con C10, glioblastoma con fenofibrato y glioblastoma con GW501516.

B. Células con silenciamiento: glioblastoma con siRNA sin tratamiento,
glioblastoma con siRNA y C8, glioblastoma con siRNA y C10, glioblastoma con siRNA

y fenofibrato, glioblastoma con siRNA y GW501516.

Los tratamientos se dejaron durante 72 horas, cumplido este tiempo se extrajo el
sobrenadante para andlisis de proteinas, y se realizo la extraccion de RNA y transcripcion reversa
correspondiente, mediante los procedimientos descritos anteriormente con el fin de realizar los
ensayos de PCR en tiempo real. Se evaluaron genes metabolicos asociados a B-oxidacion:
ACADM, ciclo de Krebs: OGDHA, IDH2, transportador de monocarboxilato: SLCI641,
inflamacion: IL-8, genes tumorales: PTEN, CCND3, BCL-2 y el receptor PPAR-0, PPAR-f y
PPAR-y.

Co-cultivo: el proceso de co-cultivo se realizard mediante el uso de un Transwell, en el
cual las células se encuentran separadas por una membrana porosa. Durante este ensayo, las
células de microglia previamente estimuladas con LPS (1pg/mL) se ubicaron en la capa superior
del inserto de cultivo celular con membrana de poliéster y el cultivo de glioblastoma se cultivo
debajo de la membrana permeable con los tratamientos. De esta manera se simulé un
microambiente tumoral y de estrés para las células. Durante este proceso se realizd los
tratamientos con los 4cidos grasos C8 (250uM), C10 (250uM), y un agonista de PPAR (100nM).

Grupos experimentales: microglia-glioblastoma sin tratamiento, microglia-glioblastoma
y C8, microglia-glioblastoma y C10, microglia-glioblastoma y fenofibrato, microglia-

glioblastoma y GW501516.

26



URAN

UNIVERSIDAD
ANTONIO NARINO

Analisis de proteinas: la evaluacion de citocinas y proteinas del sobrenadante celular, se
realizaron mediante un kit multiplex humano (No. 900000879, BioLegend). El ensayo contiene
perlas codificadas por fluorescencia y permite la cuantificacion de 7 proteinas en forma
simultanea (IL-8, IFN-y, IL-10, IL-1B, IL-6, MMP-9, TNF-a), mediante el tamafio de intensidad
interna de fluorescencia en cada una de las perlas, las cuales estdn conjugadas con un anticuerpo
que se une de forma especifica a un analito. Por tltimo, la estreptavidina- ficoeritrina (SA-PE), se
une a los anticuerpos de deteccién para proporcionar intensidades de sefial fluorescentes en
proporcion a la cantidad de analitos unidos.

Analisis estadistico: los analisis estadisticos se realizaron con el software GraphPad
Prism, version 8.0. Se utilizard la prueba de ANOVA de doble via utilizada para comparar las
varianzas entre los promedios de diferentes grupos. Adicionalmente se realizd la prueba de
multiple variable Bonferroni. Todos los datos en este estudio se expresaran como la media +
desviacion estandar (S.D.). Los valores de las pruebas estadisticas con un p<0,05 se consideraron

significativos.
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RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

Resultados

1. Analizar la expresion de genes inflamatorios y metabdlicos modulados por la
activacion de los PPARs en cerebro de pez cebra, frente al tratamiento con una dieta

cetogénica.

Con el proposito de evaluar la dieta cetogénica y el papel de los receptores PPARs, se
realizo el andlisis de expresion génica de 20 peces cebra adulto (6 meses aprox), de los cuales 10
peces fueron alimentados con una dieta alta en carbohidratos (CD) y 10 fueron alimentados con
la dieta cetogénica (KD) durante 26 dias. En el cerebro se analizaron cinco grupos de genes
relacionados con: B-oxidacion, ciclo de Krebs, transportadores de colesterol y monocarboxilato,
inflamacion y los isotipos del receptor PPAR. El analisis de expresion génica para los genes que
participan en B-oxidacion (figura 1) indicd que cpt-1, importante para transportar acidos grasos
de cadena larga desde el citosol por union a moléculas de carnitina [18], no presentd diferencia
significativa (p=0,0503) entre los grupos experimentales. Sin embargo, cpt-2, encargada de
transformar la acilcarnitina en carnitina y liberar Acil-CoA [18], mostré un aumento significativo
(p<0,0001) de diez veces en KD con respecto a CD. Por su parte, acadm, indispensable en la
descomposicion de 4cidos grasos de cadena media [78] presentd un aumento significativo

(p=0,0041) en el grupo KD.
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Figura 1. Expresion relativa de genes asociados a f-oxidacion en cerebro de pez cebra adulto. La expresion de
(A) cpt-1, (B) cpt-2 y (C) acadm fue determinada por PCR en tiempo real empleando el método AACT. n=10. Los
valores son expresados como relaciones normalizadas entre la expresion del gen constitutivo S-actina. Las
diferencias estadisticas fueron analizadas por la prueba de Mann Whitney (cpt-1) y t-student (cpt-2 y acadm).

p<0,0001 (****) y p<0,005 (**).

Otro proceso importante a considerar en la KD, es el ciclo de Krebs, via importante en el
proceso de respiracion celular y obtencion de energia a través de la oxidacion de acetil-CoA [81].
El analisis de expresion génica mostrd en el grupo de peces alimentados con KD un aumento
significativo en la expresion de los genes ogdha (p=0,0419) e idh2 (p=0,0010) (figura 2). Ogdha
codifica una enzima importante en la conversion de a-cetoglutarato a succinil-CoA [81], en
cuanto que idh2, esta asociado con la produccion de a-cetoglutarato a partir de D-isocitrato [81],
por lo que un posible aumento en la produccidon a-cetoglutarato estaria asociado al aumento

metabolico de 4acidos grasos de cadena media (AGCM) gracias a la KD [82].
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Figura 2. Expresion relativa de genes asociados a ciclo de Krebs en cerebro de pez cebra adulto. La expresion
de (A) ogdha y (B) idh2 fue determinada por PCR en tiempo real empleando el método AACT. n=10. Los valores
son expresados como relaciones normalizadas entre la expresion del gen constitutivo f-actina. Las diferencias

estadisticas fueron analizadas por la prueba t-student. p<0,0005 (***) y p<0,05 (*).

Asociado al metabolismo de la KD, existen algunos transportadores que aumentan su
actividad bajo estas condiciones (figura 3). El gen abca-1, participa en el transporte de colesterol
a través de la membrana [83] y se ha caracterizado como un regulador importante del
metabolismo del colesterol cerebral [83]. Este gen presentd un incremento significativo en su
expresion (p=0,0028) lo cual fue dos veces mayor en el grupo KD en comparacion con el grupo
CD. Por otro lado, el transportador MCT1, codificado por el gen slc/6al, tiene una actividad
importante en la KD, al transportar moléculas de monocarboxilato (cuerpos cetdnicos, piruvato,
lactato) [84]. Sin embargo, no se observaron diferencias significativas entre los grupos

experimentales.
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Figura 3. Expresion relativa de genes asociados a transporte en cerebro de pez cebra adulto. La expresion de
(A) abca-1, (B) slcl6al fue determinada por PCR en tiempo real empleando el método AACT. n=10. Los valores
son expresados como relaciones normalizadas entre la expresion del gen constitutivo fS-actina. Las diferencias

estadisticas fueron analizadas por la prueba t-student. p<0,005 (**).

Desde el punto de vista inflamatorio se evalud la expresion de los genes proinflamatorios
il-8, ifn-y y mmp9 (figura 4), y el gen antiinflamatorio i/-/0. En este caso, los tres genes
proinflamatorios evidenciaron un aumento significativo (i/-8 (p=0,0148), ifn-y (0,0055) y mmp9
(p=0,0002)) de expresion en el grupo KD con respecto a CD, con valores p=0,0148, p=0,0055 y
p=0,0002, respectivamente. Mientras que no se detectaron transcritos de i/-/0 en ninguno de los

grupos de estudio.
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Figura 4. Expresion relativa de genes inflamatorios en cerebro pez cebra adulto. La expresion de (A) ifin-y, (B)
il-8, (C) mmp9 fue determinada por PCR en tiempo real empleando el método del AACT. n=10. Los valores son
expresados como relaciones normalizadas entre la expresion del gen constitutivo S-actina. Las diferencias
estadisticas fueron analizadas por la prueba de Mann Whitney (i/-8 y mmp9) y t-student (ifn-y). p<0,0005 (***),

p<0,005 (**), p<0,05 (*).

Teniendo en cuenta que los acidos grasos presentan un rol importante en la KD, y a su vez
son ligandos de los receptores PPAR, se realiz6 el andlisis de expresion génica de los isotipos de
este receptor (figura 5). En el modelo de pez cebra adulto, se evidencidé una disminucion
significativa en la expresion de ppar-f (p=0,0369) y aumento en la de ppar-y (p=0,0059) en el
grupo KD. Notablemente, el isotipo ppar-o no presentd niveles detectables de expresion en el

tejido estudiado.
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Figura 5. Expresion relativa de PPAR en cerebro de pez cebra adulto. La expresion de (A) ppar-f, (B) ppar-y
fue determinada por PCR en tiempo real empleando el método AACT. n=10. Los valores son expresados como
relaciones normalizadas entre la expresion del gen constitutivo f-actina. Las diferencias estadisticas fueron

analizadas por la prueba t-student. p<0,005 (**), p<0,05 (*).

2. Analizar los efectos del silenciamiento génico de PPAR-a, PPAR-fi, PPAR-y en la
modulacion inflamatoria, metabdlica y de crecimiento tumoral, mediante el analisis
de expresion génica y niveles de citocinas en un modelo celular de glioblastoma
humano, frente al tratamiento con acido octanoico y decanoico.

Para tener un mayor acercamiento al efecto de la KD en células tumorales se decidid
utilizar como modelo in vitro de glioblastoma la linea celular T98G. En el cultivo se simul6 la KD
utilizando los acidos grasos C8 y C10 en medio B.G. Estos acidos grasos han presentado un efecto
neuroprotector [28] y adicionalmente, se ha encontrado que en astrocitos, estos acidos grasos
aumentan la actividad metabolica, produciendo altos niveles de Acetil- CoA, y de pB-

hidroxibutirato [85].
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2.1 Analisis de expresion génica
2.1.1 Analisis de expresion génica en células T98G sin silenciamiento.

En la linea celular T98G, mediante el uso de AGCM vy la baja concentracion de glucosa,
se busco realizar una aproximacion experimental a una dieta cetogénica in vitro. Como ya se
menciond anteriormente, ACADM es la primera enzima del proceso de - oxidacion. En la figura
6A se evidencia un aumento significativo en los niveles de expresion de ACADM para todas las
condiciones experimentales realizadas en medio B.G (p<0,0001). Por otro lado, respecto al ciclo
de Krebs, los transcritos de las enzimas analizadas /IDH y OGDHA mostraron un aumento
significativo en el grupo control con medio B.G con respecto al medio N.G (p=0.0018, IDH y
p=0,0087, OGDHA) (figura 6B y 6C). Sin embargo, para los demdas tratamientos no se observo
diferencia significativa en la expresion de ambos genes. Los niveles de transcritos asociados al
transporte de monocarboxilato (SLC16A41) sefialaron un incremento significativo en el grupo

control realizado en medio B.G en comparacion con el grupo control de medio N.G (p<0,0001)

(figura 6D).
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Figura 6. Expresion relativa de genes metabdlicos en la linea tumoral T98G sin silenciamiento génico. La
expresion de (A) ACADM, (B) IDH, (C) OGDHA y (D) SLC16A1 fue determinada por PCR en tiempo real
empleando el método AACT. Las células fueron tratadas con C8 (250uM), C10 (250uM), fenofibrato (100nM) y
GW501516 (100nM) durante 72 horas en medio N.G y medio B.G (n= 3). Los valores son expresados como
relaciones normalizadas entre la expresion del gen constitutivo PGK. Las diferencias estadisticas fueron analizadas
por la prueba de ANOVA de doble via y la prueba de multiple comparacion Bonferroni. p<0,0001 (****), p<0,0005

(***) y p<0,005 (**).

Otra caracteristica importante a analizar en las células tumorales es su capacidad
proliferativa, en este caso, se evaludé mediante la expresion de los genes ciclina D3 (CCND3),
células de linfoma B2 (BCL-2) y fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa (PTEN). Se sabe
que las ciclinas de tipo D, como CCND3, en asociacion con las cinasas dependientes de ciclinas
(CDK4/CDK6) son impulsores del ciclo celular [86]. En la figura 7A se observa un aumento
significativo en los niveles de expresion de CCND3 en todas las condiciones evaluadas en medio
B.G (p<0,0001), excepto en el grupo control.

El gen antitumoral PTEN estd encargado de suprimir la via de supervivencia celular
fosfoinositida 3-quinasa (PI3K)-AKT [87], antagonizando la accion de PI3K al no permitir la
fosforilacién de PIP3, y por consiguiente, inactivando AKT [87]. En la figura 7B se observa el
analisis de expresion para este gen, el cual mostré un aumento significativo en los grupos control
(p=0,0003), C8 (p<0,0001) y C10 (p<0,0001), mientras que para los grupos con fenofibrato y
GW501516 no se detectaron cambios significativos.

El gen regulador de la muerte celular BCL-2 se encarga de promover la supervivencia al
inhibir la apoptosis, evitando la liberacion de factores apoptogénicos mitocondriales como el

citocromo C y el factor inductor de apoptosis [88]. En las células cultivadas en medio B.G se
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observo un aumento significativo en la expresion de este gen en todos los tratamientos respecto al

mismo tratamiento en células cultivadas en medio N.G (p<0,0001) (figura 7C).
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Figura 7. Expresion relativa de genes tumorales en la linea tumoral T98G. La expresion de (A) CCND3, (B)
PTENy (C) BCL-2 fue determinada por PCR en tiempo real empleando el método AACT. Las células fueron tratadas
con C8 (250uM), C10 (250uM), fenofibrato (100nM) y GW501516 (100nM) durante 72 horas en medio N.G y
medio B.G (n= 3). Los valores son expresados como relaciones normalizadas entre la expresion del gen constitutivo
PGK. Las diferencias estadisticas fueron analizadas por la prueba de ANOVA de doble via y la prueba de multiple

comparacion Bonferroni. p<0,0001 (****) y p<0,005 (**).

Finalmente, con el propdsito de evaluar el papel del receptor PPAR, se analiz6 el nivel de
expresion del isotipo PPAR-a y PPAR-f para cada condicion. En la figura 8A se observa que la
expresion de PPAR-a aumentd significativamente en los tratamientos con C8 (p=0,0110),
fenofibrato (p=0,0036) y GW501516 (p<0,0001) en medio B.G con respecto al medio N.G.
Mientras que los grupos control y decanoico no presentaron cambios. En el andlisis de expresion

para PPAR-f se evidencid disminucion significativa en todos los tratamientos realizados en

36



URAN

UNIVERSIDAD
ANTONIO NARINO

medio B.G en comparacion con los efectuados en medio N.G (p<0,0001) (figura 8B). Sin

embargo, con respecto al isotipo PPAR-y no se detectd expresion génica en la linea celular T98G.
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Figura 8. Expresion relativa de PPAR en la linea tumoral T98G sin silenciamiento. La expresion de (A) PPAR-
0, y (B) PPAR-p fue determinada por PCR en tiempo real empleando el método AACT. Las células fueron tratadas
con C8 (250uM), C10 (250uM), fenofibrato (100nM) y GW501516 (100nM) durante 72 horas en medio N.G y
medio B.G (n= 3). Los valores son expresados como relaciones normalizadas entre la expresion del gen constitutivo
PGK. Las diferencias estadisticas fueron analizadas por la prueba de ANOVA de doble via y la prueba de multiple

comparacion Bonferroni. p<0,0001 (****), p<0,005 (**) y p<0,05 (*).

A partir de los resultados obtenidos, se realizd una comparacion adicional entre las
diferentes condiciones experimentales evaluadas (C8, C10, fenofibrato y GW501516), de forma
independiente para los dos medios de cultivo: N.G y B.G. Para esto se elaboré un mapa de calor
sefalando en verde los valores inferiores a 1, en negro el valor de referencia y en rojo los valores
superiores a 1, la escala fue dependiente del nivel de expresion relativa presentado en cada grupo
experimental.

En el caso de las células cultivadas en medio N.G y realizando un andlisis comparativo de
cada tratamiento con su grupo control, se identifico una disminucion significativa en la expresion

de ACADM tnicamente para el tratamiento con el agonista de PPAR-B, GW501516 (p=0,0345)
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(figura 9A). En contraste, el gen OGDHA evidencidé un aumento significativo de su expresion en
los grupos tratados con C10 (p=0,0040) y fenofibrato (p=0,0056). Sin embargo, los genes IDH,
SLCI16A1 e IL-8 no mostraron ningiin cambio estadisticamente significativo en su expresion.

En los genes tumorales y receptores PPAR analizados en los grupos experimentales
cultivados en medio N.G (figura 9A), se evidencid que la expresion de CCND3 disminuy6
significativamente luego del tratamiento con C8 (p=0,0307), C10 (p=0,0019), fenofibrato
(p=0,0032) y GW501516 (p=0,0043). Asi mismo, los niveles de transcritos de PTEN se vieron
considerablemente disminuidos con los tratamiento realizados con C8 (p=0,0475), C10
(p=0,0254) y GW501516 (p=0,0005). Mientras que la expresion del gen BCL-2 no se vio
afectada significativamente por ningin tratamiento. Respecto a los receptores PPAR, se
evidencié que PPAR-a disminuy6 su expresion en presencia de GW501516 (p=0,0261), en tanto
que, PPAR-f no presentd cambios bajo ninguna condicion.

En contraste con los resultados observados en medio con glucosa normal, los genes
evaluados en medio bajo en glucosa exhibieron cambios mas drasticos en la expresion génica con
los tratamientos efectuados (figura 9B). Los genes metabolicos que presentaron cambios en
condiciones B.G comparado con su control fueron: IDH, que presentd disminucion significativa
al tratar las células con C8 (p=0,0107), C10 (p=0,0260), fenofibrato (p=0,0126) y GW501516
(p=0,0233); y SLC164, que también disminuy6 su expresion en presencia de C8 (p=0,0147), C10
(p=0,0096), fenofibrato (p=0,0112) y GW501516 (p=0,0187).

Respecto a los genes tumorales y receptores PPAR analizados en los grupos
experimentales cultivados en medio B.G (figura 9B), CCND3 evidencidé un aumento significativo
de expresion en los tratamientos C8 (p<0,0001), C10 (p<0,0001), fenofibrato (p<0,0001) y

GW501516 (p=0,0014). Similarmente, BCL-2 también presentd una disminucion significativa,
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provocado por todos los tratamientos utilizados (C8 (p=0,0050), C10 (p<0,0001), fenofibrato
(p=0,0313) y GWS501516 (p=0,0064)). Por el contrario, PTEN ostentd6 una disminucion
significativa Unicamente para los tratamientos con los agonistas fenofibrato (p=0,0005) y
GW501516 (p=0,0005). Finalmente el isotipo de PPAR-f aument6 significativamente sus niveles

de transcritos en presencia de C10 (p=0,0174) y fenofibrato (p=0,0013) (figura 9B).
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Figura 9. Diagrama de mapa de calor de los niveles de expresion génica en células T98G sin silenciamiento. La
expresion génica en (A) medio de cultivo N.G y (B) Medio de cultivo B.G fue determinada por PCR en tiempo real
empleando el método AACT. Las células fueron tratadas con C8 (250uM), C10 (250uM), fenofibrato (100nM) y
GW501516 (100nM) durante 72 horas en medio N.G y medio B.G (n= 3). Los valores son expresados como

relaciones normalizadas entre la expresion del gen constitutivo PGK. Las columnas y filas del mapa de calor
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representan los genes y grupos experimentales, respectivamente. La escala de colores indica veces de cambio en la

expresion génica verde con expresion relativa menor a 1, rojo, superior a 2.

2.1.2 Analisis de expresion génica en la linea celular T98G con siRNA PPAR-a en medio

N.G

Con el proposito de realizar un acercamiento al rol de PPAR en el proceso cetogénico, se
realizd el silenciamiento génico de los isotipos PPAR-a o PPAR-f en medio de cultivo N.G o
B.G para los diferentes grupos experimentales. Posteriormente, se determinaron los cambios en
expresion génica de los genes previamente analizados para las células sin silenciamiento. En el
caso del isotipo PPAR-a, las células con interferencia génica para este receptor, presentaron una
reduccion en su expresion del 80% en comparacion con las células sin siRNA para PPAR-a

(figura 10).
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Figura 10. Expresion relativa de PPAR-a en la linea tumoral T98G siRNA PPAR-a . La expresion de PPAR-a
fue determinada por PCR en tiempo real empleando el método AACT. Las células fueron interferidas mediante una
transfeccion mediada por lipidos (n=3) para los posteriores tratamientos con C8 (250uM), C10 (250uM) y
fenofibrato (100nM) durante 72 horas. Los valores son expresados como relaciones normalizadas entre la expresion

del gen constitutivo UBC. Las diferencias estadisticas fueron analizadas por la prueba t-student. p<0,05 (*).

40



URAN

UNIVERSIDAD
ANTONIO NARINO

En las células cultivadas en medio N.G, se identificd para los genes metabdlicos que el
gen ACADM disminuy¢ significativamente su expresion en los grupos control (p=0,0016), C10
(p=0,0247) y fenofibrato (p=0,0004) respecto a las células sin silenciamiento, en tanto que C8 y
GW501516 no presentaron cambios considerables (figura 11A). Por su parte, /DH exhibié un
aumento significativo en los niveles de transcritos encontrados exclusivamente en el grupo
control en condiciones de silenciamiento (p<0,0001) (figura 11B). El gen OGDHA mostrd una
disminucion significativa solamente con el fenofibrato en células con interferencia génica para
PPAR-a (p=0,0038) (figura 11C). Por su parte, el silenciamiento no afectd la expresion del gen
SLCI16A1 (figura 11D), ya que no se evidencid cambio significativo para ninguno de los

tratamientos evaluados.
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Figura 11. Expresion relativa de genes metabélicos en la linea tumoral T98G siRNA PPAR-a en medio N.G.
La expresion de (A) ACADM, (B) IDH, (C) OGDHA y (D) SLC16A1 fue determinada por PCR en tiempo real
empleando el método AACT. Las células fueron tratadas con C8 (250uM), C10 (250uM) y fenofibrato (100nM)

durante 72 horas en medio N.G y medio B.G (n= 3). Los valores son expresados como relaciones normalizadas entre
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la expresion del gen constitutivo UBC. Las diferencias estadisticas fueron analizadas por la prueba de ANOVA de

doble via y la prueba de multiple comparacion Bonferroni. p<0,0005 (***), p<0,005 (**) y p<0,05 (*).

Respecto a los genes tumorales seleccionados, se encontré que la expresion de CCND3 se
vio significativamente disminuida en las células interferidas para PPAR-a en las condiciones:
control (p<0,0001), C8 (p=0,0384) y fenofibrato (p=0,0124) (figura 12A). En relacion con PTEN
unicamente los grupos control (p=0,0015) y fenofibrato (p=0,0098) presentaron una reduccioén
significativa en el grupo silenciado (figura 12B). Por otro lado, BCL-2 no ostentd alteraciones en
los niveles de transcritos bajo la presencia de los tratamientos empleados y en condiciones de
silenciamiento (figura 12C).

Finalmente, en la figura 13 se observa que la expresion de PPAR-f, evidencido un
incremento significativo en presencia de C10 (p=0,0011), sin embargo, no se identificaron

cambios en la expresion de este gen en las demas condiciones evaluadas (figura 13).
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Figura 12. Expresion relativa de crecimiento tumoral en la linea tumoral T98G siRNA PPAR-a en medio N.G.
La expresion de (A) CCND3, (B) PTEN y (C) BCL-2 fue determinada por PCR en tiempo real empleando el método

del AACT. Las células fueron tratadas con C8 (250uM), C10 (250pM) y fenofibrato (100nM) durante 72 horas sin y
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con siRNA contra PPAR-a (n=3). Los valores son expresados como relaciones normalizadas entre la expresion del
gen constitutivo UBC. Las diferencias estadisticas fueron analizadas por la prueba de ANOVA de doble viay la

prueba de multiple comparacién Bonferroni. p<0,0001 (****), p<0,005 (**) y p<0,05 (*).
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Figura 13. Expresion relativa de PPAR-f en la linea tumoral T98G siRNA PPAR-o en medio N.G. La expresion
de PPAR-f fue determinada por PCR en tiempo real empleando el método del AACT. Las células fueron tratadas con
C8 (250puM), C10 (250uM) y fenofibrato (100nM) durante 72 horas sin y con siRNA contra PPAR-a (n=3). Los
valores son expresados como relaciones normalizadas entre la expresion del gen constitutivo UBC. Las diferencias
estadisticas fueron analizadas por la prueba de ANOVA de doble via y la prueba de multiple comparacion

Bonferroni. p<0,0005 (***).

2.1.3 Analisis de expresion génica en la linea celular T98G siRNA PPAR-a en medio B.G
Teniendo en cuenta la validacion presentada en la figura 10, se realizd el cultivo de
células silenciadas en medio B.G para evaluar los cambios de expresion génica bajo estas
condiciones. Notablemente, el analisis de los genes metabdlicos mostré una inversion en el
comportamiento observado en medio N.G. El gen ACADM acrecentd su expresion
significativamente en los grupos control (p=0,0023), C8 (p=0,0026) y C10 (p=0,0059) en células
silenciadas para PPAR-o (figura 14A). Por el contrario, /IDH solo disminuyd su expresion

significativamente en el grupo control de células silenciadas (p=0,0012) (figura 14B). A pesar de
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que IDH participa en la misma via que OGDHA, este ultimo presentd un aumento significativo en
las células con knockdown para PPAR-a en presencia de C8 (p=0,0191) y fenofibrato (p=0,0058)
(figura 14C). De manera similar, los transcritos del gen SLCI16A41 se vieron significativamente
incrementados en presencia de C8 (p=0,0128) y fenofibrato (p=0,0151) en células con

silenciamiento de PPAR-o. (figura 14D).
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Figura 14. Expresion relativa de genes metabélicos en la linea tumoral T98G siRNA PPAR-a en medio B.G. La
expresion de (A) ACADM, (B) IDH, (C) OGDHA y (D) SLC16A41 fue determinada por PCR en tiempo real
empleando el método del AACT. Las células fueron tratadas con C8 (250puM), C10 (250pM) y fenofibrato (100nM)
durante 72 horas sin y con siRNA contra PPAR-a (n=3). Los valores son expresados como relaciones normalizadas
entre la expresion del gen constitutivo UBC. Las diferencias estadisticas fueron analizadas por la prueba de

ANOVA de doble via y la prueba de multiple comparacion Bonferroni. p<0,005 (**) y p<0,05 (*).

Por su parte, dentro de los genes que participan en supervivencia celular se identificd en
células silenciadas para PPAR-o. que CCND3 presentd un aumento significativo en su expresion

en los grupos sin tratamiento (p=0,0005) y C8 (p=0,0330) en comparacion con las células sin
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interferencia génica (figura 15A). De manera similar, la expresion del gen PTEN se vio
significativamente incrementada en los grupos sin tratamiento (p<0,0001), C10 (p=0,0490) y en
presencia de fenofibrato (p=0,0098) de células siRNA PPAR-a (figura 15B). El fenofibrato
también gener6 un aumento significativo en la expresion de BCL-2 en las células interferidas
(p=0,0192) (figura 15C). Por ultimo, al disminuir los niveles de glucosa y silenciar la expresion
de PPAR-o, PPAR-f presentd un aumento significativo en sus niveles de transcritos en
comparacion con las células sin interferencia génica en presencia de los 4acidos grasos C8
(p<0,0001) y C10 (p=0,0001), y también en el grupo control (p<0,0001), mientras que los
agonistas no indujeron ningin cambio considerable en los niveles de expresion del receptor

(figura 16).

A B.
CCND3 PTEN
30 g 1o f—l Il Control B.G
Il Control B.G z° o siRNA
20 . siRNA [ - PPAR-0. B.G
B ppaR-« B.G $ - —
’ ’ll ﬂ ) g ﬁ |-|-|
M :
o i - - o . - . .
Control cs c10 Fenofibrato Control cs c10 Fenofibrato
c' BCL-2
L T = 1
g T I Control B.G
ko SiRNA
e B ppar« B.G
5
3 ’-LI ﬂ H
s
o
0 . B -
Control cs Cc10 Fenofibrato

Figura 15. Expresion relativa de genes tumorales en la linea tumoral T98G siRNA PPAR-o en medio B.G. La
expresion de (A) CCND3, (B) PTEN y (C) BCL-2 fue determinada por PCR en tiempo real empleando el método del

AACT. Las células fueron tratadas con C8 (250uM), C10 (250uM) y fenofibrato (100nM) durante 72 horas sin y con
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siRNA contra PPAR-a (n=3). Los valores son expresados como relaciones normalizadas entre la expresion del gen
constitutivo UBC. Las diferencias estadisticas fueron analizadas por la prueba de ANOVA de doble via y la prueba

de multiple comparacion Bonferroni. p<0,0005 (**%*), p<0,005 (**), p<0,05 (*).
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Figura 16. Expresion relativa del gen PPAR-f en la linea tumoral T98G siRNA PPAR-a en medio B.G. La
expresion de PPAR-f fue determinada por PCR en tiempo real empleando el método AACT. Las células fueron
tratadas con C8 (250uM), C10 (250uM) y fenofibrato (100nM) durante 72 horas sin y con siRNA contra PPAR-a

(n=3). Los valores son expresados como relaciones normalizadas entre la expresion del gen constitutivo UBC. Las
diferencias estadisticas fueron analizadas por la prueba de ANOVA de doble via y la prueba de multiple

comparacion Bonferroni. p<0,0001 (****), p<0,0005 (***).

A partir de los resultados de expresion génica obtenidos en las células silenciadas para
PPAR-a, se realiz6 una comparacion adicional entre las diferentes condiciones experimentales
evaluadas (C8, C10 y fenofibrato) de forma independiente para los dos medios de cultivo: N.G. y
B.G.

Los niveles de expresion de todos los genes analizados en las células con knockdown para
PPAR-a cultivadas en medio N.G se muestran en la figura 18. Notablemente, en las células
silenciadas ACADM aumentd significativamente su expresion en presencia de C8 (p=0,0000) y

C10 (p=0,0063), mientras que /DH solo increment6 sus niveles de transcritos en presencia de
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C10 (p=0,0382) en relacion con las células sin interferencia. En el caso de los genes OGDHA y
SLC16A1 no se detectaron cambios en sus niveles de expresion. Respecto al gen inflamatorio /L-
8 so6lo se observd un aumento significativo en las células siRNA PPAR-o en presencia de C8
(p<0,0001).

En este tipo de analisis, se observo que el acido graso C8 cumplié un papel importante en
la expresion de los genes tumorales en células con knockdown para PPAR-a cultivadas en medio
N.G. En esta linea celular los niveles de transcritos de CCND3 (p<0,0001), PTEN (p=0,0013) y
BCL-2 (p=0,0293) aumentaron significativamente en presencia de C8 en comparacion con las
células sin silenciamiento (Figura 17), PTEN también mostré un aumento en la expresion en el
grupo con C10 (p=0,0056).

Para finalizar este andlisis, los AGCM utilizados mostraron cambio en la expresion de
PPAR. El gen PPAR-f se vio influenciado tnicamente por la presencia de C10 (p=0,0026),
generando un aumento significativo en las células con interferencia para PPAR-o. Es importante
resaltar que, las células silenciadas en medio B.G no presentaron cambios entre los tratamientos
sobre la expresion de los genes metabdlicos, inflamatorios, de crecimiento tumoral y de los

receptores de PPAR (figura 17).
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Figura 17. Diagrama de mapa de calor de los niveles de expresién génica en células T98G siRNA PPAR-a. La
expresion génica medio de siRNA PPAR-a en medio de cultivo N.G fue determinada por PCR en tiempo real
empleando el método AACT. Las células fueron tratadas con C8 (250uM), C10 (250uM), fenofibrato (100nM) y
GW501516 (100nM) durante 72 horas (n= 3). Las columnas y filas del mapa de calor representan los genes y grupos
experimentales, respectivamente. La escala de colores indica veces de cambio en la expresion génica, verde con

expresion relativa inferior a 1, y rojos superior a 1.

2.1.4 Analisis de expresion génica en células T98G siRNA PPAR-f en medio N.G

Al igual que con PPAR-a, en la linea celular T98G se realiz6 un silenciamiento para el
gen PPAR-f mediante siRNA. La verificacion del knockdown fue realizada empleando PCR en
tiempo real, obteniendo una disminucioén del 68% respecto al grupo no silenciado (p=0,0015)

(figura 18).
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Figura 18. Expresion relativa de genes metabélicos en la linea tumoral T98G siRNA PPAR-f. La expresion de
PPAR-a fue determinada por PCR en tiempo real empleando el método AACT. Las células fueron interferidas
mediante una transfeccion mediada por lipidos (n=3) para los posteriores tratamientos con C8 (250uM), C10

(250pM), fenofibrato (100nM) y GW501516 (100nM) durante 72 horas. Los valores son expresados como relaciones

normalizadas entre la expresion del gen constitutivo PGK. Las diferencias estadisticas fueron analizadas por la

prueba t-student. p<0,05 (*). Las diferencias estadisticas fueron analizadas por la prueba t-student. p<0,005 (**)

En la linea celular silenciada para PPAR-f se observaron escasos cambios relacionados
con la expresion de genes involucrados con metabolismo (figura 19). Sin embargo, se evidencio
que ACADM (p= 0,0078) y OGDHA (p=0,0123) presentaron un incremento significativo en su
expresion bajo el tratamiento con GW501516 en comparacion con las células sin interferencia
(figura 19A y 19C). Cabe resaltar que la expresion de SLC16A41 (figura 19D) se vio influenciada
positivamente solamente por el tratamiento con CI10 (p=0,0310), en la linea celular con
knockdown para PPAR-f. Por el contrario, IDH no cambid sus niveles de expresion bajo ninguno

de los tratamientos empleados (figura 19B).
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Figura 19. Expresion relativa de genes metaboélicos en la linea tumoral T98G siRNA PPAR-f en medio N.G. La
expresion de (A) ACADM, (B) IDH, (C) OGDHA y (D) SLC16A1 fue determinada por PCR en tiempo real
empleando el método del AACT. Las células fueron tratadas con C8 (250pM), C10 (250pM) y GW501516 (100nM)
durante 72 horas sin y con siRNA contra PPAR-f (n=3). Los valores son expresados como relaciones normalizadas
entre la expresion del gen constitutivo PGK. Las diferencias estadisticas fueron analizadas por la prueba de

ANOVA de doble via y la prueba de multiple comparacion Bonferroni. (**), p<0,05 (*).

En relacién con la expresion de genes tumorales, en las células silenciadas para PPAR-f,
se encontrdé que CCND3 disminuy¢ significativamente sus niveles de transcritos en comparacion
con las células sin silenciamiento en presencia de los acidos grasos C8 (p=0,0009) y C10
(p=0,0372), asi como en el control (p<0,0001) (figura 20A). Curiosamente, el agonista
GW501516 (p=0,0385) incrementd significativamente la expresion de PTEN a pesar de que el
receptor PPAR-f se encontraba silenciado en medio N.G (figura 20B). Asi mismo, el gen BCL-2
tuvo un aumento significativo en su expresion con los tratamientos C10 (p=0,0017) y GW501516

(p=0,0066) en la linea celular con knockdown para PPAR-f (figura 20C). Adicionalmente, la
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expresion de PPAR-a (figura 21) en este caso se vio incrementada en las células silenciadas para

PPAR-f unicamente por la presencia de C8 (p=0,0303).
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Figura 20. Expresion relativa de genes tumorales en la linea tumoral T98G siRNA PPAR-f en medio N.G. La
expresion de (A) CCND3, (B) PTEN y (C) BCL-2 fue determinada por PCR en tiempo real empleando el método del
AACT. Las células fueron tratadas con C8 (250uM), C10 (250pM) y GW501516 (100nM) durante 72 horas sin y con

siRNA contra PPAR-f (n=3). Los valores son expresados como relaciones normalizadas entre la expresion del gen

constitutivo PGK. Las diferencias estadisticas fueron analizadas por la prueba de ANOVA de doble via y la prueba

de multiple comparacion Bonferroni. p<0,0001 (****), p<0,0005 (***), p<0,005 (**), p<0,05 (*).
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Figura 21. Expresion relativa de PPAR-a en la linea tumoral T98G siRNA PPAR-f en medio N.G. La expresion
de PPAR-f fue determinada por PCR en tiempo real empleando el método del AACT. Las células fueron tratadas
con C8 (250puM), C10 (250uM) y GW501516 (100nM) durante 72 horas sin y con siRNA contra PPAR-f (n=3). Los

valores son expresados como relaciones normalizadas entre la expresion del gen constitutivo PGK. Las diferencias
estadisticas fueron analizadas por la prueba de ANOVA de doble via y la prueba de multiple comparacion

Bonferroni. p<0,0001 (****), p<0,0005 (***) y p<0,05 (*).

2.1.5 Analisis de expresion génica en células T98G siRNA PPAR-f en medio B.G

Los genes metabolicos evaluados en células con siRNA para PPAR-f y cultivadas en
medio bajo en glucosa revelaron alteraciones en su comportamiento en comparacion con las
mismas células en medio B.G. En la linea celular interferida se encontr6 que el gen ACADM
disminuy¢ significativamente en el grupo control (p=0,0003) y C10 (p=0,0379) (figura 22A),
mientras que la expresion de OGDHA se vio considerablemente incrementada con los
tratamientos C8 (p<0,0001), C10 (p=0,0409) y GW501516 (p=0,0003) (figura 22B). No obstante,
bajo estas condiciones experimentales, el gen /DH no se vio expresado en ningiin grupo. Al igual
que en ACADM, la expresion de SLCI16A1 se vio disminuida significativamente en el grupo

control (p<0,0001) de células silenciadas para PPAR-f cultivadas en medio B.G (figura 22C).
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Figura 22. Expresion relativa de genes metabdlicos en la linea tumoral T98G siRNA PPAR-f en medio B.G. La
expresion de (A) ACADM, (B) OGDHA y (C) SLC16A41 fue determinada por PCR en tiempo real empleando el
método del AACT. Las células fueron tratadas con C8 (250uM), C10 (250uM) y GW501516 (100nM) durante 72
horas sin y con siRNA contra PPAR-f (n= 3). Los valores son expresados como relaciones normalizadas entre la
expresion del gen constitutivo PGK. Las diferencias estadisticas fueron analizadas por la prueba de ANOVA de

doble via y la prueba de miltiple comparacion Bonferroni. p<<0,0001 (***%*), p<0,0005 (***) y p<0,05 (*).

Con respecto al proceso tumoral de estas células silenciadas, CCND3 (figura 23A)
disminuy6 considerablemente su expresion bajo el efecto de todas las condiciones: control
(p=0,0049), C8 (p<0,0001), C10 (p<0,0001) y GW501516 (p=0,0003). De manera similar, los
tratamientos control (p=0,0007), C8 (p=0,0036) y C10 (p=0,0090) disminuyeron la expresion de
PTEN (figura 23B) en las células interferidas para PPAR-fS. Asi mismo, BCL-2 (figura 23C)
disminuy6 en los grupos control (p=0,0080), C8 (p=0,0015) y C10 (p=0,0001), pero no en
GW501516 al silenciar PPAR-f y emplear medio B.G. Finalmente, el isotipo PPAR-a presento

un incremento significativo en sus niveles de transcritos en las células interferidas para PPAR-f
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con todos los tratamientos evaluados: C8 (p<0,0001), C10 (p=0,0219) y GW501516 (p=0,0028)

(figura 24).
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Figura 23. Expresion relativa de genes tumorales en la linea tumoral T98G siRNA PPAR-f en medio B.G. La
expresion de (A) CCND3, (B) PTEN y (C) BCL-2 fue determinada por PCR en tiempo real empleando el método del
AACT. Las células fueron tratadas con C8 (250uM), C10 (250pM) y GW501516 (100nM) durante 72 horas sin y con

siRNA contra PPAR-f (n=3). Los valores son expresados como relaciones normalizadas entre la expresion del gen

constitutivo PGK. Las diferencias estadisticas fueron analizadas por la prueba de ANOVA de doble via y la prueba

de multiple comparacion Bonferroni. p<0,0001 (****), p<0,0005 (***), p<0,005 (**).
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Figura 24. Expresion relativa de PPAR-a en la linea tumoral T98G siRNA PPAR-f en medio B.G. La expresion
de PPAR-o fue determinada por PCR en tiempo real empleando el método del AACT. Las células fueron tratadas con
C8 (250pM), C10 (250uM) y GWS501516 (100nM) durante 72 horas sin y con siRNA contra PPAR-f (n=3). Los
valores son expresados como relaciones normalizadas entre la expresion del gen constitutivo PGK. Las diferencias

estadisticas fueron analizadas por la prueba de ANOVA de doble via y la prueba de multiple comparacion

Bonferroni. p<0,0001 (***%), p<0,005 (**), p<0,05 (*).

En el mapa de calor presentado en la figura 25 se resalta el efecto de los tratamientos
empleados en la expresion de los diferentes grupos de genes bajo condiciones de siRNA bajo
condiciones de siRNA PPAR-f en medio N.G y medio B.G. En medio N.G (figura 25A) el tnico
gen que exhibio alteraciones en su expresion fue OGDHA al interferir PPAR-f. Este gen mostrd
un incremento significativo Gnicamente con el tratamiento realizado con C10 (p=0,0080), los
demas genes analizados no presentaron alteraciones en las condiciones experimentales evaluadas.

En contraste, al disminuir en medio de cultivo la concentracion de glucosa (B.G) en la
linea celular silenciada (figura 25B), se evidencia que ACADM disminuy¢ su expresion luego del
tratamiento con C8 (p=0,0003), por el contrario, el gen OGDHA aument6 la expresion en
presencia de este mismo acidos graso (p=0,0007). Con respecto a SLCI6A41 todos los

tratamientos (C8, C10, GW501516) indujeron aumento significativo en su expresion (p<0,0001).
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Respecto a la inflamacion, el tratamiento con C8 (p<0,0001) indujo un incremento en la
expresion de IL-§ en las células con knockdown para PPAR-f en medio B.G (figura 25A). Este
mismo efecto fue evidenciado en la expresion de genes tumorales, donde el gen CCND3 aument6
su expresion en presencia de GW501516 en la célula interferida. Asi mismo, los niveles de
transcritos de PTEN mostraron un incremento significativo en todos los tratamientos evaluados
(C8, C10 y GW501516) (p<0,0001). Asi mismo, también se resalta que la expresion de BCL-2 se
vio incrementada de forma significativa con C8 (p=0,0055), C10 (p=0,0004) y GW501516
(p<0,0001) (figura 25B). Finalmente, al inducir silenciamiento génico de PPAR-f en medio B.G
se observo que la expresion PPAR-a su expresion se vio fuertemente incrementada en presencia

de C8 (p<0,0001), C10 (p=0,0043) y GW501516 (p<0,0001).
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Figura 25. Diagrama de mapa de calor de los niveles de expresiéon génica en células T98G siRNA PPAR-f. La

expresion génica medio de siRNA PPAR-a en (A) en medio de cultivo N.G y (B) Medio de cultivo B.G fue
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determinada por PCR en tiempo real empleando el método AACT. Las células fueron tratadas con C8 (250uM), C10
(250pM), fenofibrato (100nM) y GW501516 (100nM) durante 72 horas (n= 3). Las columnas y filas del mapa de
calor representan los genes y grupos experimentales, respectivamente. La escala de colores indica veces de cambio

en la expresion génica, verde con expresion relativa menor a 1, y rojo superior a 5.

Como ya se sabe, la linea celular T98G es de tipo tumoral, por lo que fue importante
analizar el proceso inflamatorio. Al igual que en los peces, en las células se observd que al
reducir los niveles de glucosa, se empieza a desencadenar un posible proceso inflamatorio al
evidenciar un aumento en la expresion de la citocina /L-8. En la figura 26A se evidencia un
aumento significativo en la expresion de este gen en los grupos control (p= 0,0053), C8 (p=
0,0005), C10 (p< 0,0001), fenofibrato (p= 0,0028) y GW501516 (p= 0,0051) en medio B.G
comparado con el medio N.G.

Continuando con el anélisis de expresion para el proceso inflamatorio, bajo el efecto de
los silenciamientos de PPAR-a se observd que en medio N.G solo el tratamiento C8 (p<0,0001)
aumento significativamente su expresion (figura 26B). De manera similar, al disminuir la glucosa
en esta condicion se observo el incremento significativo de /L-8 (figura 26C) con los tratamientos
control (p=0,0018), C8 (p=0,0041), C10 (p=0,0156) y fenofibrato (p=0,0062).

Al inducir silenciamiento del receptor PPAR-f en medio N.G, no se evidencié cambio en
la expresion de /L-8 (figura 26D). Sin embargo, al disminuir los niveles de glucosa (B.G) el
tratamiento con C8 (p<0,0001) aumento significativamente la expresion del gen inflamatorio /L-8
(figura 26E). Estos resultados fueron comprobados mediante la cuantificacion de IL-8 y otras

moléculas relevantes para el proceso inflamatorio (figura 27-29).
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En estos resultados también se resalta el incremento de expresion de [L-8 al inducir

siRNA PPAR-f cuando en medio B.G, evidenciando valores superiores cercanos a 100000

unidades (figura E).
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Figura 26. Expresion relativa de /L-8 en la linea tumoral T98G. La expresion de /L-8 con (A) sin silenciamiento,

(B) siRNA PPAR-a en medio N.G, (C) siRNA PPAR-a en medio B.G, (D) siRNA PPAR-f N.G y (E) siRNA PPAR-

S B.G fue determinada por PCR en tiempo real empleando el método del AACT. Las células fueron tratadas con C8

(250uM), C10 (250uM), fenofibrato (100nM) y GW501516 (100nM) durante 72 horas sin y con siRNA (n= 3). Las

diferencias estadisticas fueron analizadas por la prueba de ANOVA de doble via y la prueba de multiple

comparacion Bonferroni. p<0,0001 (****), p<0,005 (**), p<0,05 (*).
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2.2 Analisis de proteinas inflamatorias

Considerando la relevancia de la inflamacion en el desarrollo tumoral, se realizo la
cuantificaciéon de proteinas secretadas involucradas con procesos inflamatorios en las células
T98G bajo las diferentes condiciones experimentales. Las células cultivadas en medio B.G
mostraron un drastico incremento en los niveles de IL-1f en los grupos C8 (p<0,0001) y C10
(p=0,0170) (figura 27C). En contraste, la concentracion de IL-6 se vio disminuida en las células
con medio B.G en los grupos tratados con C8 (p<0,0001), C10 (p=0,0006), fenofibrato
(p=0,0074) y GW501516 (p=0,0016), adicionalmente, fue la citocina con mayor produccioén en
células con medio N.G (figura 27A). Asi mismo, la secrecion de IL-8 fue reducida
significativamente en los tratamientos con fenofibrato (p=0,0146) y GW501516 (p<0,0001)
(figura 27B). Respecto a IFN-y tuvo una mayor produccion en el grupo control (p=0,0014)
(figura 27D). Finalmente, TNF-o no mostré6 cambio bajo ningun tratamiento planteado (figura

27E).
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Figura 27. Concentracion de proteinas secretadas por células T98G. La concentracion de (A) IL-1f, (B) IL-6 (C)

IL-8, (D) TNF-a, (E) IFN-y fue determinada por citometria de flujo mediante un ensayo multiplex Legendplex. Las

células fueron tratadas con C8 (250uM), C10 (250uM), fenofibrato (100nM) y GW501516 (100nM) durante 72

horas en medio N.G y B.G (n=3). Las diferencias estadisticas fueron analizadas por la prueba de ANOVA de doble

via y la prueba de multiple comparacion Bonferroni. p<0,0001 (*¥***) y p<0,05 (*).

Para evaluar el efecto del knockdown de PPAR-f sobre el perfil inflamatorio de la linea

celular T98G, inicialmente se realizd la comparacion de produccion de citocinas y proteinas entre

el grupo no silenciado (control N.G) y el grupo silenciado (siRNA PPAR-f N.G) de las células
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cultivadas en medio N.G. Notablemente, se observd un cambio en el comportamiento de los
analitos previamente observado en las células sin silenciar. IL-6 presentd un aumento en sus
niveles en las células silenciadas en los grupos control (p=0,0004), C8 (p=0,0005), C10
(p=0,0052) y GW501516 (p=0,0074) (figura 28B). Asi mismo, la concentraciéon de IL-8 en los
sobrenadantes de las células interferidas para PPAR-f también aument6 en todas las condiciones
utilizadas (p<0,0001) excepto para el agonista GW501516 (figura 28C). Por el contrario, los
niveles de IL-1p se vieron influenciados tnicamente por el silenciamiento, siendo considerable el
aumento observado en el grupo control (p=0.0198) (figura 28A). Adicionalmente, IFN-y (figura
28D) mostrd un incremento significativo con todos los tratamientos empleados en las células
knockdown para PPAR-f (p<0,0001). Finalmente, TNF-o al igual que en el grupo sin
silenciamiento, no presentd cambio bajo ninguna condicién empleada (figura 28E). En particular,
en las células silenciadas para PPAR-f se identificé un aumento en la concentracion de MMP9,
siendo significativamente mayor sus niveles en el grupo tratado con C10 en comparacion con las
células sin silenciamiento y el mismo tratamiento (p=0,0054) (figura 28F).

Adicionalmente se cuantificaron los niveles de proteinas inflamatorias en las células
cultivadas en medio bajo en glucosa en los diferentes grupos experimentales, comparando el
grupo no silenciado (control B.G) vs la condicion silenciada (siRNA PPAR-f B.G). En el caso de
IL-1B de células con knockdown para PPAR-p, solamente el tratamiento con C8 (p<0,0001)
generd disminucion en su produccion (figura 29A). En contraste, la concentracion de IL-6 (figura
29B) se vio incrementada en todos los grupos evaluados de esa misma linea celular: control
(p=0,0025), C8 (p=0,0048) y GW501516 (p<00001). Similarmente, IL-8 (figura 29C) presento
un aumento significativo en su concentracion en las células silenciadas para PPAR-f en los

tratamientos C8 (p<0,0001), C10 (p<0,0001) y GW501516 (p=0,0043) (figura 29E). Por su parte,
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la produccion de IFN-y se vio influenciada por el silenciamiento planteado en el grupo control
(p<0.0001), donde aument¢ significativamente (figura 29D). TNF-a no presentd cambio bajo los
tratamientos propuestos en el presente proyecto (figura 29E) y MMP9 no presentd
concentraciones significativas en el grupo control B.G, por lo que esta proteina fue la tinica

secretada tinicamente en el grupo silenciado para PPAR-.
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Figura 28. Concentracion de proteinas inflamatorias en células T98G silenciados para PPAR-f en medio N.G.
La concentracion de (A) IL-1B, (B) IL-6, (C) IL-8, (D) IFN-y, (E) TNF-a y (F) MMP9 fue determinada por

citometria de flujo. Las células fueron tratadas con C8 (250uM), C10 (250uM), fenofibrato (100nM) y GW501516
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(100nM) durante 72 horas sin y con siRNA contra PPAR-f (n=3). Las diferencias estadisticas fueron analizadas por

Concentration (pg/mL)

Concentration (pg/mL)

Concentration (pg/mL)

la prueba de ANOVA de doble via y la prueba de multiple comparacion Bonferroni.

p<0,0001 (****), p<0,0005 (***), p<0,005 (**), p<0,05 (*).

IL-1p
10000 I Control B.G
1000 SiRNA
O ppar-p B.G
100
) |—| |_| i |—| I |_|
1
Control C10 GW501516
C' IL-8
15000 = W Control B.G
[ =1 o siRNA
10000 PPAR-p B.G
" |_| | H
. -
Control c10 GW501516
TNF-a
50 Il Control B.G
40 . siRNA
B ppar-pB.G
30
20
" H Iﬁ [
0
Control c10 GW501 516

Concentration (pg/mL)

Concentration (pg/mL)

Expresion relativa

IL-6
15000 . —
I Control B.G
10000 o SRNA
PPAR-} B.G
5000 i
ND
L . -l
Control cs8 c10 GW501516
D. IFN-y
50 I Control B.G
40 sxRNA
30 PPAR-[% B.G
20
10
0
Control GW501 516
MMP9
2500
3 siRNA PPAR-3B.G
2000
1500
1000
500
N ND
Control 0 GW501516

Figura 29. Concentracion de citocinas en células T98G silenciados para PPAR-f en medio B.G. La

concentracion de (A) IL-1B, (B) IL-6, (C) IL-8, (D) IFN-y, (E) TNF-a y (F) MMP9 fue determinada por citometria

de flujo. Las células fueron tratadas con C8 (250uM), C10 (250uM) y GW501516 (100nM) durante 72 horas sin y

con siRNA contra PPAR-f (n=3). Las diferencias estadisticas fueron analizadas por la prueba de ANOVA de doble

via y la prueba de multiple comparacion Bonferroni. p<0,0001 (****), p<0,0005 (***), p<0,005 (**).
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3. Determinar los efectos en la modulacion de la expresion génica en un modelo celular
de glioblastoma humano en co-cultivo con un modelo celular de microglia, frente al
tratamiento con acido octanoico y decanoico.

La microglia cumple un papel importante en la regulacion de la homedstasis en el SNC
[89]. Considerando esto, es importante resaltar que la microglia cumpliria un papel importante en
el microambiente inflamatorio de tumores de glioblastoma. Para evaluar la funcién de la
microglia frente a células de glioblastoma, se realiz6 un co-cultivo en condiciones inflamatorias,
estimulando previamente la microglia con LPS (1pg/mL) durante 24 horas y se evalué su
impacto en expresion génica. Sin embargo, al momento de medir proteinas inflamatorias, se
encontrd que el tratamiento inflamatorio no fue exitoso. Motivo por el cual, se vio la necesidad
de inducir inflamacion directamente en la linea T98G.

El ambiente inflamatorio fue inducido mediante el uso de IL-1PB (20 ng/mL) durante 2
horas. Luego de este proceso se realizd el andlisis de expresion para los genes metabdlicos
(ACADM y OGDHA, de inflamacion (/L-8), crecimiento tumoral (CCND3, PTEN y BCL-2) y
PPAR (PPAR-a y PPAR-p). En este caso se realizo la comparacion entre los tratamientos de
astrocitos inflamados en medio N.G versus tratamientos de astrocitos inflamados en medio B.G.

La expresion de los genes ACADM (figura 30A) y OGDHA (figura 30B) se vio
influenciada negativamente solamente por la presencia del fenofibrato (p=0,0017 y p=0,0003,
respectivamente). Por su parte, la expresion basal de IL-8 en medio N.G fue considerablemente
alta en comparacion con los demas genes analizados (figura 31). Este resultado es acorde con la
induccion optima del proceso inflamatorio en la linea celular. Notablemente, IL-8 ostentd una
disminucion significativa en su expresion bajo el efecto del tratamiento con C8 (p=0,0397), C10

(p=0,0016) y fenofibrato (p=0,0199) en medio B.G. Por tanto, es posible que al reducir los
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niveles de glucosa en presencia de estos tratamientos se pueda regular el estado inflamatorio en

glioblastoma.
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Figura 30. Expresion relativa de genes metabdlicos en la linea celular T98G en estado inflamatorio sin
silenciamiento La expresion de (A) ACADM 'y (B) OGDHA fue determinada por PCR en tiempo real empleando el
método del AACT. Las células fueron previamente tratadas con IL-1B (1 pg/mL) durante 2 horas y posteriormente
incubadas con C8 (250uM), C10 (250uM), fenofibrato (100nM) y GW501516 (100nM) durante 72 horas en medio
N.G y B.G (n=3). Las diferencias estadisticas fueron analizadas por la prueba de ANOVA de doble via y la prueba

de multiple comparacion Bonferroni. p<0,0005 (**%*) y p<0,005 (**).
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Figura 31. Expresion relativa de /L-8 en la linea celular T98G en estado inflamatorio sin silenciamiento. La
expresion de /L-8 fue determinada por PCR en tiempo real empleando el método del AACT. Las células fueron
previamente tratadas con IL-1f (1 pg/mL) durante 2 horas y posteriormente incubadas con C8 (250uM), C10

(250uM), fenofibrato (100nM) y GW501516 (100nM) durante 72 horas en medio N.G y B.G (n=3). Las diferencias
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estadisticas fueron analizadas por la prueba de ANOVA de doble via y la prueba de multiple comparacion

Bonferroni. p<0,005 (**) y p<0,05 (*).

Adicionalmente, la expresion de los genes tumorales CCND3 (figura 32A) y BCL-2
(figura 32C) no se vio afectada por las diferentes condiciones experimentales. Mientras que los
niveles de transcritos de PTEN se incrementaron significativamente en presencia de fenofibrato
(p=0,0089), pero no con los demas tratamientos en medio B.G (figura 32B). En el caso de los
isotipos de PPAR, la expresion de PPAR-a (figura 33A) se vio disminuida bajo el tratamiento
con fenofibrato (p=0,0053), aunque PPAR-f no present6 alteraciones en sus niveles de transcritos

en ninguna condicidn analizada (figura 33B).
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Figura 32. Expresion relativa de genes tumorales en la linea celular T98G con inflamacién sin silenciamiento.
La expresion de (A) CCND3, (B) PTEN y (C) BCL-2 fue determinada por PCR en tiempo real empleando el método

del AACT. Las células fueron previamente tratadas con IL-1B (1 pg/mL) durante 2 horas y posteriormente incubadas
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con C8 (250uM), C10 (250uM), fenofibrato (100nM) y GW501516 (100nM) durante 72 horas en medio N.G y B.G
(n=3). Las diferencias estadisticas fueron analizadas por la prueba de ANOVA de doble via y la prueba de multiple

comparacion Bonferroni. p<0,005 (**).
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Figura 33. Expresion relativa de PPAR en la linea celular T98G con inflamacidn sin silenciamiento. La
expresion de (A) PPAR-a y (B) PPAR-f fue determinada por PCR en tiempo real empleando el método del AACT.
Las células fueron previamente tratadas con IL-1B (1 pg/mL) durante 2 horas y posteriormente incubadas con C8
(250uM), C10 (250uM), fenofibrato (100nM) y GW501516 (100nM) durante 72 horas en medio N.G y B.G (n=3).
Las diferencias estadisticas fueron analizadas por la prueba de ANOVA de doble via y la prueba de multiple

comparacion Bonferroni. p<0,005 (**)

Por ultimo, en la seccidon de resultados se presenta el mapa de calor donde se compar6 el
efecto de los tratamientos en condiciones inflamatorias en medio N.G y en medio B.G de forma
independiente. En la figura 34 se destaca que en medio N.G solo se genera un aumento
significativo en la expresion génica con el tratamiento de fenofibrato para los genes PTEN
(p=0,0004), BCL-2 (p=0,0013) y PPAR-a (p=0,0007) con respecto a su control (figura 34A).

En la figura 34B se evidencia que al disminuir los niveles de glucosa se incrementan los

niveles de expresion relativa de IL-8 (p=0,0074), BCL-2 (p=0,0112) y PPAR-f (p=0,0044) en
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presencia de GW501516. Estos resultados sefialan un papel importante de la activaciéon de PPAR-

b en situaciones inflamatorias.
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Figura 34. Diagrama de mapa de calor sobre la expresién de genes metabélicos, inflamatorios, de crecimiento
tumoral y PPAR en condiciones inflamatorias sin silenciamiento. La expresion en condiciones (A) N.G y (B) B.G
fue determinada por PCR en tiempo real empleando el método del AACT. Las células fueron tratadas con C8
(250uM), C10 (250uM), fenofibrato (100nM) y GW501516 (100nM) durante 72 horas en medio N.G y medio B.G
(n=3). Los valores son expresados como relaciones normalizadas entre la expresion del gen constitutivo PGK. Las
columnas y filas del mapa de calor representan los genes y grupos experimentales, respectivamente. La escala de

colores indica veces de cambio en la expresion génica verde con expresion relativa menor a 1, y rojo superior a 1.

Discusion
La KD se ha propuesto como una terapia complementaria para el tratamiento del GBM.
Esta podria tener un efecto limitante en el crecimiento tumoral al proteger las células sanas del
dafio causado por radioterapia o quimioterapia y acelerando la toxicidad hacia las células
cancerosas, debido a gracias a la disminucion de glucosa [90]. Teniendo en cuenta que las células

tumorales funcionan bajo lo que se conoce como efecto Warburg, la alteracion metabolica de
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estas cé¢lulas generan un aumento en el consumo de glucosa con mayor produccion de lactato,
incluso en presencia de oxigeno [91].

Los efectos de la KD pueden ser mediados por cambios en diferentes vias metabolicas,
incluyendo el ciclo de Krebs y la f-oxidacion [92, 93]. La B-oxidacién es la via mas importante
en la catélisis de los 4cidos grasos [94] y durante esta dieta, el Acetil-CoA que se produce a partir
de B-oxidacion se convierte en la molécula precursora de la cetogénesis [95]. Teniendo en cuenta
esto, los cambios en la actividad enzimatica asociada a metabolismo lipidico que van desde el
transporte de acidos grasos de cadena larga hacia la membrana mitocondrial hasta B-oxidacion
puede tener efectos en el tratamiento antitumoral con la KD [95]. En consecuencia, en el modelo
animal se seleccionaron tres genes importantes que expresan proteinas asociadas a este proceso:
cpt-1, cpt-2, y acadm.

El cerebro es el 6rgano que mas requiere energia para cumplir sus funciones. Este tiene
como principal combustible energético a la glucosa. Sin embargo, en la KD los niveles de
glucosa disminuyen considerablemente y al presentarse una mayor concentracion de 4acidos
grasos de cadena media, la B-oxidacién se convierte en la via metabdlica por excelencia para
obtencion de energia el cerebro [96]. En el presente trabajo se identifico un aumento significativo
en la expresion del gen cpr-2 en peces alimentados con KD, sugiriendo una actividad metabolica
positiva, al producir energia eficientemente a partir de esta dieta en pez cebra.

En linea con este hallazgo, en el cerebro de los peces con KD también se detecté un
incremento en la expresion de acadm. Estudios ha encontrado que una disminucién en la
actividad de ACADM puede desencadenar una acumulacion de lipidos que estan destinados a la
produccion de energia, lo que causaria un dafio mitocondrial [97]. De manera que la actividad de

esta enzima es esencial para la f-oxidacion y regular los niveles de 4cidos grasos presentes en la
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dieta. Por tanto, la alta expresion de acadm y cpt-2 obtenida en el cerebro de peces con KD
sugiere que la dieta podria tener un papel neuroprotector frente a un efecto lipotoxico.

Como se ha mencionado antes, la KD resulta en la limitacion de la glucdlisis al aumentar
la oxidacion de 4cidos grasos [98], causando cetosis e induciendo anaplerosis, asi como
restauracion de neurotransmisores y la funcidon de canales idnicos [98]. Nuestros resultados
muestran el incremento en la expresion de genes como ogdha e idh2 en el cerebro de peces con
KD, indicando que el producto de la B-oxidacion (Acetil-CoA) podria estar ingresando a ciclo de
Krebs. En adicion, estudios han reportado que una actividad disminuida de la enzima OGDHA
esta relacionada con la disfuncién mitocondrial presente en los procesos neurodegenerativos [21],
Ademas, se ha reportado que los productos de la actividad catalitica de IDH, el a-cetoglutarato y
NADPH, son importantes en procesos de regulacion celular, incluida la defensa frente a estrés
oxidativo, sintesis de acidos grasos y biosintesis de colesterol [99]. Por lo tanto, el incremento en
la expresion de ogdha e idh también podria sefialar un efecto neuroprotector de la KD en el
cerebro [100].

En el presente trabajo, se utilizé una KD que dentro de sus componentes no sélo contenia
AGCM sino también colesterol. Estructuralmente, esta molécula es indispensable para las
membranas celulares, modulando la fluidez, permeabilidad y funcion celular [101]. El cerebro es
considerado el d6rgano mas rico en colesterol, conteniendo aproximadamente el 20% del
colesterol total, encontrandose en las vainas de mielina y membranas de astrocitos y neuronas
[102, 103]. Sin embargo, el exceso de este componente también puede traer consecuencias
negativas, como la hipercolesterolemia o aterosclerosis y enfermedades neurodegenerativas [101,
102], por lo que es importante metabolizarlo. Esta actividad es cumplida por la enzima ABCA-1,

para la cual se ha reportado que sus alteraciones en el SNC se relacionan con déficits
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estructurales y funcionales de las neuronas [83]. La disminuciéon de ABCA-1 puede llevar a la
acumulacioén de lipidos en astrocitos y microglia [55][104]. Teniendo en cuenta lo anterior, desde
los resultados obtenidos en el presente estudio, el incremento en la expresion de abca-1, como
consecuencia de la KD, estaria manifestando una apropiada regulacion del colesterol en presencia
de una dieta alta en grasas.

También se ha demostrado que el GBM necesita colesterol como molécula estructural
para sobrevivir, por lo que es importante la actividad de ABCA-1 que regula los niveles de
colesterol disponibles para el tumor [105]. Asi mismo, se ha reportado que las células del glioma
son capaces de aumentar la sintesis de colesterol, por lo que la elevada expresion de abca-1
podria relacionarse con el adecuado control del colesterol en el cerebro [103].

Adicional a la influencia de la KD en metabolismo, esta dieta ha demostrado tener un
efecto positivo en procesos neuroinflamatorios [106], por lo que fue relevante también valorar
factores asociados con inflamacion. Desde los ultimos tiempos, se le ha otorgado un papel
antiinflamatorio a la KD reduciendo la capacidad proliferativa del tumor [107]. Por otro lado,
también puede influir la disminucion de carbohidratos generada por KD, donde se ha encontrado
que esta condicion puede aumentar la expresion de PPAR-y y disminuir la expresion de genes
proinflamatorios como i/-6 y tnf-a, en tejido adiposo de raton [107-109]. En contraposicion con
estos antecedentes, en este trabajo encontramos un aumento en la expresion de moléculas
proinflamatorias como ifn-y, il-§ y mmp-9 en el tejido cerebral del grupo KD. No obstante, es
importante considerar la particularidad de cada tejido, ademas de factores asociados con el
modelo experimental como el tiempo de exposicion a la dieta, el cual puede afectar de manera
diferencial la respuesta cerebral del pez cebra. En el cerebro, el perfil de cuerpos cetonicos que

puede utilizar esta limitado por la formulaciéon y dosis de la KD [110]. Esto se ha demostrado
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experimentalmente al reportar que los niveles plasmaticos de -hidroxibutirato y acetoacetato se
alcanzan luego de 15 minutos tras la inyeccion DL-B-hidroxibutirato en pacientes sanos [110].
No obstante, no existen estudios disponibles en el modelo de pez cebra donde se evidencien los
cambios cinéticos del perfil inflamatorio relacionados con el tiempo de administracion a la KD.

Otro aspecto que se evalud en el cerebro de los peces con KD fue la expresion de los
isotipos de PPAR, dado que existen multiples estudios que los relacionan con la modulacion de la
respuesta a los acidos grasos [111, 112] Teniendo en cuenta esto, nuestros resultados reportan
una incrementada expresion del receptor PPAR-y. Similar a este hallazgo, un reciente informe
indica que el tratamiento con KD en ratones aumenta la expresion de PPAR-y cerebral [113]. El
incremento en la expresion de este isotipo puede estar asociado a su papel como promotor de los
procesos de cetogénesis y cetdlisis [110]. Por el contrario, el isotipo PPAR-f presentd una
disminuciéon significativa en su expresion en el grupo de peces alimentado con la KD, este
resultado es positivo, ya que se ha encontrado que este isotipo del receptor se encuentra asociado
con la angiogénesis y supervivencia tumoral [114].

Aunque no exploramos el papel de la KD en el crecimiento tumoral, es importante resaltar
que la sobreexpresion de PPAR-y causada por la dieta podria tener un impacto en el tratamiento
del glioblastoma. Estudios han evidenciado que la activacion de PPAR-y causada por la KD
genera un efecto supresor de la neuroinflamacién en el hipocampo de ratones con convulsiones
[110]. Ademas, se ha reportado que el agonista de PPAR-y pioglitazona y la sobreexpresion del
receptor reducen la viabilidad de células de gliomas humanos in vitro [115]. De forma
complementaria, se haencontrado que el agonista de PPAR-B GW501516 es capaz de aumentar

la expresion del factor
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de crecimiento endotelial vascular (VEGF) en células tumorales de colon [116, 117]. También se
ha encontrado que GW501516 induce la expresion de i/-8 en células endoteliales, lo que genera
aumento de angiogénesis y metastasis en cancer de piel [116, 118]. Por tanto, la expresion
reducida de PPAR-f encontrada en nuestro estudio, sugiere efectos positivos para la disminucion
del crecimiento tumoral a partir de la KD.

Los resultados obtenidos en el modelo animal con KD nos sugieren un comportamiento
metabodlico acorde a lo esperado, pero que requiere ser profundizado en los aspectos
inflamatorios del mismo. Es importante que posteriores investigaciones aborden el efecto de la
KD en el tiempo y en los diferentes tipos celulares encontrados en el SNC. Adicionalmente, el
papel de PPAR en este modelo frente a la dieta cetogénica fue llamativo, al mostrar aumento en
la expresion PPAR-y relacionado con un efecto neuroprotector; mientras que el isotipo PPAR-f
que se ha encontrado relacionado con el crecimiento tumoral, presentd expresion disminuida. En
consecuencia, el modelo de pez cebra tiene un gran potencial para ser explorado en el contexto de
la KD y su impacto de en desarrollo tumoral.

Teniendo en cuenta el potencial de la KD en el control del crecimiento del GBM se disefid
una aproximacion experimental a una KD in vitro. Para esto se cultivd una linea celular de
glioblastoma derivada de astrocitos humanos, empleando medio de cultivo bajo en glucosa
suplementado con C8, C10 o agonistas de PPAR-a o0 PPAR-B. En GBM se ha encontrado que la
restriccion caldrica, y el aumento de B-oxidacion podrian conducir a un estrés energético,
eventualmente letal para el tumor [119]. Esto se relaciona con el alto costo metabolico que
requiere mantener la oxidaciéon de dacidos grasos, lo cual impediria la supervivencia y

proliferacion de GBM en su microambiente [119].
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En relacion con los cambios en expresion génica, se identificé una mayor expresion de
ACADM en condiciones de B.G. independiente del tratamiento empleado. Este aumento es
congruente con reportes previos que han encontrado que los astrocitos primarios humanos en
condiciones de glucosa baja aumentan la oxidacion de acidos grasos [120]. En adicién, en
glioblastoma se ha determinado que la baja expresion de ACADM podria ocasionar disfuncion
mitocondrial, al provocar acumulacion de AGCM, generando lipotoxicidad [97].

En el caso de los astrocitos, los principales cuerpos cetonicos son f -hidroxibutirato y
acetoacetato que son captados a través del transportador MCT1, codificado por el gen SLCI16A41.
Los niveles de expresion de este gen se vieron regulados positivamente en medio B.G. sin
ligandos para los receptores PPAR, lo que facilitaria la captacion de cetonas para obtencion de
energia. Ademas, al disminuir los niveles de glucosa en el medio, el ingreso de cetonas al ciclo de
Krebs es directo a través del acetil-CoA [121], lo cual podria estar relacionado con el incremento
en OGDH e IDH en medio B.G. De esta manera, en cancer, la pérdida en la funcion de IDH es
critica [100].

Notablemente, la disminucion de glucosa en el medio de cultivo parece potenciar la [3-
oxidacion, independiente de la suplementacion con acidos grasos o agonistas de los isotipos de
PPAR. Los resultados sugieren que el ciclo de Krebs también se mantiene activo como parte de
su mecanismo para obtencion de energia. Sin embargo, la activacion de los receptores PPAR
parece modular hacia la baja las enzimas de ciclo de Krebs y el transporte de monocarboxilato, lo
cual podria repercutir en la adquisicion de energia de las células tumorales [122, 123].

En glioblastoma y gliosarcoma se ha encontrado que la expresion de CCND3 promueve la
pérdida del control del ciclo celular [124], de manera que este gen podria estar involucrado en el

desarrollo y progresion del GBM [125]. En el linaje celular empleado se identificé un incremento
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en la expresion de CCND3 en presencia de ligandos de los receptores PPAR en medio B.G.,
sugiriendo una promocioén del ciclo celular. A pesar de esto, la elevada expresion del gen PTEN
observada en presencia de C8 y C10; y de BCL-2 en todas las condiciones experimentales en
medio B.G podria relacionarse con una disminucion en la progresion tumoral [126]. En conjunto,
estos resultados parecieran sugerir la activacion de vias opuestas, por lo que resulta esencial
realizar ensayos funcionales de proliferacion celular que ayuden a esclarecer este aspecto. No
obstante, existen reportes que han encontrado que solo la disminucién de glucosa es capaz de
inducir apoptosis en células de glioblastoma multiforme aunque no en astrocitos normales [126,
127].

Relacionado con esto, también se ha determinado que en presencia de glucosa baja y
AGCM se podria inducir una disfuncion mitocondrial, basado en la elevada expresion de genes
metabdlicos e inflamatorios con estos tratamientos, que podrian desencadenar un proceso
apoptdtico en las células [128]. En consecuencia, es de esperarse una disminucion en la
progresion tumoral en nuestro modelo, en condiciones de baja glucosa y presencia de C8 y C10
mediado por la activacion de los receptores PPAR. Se ha reportado que los astrocitos son
dependientes de glucosa como fuente principal de energia, sin embargo, se ha reportado que la
energia total del cerebro en adultos puede surgir de la oxidaciéon de acidos grasos [129]. La linea
celular T98G cultivada en medio bajo en glucosa presentd un cambio de expresion para ambos
isotipos de PPAR (PPAR-a, PPAR-p).

Asi mismo, también se han encontrado reportes sobre una posible actividad tumoral para
este receptor cuando se encuentra activo [130], por lo que se destaca la importancia de esclarecer
el rol de PPAR-a en la progresion tumoral. Es importante destacar que los niveles de expresion

de PPAR-B se vieron drasticamente reducidos en las células cultivadas en medio B.G
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independiente del tratamiento analizado. Esto resalta la importancia de este receptor en la KD.
Como se ha mencionado anteriormente, respecto a PPAR-f se ha encontrado que tiene un papel
importante sobre la angiogénesis fisiologica. Esto se respalda en un estudio que demostré que el
agonista GW501516 aumenta la proliferacion de células endoteliales, asi como la expresion del
factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) y su receptor (VGEFR1) [131].

Ahora bien, con el proposito de evaluar el papel de los isotipos de PPAR en las
condiciones de baja glucosa y presencia de los acidos grasos C8 y C10, se realizd un
silenciamiento génico de la expresion de cada isotipo en la linea celular de glioblastoma. El
efecto del knockdown de PPAR-a en medio B.G present6é una tendencia hacia el aumento en
todos los genes, mientras que en medio N.G su efecto fue més sutil. Los cambios inducidos por
PPAR-a en la expresion de genes asociados con metabolismo sugieren una sensibilidad del
receptor a los niveles de glucosa y una participacion importante en la modulacion de la B-
oxidacion. Es reconocido que PPAR-a juega un papel importante en el metabolismo lipidico,
implicado en la captacion, unioén y oxidacion de acidos grasos [132]. En condiciones de B.G. y
knockdown de PPAR-o. el aumento en expresion de genes de B-oxidacion y ciclo de Krebs,
sugiere que ademas de la particion de PPAR-a, existen otros mecanismos que permiten potenciar
la obtencion de energia a partir de esas vias.

Se ha encontrado que el fenofibrato induce la produccion de B-hidroxibutirato en células
de glioblastoma, la cual es independiente de la actividad de PPAR-a y de su nivel de expresion.
La cetogénesis inducida por fenofibrato estd relacionado con la detencién de crecimiento de
células cancerosas [123].

Los astrocitos tienen la capacidad de producir cuerpos cetdnicos que sirven como

substrato energético neuronal cuando los niveles de glucosa son bajos [133, 134]. Estos cuerpos
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cetonicos también pueden ser liberados por las células de glioblastoma funcionando como
combustible y como protector neuronal en el microambiente del tumor [133]. En este trabajo, se
logré identificar que en medio B.G se incrementa la expresion del transportador de
monocarboxilato, SLC16A41, al tratar las células con los acidos grasos o fenofibrato en la linea
celular con siRNA PPAR-a, sugiriendo un incremento en el ingreso de cuerpos cetonicos a las
células del glioblastoma. No obstante, se ha encontrado que los canceres primarios del SNC no
tienen la capacidad de metabolizar cuerpos cetdnicos para su propio beneficio [133]. Por tanto, es
de esperarse que a pesar de la presencia de los cuerpos cetoénicos no se obtenga energia a partir de
los mismos.

En linea con lo anterior, se busco identificar si este evento podria tener relacion con el
perfil de moléculas pro y antiapoptéticas, sin embargo, el comportamiento nuevamente no fue
claro y requiere que se realicen nuevos ensayos funcionales en proliferacion celular que indiquen
si hay un déficit energético que disminuya el crecimiento tumoral. La reprogramacién metabolica
generada por cada tratamiento en condiciones de baja expresion para este receptor se podria
relacionar con la alteracion del efecto Warburg, donde se ha reportado que PPAR-a podria
inducir muerte celular en células cancerigenas al bloquear este efecto [135].

Sin embargo, existen varias teorias sobre el papel de PPAR-a en el crecimiento celular
donde se que ha probado que este receptor es capaz de bloquear apoptosis celular mediada por
TNF-a [102]. Esto podria relacionarse con la expresion de genes asociados a crecimiento tumoral
encontrados en el presente trabajo. Donde bajo el efecto del silenciamiento de PPAR-a indujo a la
disminucion de la expresion de CCND3 en condiciones N.G, y de CCND3, BCL-2 y PTEN en
medio B.G. Por otra parte, se ha encontrado que la eliminacién de PPAR-a disminuye las

capacidades proliferativas y de formacion de tumores de glioblastoma [76]. Esta actividad podria
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ser cumplida también por su agonista Fenofibrato indicando que la actividad positiva de este
agonista podria ser independiente de PPAR-a [130].

Se ha encontrado también que el bloqueo de PPAR-a podria ocasionar anomalias
metabdlicas profundas en tejidos como el higado y el corazén, debido a su importancia en -
oxidacién [136]. Sin embargo, en ese mismo estudio se demostrd que los isotipos PPAR-a y
PPAR-B y participan en diversas vias celulares abundancia de reacciones, por lo que altos niveles
de PPAR-B podria lograr compensar las deficiencias del otro isotipo [136]. En el presente trabajo
se evidencido que, en las células de glioblastoma, los procesos metabdlicos asociados a los
tratamientos con 4cidos grasos no se vieron fuertemente afectados en la linea celular con
knockdown para PPAR-a por lo que posiblemente PPAR-[ esté respaldando esta actividad.

De los tres isotipos de PPAR, PPAR-B es el menos explorado y en la presente
investigacion se destaca su papel en la KD y el proceso tumoral. Los cambios inducidos por
PPAR-B sugieren una estrecha relacion del receptor con los niveles de glucosa y una
participacion importante en la modulacion de la expresion de enzimas que participan en -
oxidacion, ciclo de Krebs y en los genes de crecimiento tumoral seleccionados [114].
Notoriamente, en condiciones de glucosa reducida y knockdown de PPAR-f se observd una
ausencia de expresion de /DH, pero aumento de OGDH en todos los grupos experimentales,
indicando una marcada alteracion en el ciclo de Krebs.

Al analizar el comportamiento solamente en medio B.G. con las células silenciadas para
PPAR-f se percibe una importante participacion de C8 en el aumento de todos los genes
evaluados, exceptuando CCND3. Aunque C10 y GW501516 también aumentan expresion génica,
parecen perder su capacidad para modular ACADM y OGDH. Este comportamiento sugiere que

C8 puede actuar a través de vias alternativas y reafirma que PPAR-§ es un regulador metabdlico
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clave tanto de pB-oxidacion como del ciclo de Krebs. Estudios complementarios de metabolémica
podrian ayudar a esclarecer y validar las rutas metabolicas influenciadas por este receptor.

Con respecto a su agonista GW501516 se ha reportado un papel interesante en la
regulacion de la inflamacién mediada por el inflamasoma NLRP3, especificamente en astrocitos
murinos [137]. En el presente trabajo se encontré un aumento significativo en la expresion de
genes de OGDH y disminucion significativa de CCND3 cuando se silencia PPAR- en medio
B.G. En estas mismas condiciones, los AGCM disminuyeron significativamente la expresion de
genes tumorales, indicando una posible represion del crecimiento celular.

Respecto al papel de PPAR-B en el crecimiento tumoral, se ha encontrado que este
receptor promueve la angiogénesis fisioldgica y patoldgica [131]. Donde se ha encontrado mayor
neovascularizacion tumoral y mayor crecimiento tumoral en diferentes tumores de animales que
presentan sobreexpresion de PPAR-f, aunque este comportamiento podria variar en diferentes
tipos de cancer [131]. Esto se pudo confirmar en el ensayo in vitro, ya que al silenciar este gen en
la linea T98G se generd disminucioén en la expresion de CCND3 en condiciones de glucosa
normal, indicando que PPAR-f estaria implicado en la promocion del ciclo celular. No obstante,
en medio B.G la reduccion de CCND3 estuvo acompafiada por la de PTEN y BCL-2 (en C8 y
C10), sefialando nuevamente que la reduccion en glucosa cumple un papel clave en la actividad
de PPAR-B y su influencia en las vias de crecimiento tumoral. Aunque no es posible afirmar si el
rol de este isotipo en nuestro modelo es promotor de crecimiento tumoral. Los hallazgos de otros
autores han demostrado que PPAR-B puede unirse a un supresor de la respuesta inmunitaria
especifico BCL-6, caracterizado por encontrarse en varios linfomas. Esta unién conlleva a una

actividad antiapoptotica para el tumor inducida por este receptor [138].
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Curiosamente, al cambiar los niveles de glucosa y silenciar el isotipo PPAR-f, los
resultados proponen que la disminuciéon en la expresion de genes tumorales inducida por los
acidos grasos C8 y C10, podria influenciar el crecimiento tumoral y ser importantes factores a
considerar en la dieta cetogénica [139].

Bajo el efecto de ambos silenciamientos en medio bajo en glucosa se observd que al
silenciar PPAR-o. se incrementaba significativamente la expresion de PPAR-f, y al silenciar
PPAR-f se aumentaba la expresion de PPAR-o. Previamente, se ha reportado que la
sobreexpresion de PPAR-f podria suprimir la actividad de los isotipos PPAR-a y PPAR-y [140].
Por consiguiente, es de esperarse que condiciones de estrés por baja de glucosa y baja expresion
de uno de los isotipos, se altere la expresion de los otros receptores de PPAR, actuando como una
respuesta compensatoria.

Gran parte de la informacion reportada sobre los receptores PPARs manifiesta una
actividad antiinflamatoria inducida por productos de 4cidos grasos [141]. Sin embargo, en el
presente estudio se encontré que para el modelo in vivo (pez cebra) e in vitro (T98G) el aumento
en la expresion de /L-8 fue dependiente de la concentracion de glucosa e independiente de la
presencia de PPAR-a. Por lo que el medio B.G podria estar induciendo estrés en nuestros
modelos experimentales, que conllevan a esa posible respuesta inflamatoria. Se ha encontrado
que los niveles de glucosa afectan el microambiente de los astrocitos, alterando su metabolismo y
homeodstasis cerebral. Los cambios en los niveles de glucosa podrian inducir dafio glial por
disminucion de la proliferacion astrocitica e inducir disfuncion mitocondrial y aumentar la
liberacion de citocinas inflamatorias [142].

En contraste con lo ocurrido con PPAR-q, al silenciar PPAR-f el tratamiento con C8 fue

el tnico que gener6 un incremento de expresion de /L-§ en medio B.G, indicando un efecto
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especifico para este acido graso y una regulacion positiva de los niveles de IL-8 por parte de
PPAR-B. Estos hallazgos sugieren que PPAR-B es necesario para modular la respuesta
inflamatoria y que C8 puede emplear una via alternativa a este isotipo. Cabe resaltar que en
glioblastoma, IL-8 participa en la progresion del tumor al promover la proliferacion celular y la
neovascularizacion [143], por lo que mds procesos tumorogénicos adicionales pueden estar
siendo afectos al silenciar PPAR-p.

Para respaldar estos resultados, se realizé la cuantificacion de proteinas asociadas a
inflamacion: IL-1p, IL-6, IL-8, IFN-y, MMP-9 y TNF-a. en medio B.G los 4cidos C8 y C10
provocaron mayor produccion de IL-1p, citocina fuertemente relacionada con la proliferacion en
tumores de glioblastoma [144]. Curiosamente, los tratamientos empleados en medio B.G
disminuyeron la produccion de IL-6. La produccioén de esta citocina es altamente frecuente en
células de glioblastoma in vivo e in vitro y juega un papel en el edema tisular, angiogénesis e
inflamacion en este tipo de tumor [144, 145]. Tanto en medio alto como bajo en glucosa y en
presencia de C8 y C10 estaria predominando la secrecion de citocinas proinflamatorias. Este
comportamiento indica que los 4cidos grasos si participarian en un efecto proinflamatorio que
promueve crecimiento tumoral. Por su parte, los agonistas de PPAR, fenofibrato y GW501516
disminuyeron la secrecion de IL-6 e IL-8 en condiciones de baja glucosa, siendo mayor la
reduccion con GW501516. Estos hallazgos sefialan que la activacion fuerte y especifica de
PPAR-a y PPAR-P impactaria negativamente la actividad inflamatoria.

Teniendo en cuenta la relevancia del receptor PPAR-B, se realizé un andlisis del perfil
inflamatorio para la condicion siRNA PPAR-B. Notablemente, en medio N.G todas las citocinas
y MMP-9 presentaron un incremento respecto a la linea sin silenciamiento. En medio B.G

también se detecté un incremento en la secrecion de citocinas proinflamatorias (IL-6 e IL-8) en
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las células interferidas para PPAR-f5, aunque menos marcado. Algunos autores han reportado que
cuando se activa PPAR-} con su agonista GW501516 se disminuye la inflamacion mediada por
el inflamasoma NLRP3, especificamente en astrocitos murinos [137]. Nuestros resultados: (1)
apoyan la evidencia de que PPAR-B regula la produccion de proteinas proinflamatorias; (2)
revelan el papel crucial de este isotipo en el microambiente inflamatorio tumoral; y (3) destacan
la importancia de la disminucion de glucosa como factor potenciador del proceso inflamatorio.

La angiogénesis inflamatoria es elemental para el proceso de progresion tumoral. En este
proceso participan proteinas como la IL-8 que regula la angiogénesis por medio del reclutamiento
de neutréfilos, que promueve la actividad de VEGF [146]. Basicamente, PPAR-B es un factor
indispensable en la angiogénesis tumoral mediada por factores inflamatorios que se asocian al
microambiente tumoral. Considerando que la inflamaciéon hace parte de la respuesta cronica de
células asociadas a gliosis, la disminucion de inflamacion cronica mediante el uso de agonistas de
PPAR es una estrategia de proteccion para las células neuronales involucradas en Alzheimer,
Parkinson y esclerosis multiple [23]. Sin embargo, es importante analizar con precaucion esta
informacion. Como se ha mencionado anteriormente, la elevada expresion PPAR-f se ha
relacionado con un estadio tumoral avanzado patoldégicamente y mayor probabilidad de
metastasis [146], por lo que resulta esencial ahondar en sus mecanismos, ligandos, y grados de
activacion que conducen a diferentes fenotipos.

Considerando que la inflamacién hace parte de la respuesta cronica de células asociadas a
gliosis, la disminucion de inflamacidén créonica mediante el uso de agonistas de PPAR es una
estrategia de proteccion para las células neuronales involucradas en dichas enfermedades [23].
Sin embargo, es importante analizar con precaucion esta informacion.

Para finalizar, en el tratamiento inflamatorio con IL-1P en la linea celular T98G se
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encontrd, para aquellos genes que mostraron cambios significativos, una disminucién en la
expresion de todos los genes metabolicos, inflamatorios, de crecimiento tumoral y PPAR
evaluados. Respecto a /L-8, la disminucion de su expresion resulta ser positiva frente al efecto de
la disminucion de glucosa en un estado inflamatorio, ya que esta interleucina es importante en la
inflamacion astrocitaria inducida por TNF-q, IL-1 e IFN-y in vitro.

En un estado inflamatorio, se ha encontrado que el metabolismo lipidico es interrumpido
pero el fenofibrato es capaz de reprimir la inflamaciéon con el fin de mantener un estado
metabolico estable. En esta investigacion se identificoé un comportamiento similar, ya que el
fenofibrato disminuyd la expresion de genes metabolicos (ACADM, OGDHA), también
disminuy¢ la expresion del gen inflamatorio i/-8, teniendo un posible efecto neuroprotector en
medio bajo en glucosa [147]. Este agonista fue el unico elemento que bajo efectos inflamatorios
disminuyo la expresion del gen proapoptotico PTEN por lo que podria disminuir la supervivencia
en la linea celular T98G [148]. Esto le otorga un papel importante al fenofibrato en la
disminuciéon de la tumorigensis [133, 149]. Asi mismo, en condiciones inflamatorias, el
fenofibrato tuvo una respuesta importante al aumentar significativamente la expresion de PTEN y
BCL-2 en medio N.G, pudiéndose relacionar con la disminuciéon del crecimiento tumoral. Por
otro lado, con estado inflamatorio en B.G el protagonista fue GW501516 que increment6 la
expresion de /L-8 y BCL-2. Estos resultados soportan el papel importante de los receptores PPAR

en la respuesta tumoral.
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En el presente trabajo se logré determinar el papel de PPAR frente a la actividad de
células de glioblastoma in vitro. Se encontré6 que PPAR- si podria tener efectos que promueven
la supervivencia de células tumorales. Los acidos grasos de cadena media son capaces de regular
la actividad inflamatoria en la linea celular T98G a pesar de que no regulan de forma significativa
los genes asociados a tumor. El metabolismo de los 4cidos grasos estd fuertemente influenciado
por los acidos C8 y C10. Asi mismo, el agonista de PPAR-a presentd un papel importante frente

a la expresion de OGDHA, PTEN E IL-8 en condiciones inflamatoria.
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CONCLUSIONES

En nuestro modelo in vivo de pez cebra se encontrd que la dieta cetogénica podria tener
un papel neuroprotector al promover el metabolismo de 4cidos grasos de cadena media, al
aumentar el proceso de P-oxidacion, lo cual en un modelo in vivo con glioblastoma podria
generar estrés en células tumorales. Adicionalmente, el transporte de colesterol inducido por la
dieta cetogénica en el cerebro también podria tener un efecto positivo frente al glioblastoma, ya
que regula los niveles de colesterol disponibles para el tumor, evitando su supervivencia. Sin
embargo, es importante tener en cuenta el tiempo de exposicion de la dieta, ya que esto puede
influir en la respuesta cerebral, aumentando la expresion de genes inflamatorios cuando la dieta
es prolongada. Por otro lado se identificé que en condiciones de KD el cerebro promueve la
expresion de PPAR-y, que se ha caracterizado por presentar un papel neuroprotector. Por el
contrario, indujo disminuciéon en la expresion de PPAR-B, este resultado en condiciones
tumorales podria ser positivo ya que este isotipo se ha caracterizado por promover la
supervivencia y crecimiento tumoral.

Respecto al modelo in vitro, se corroboré un papel importante para el isotipo PPAR-f,
donde al silenciar este gen se observo la disminucion de la expresion de genes asociados a
crecimiento tumoral en condiciones de baja glucosa, corroborando el papel que tiene este isotipo
en la tumorigensis del glioblastoma. A pesar del efecto de este isotipo en la supervivencia
tumoral, se encontrd que el bloqueo en su expresion en condiciones N.G desencadena una mayor
secrecion de proteinas inflamatorias tales como IL-6, IL-8 e IFN-y También se encontrd que
PPAR-f es un importante regulador del metabolismo asociado a B-oxidacion y ciclo de Krebs.

Adicionalmente, su agonista GW501516 podria promover el transporte de cuerpos cetonicos,
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disminuir la supervivencia celular y activar PPAR-a como una posible respuesta compensatoria a
la ausencia de PPAR-B. En condiciones inflamatorias en medio B.G, este agonista presentd
mayor afinidad por su receptor, aumentando su expresion. Esto hallazgos estan relacionados con
la disminucioén de glucosa en el medio, que promueve estos efectos positivos bajo el efecto de
knockdown de PPAR-p.

Respecto a PPAR-a los hallazgos obtenidos también estuvieron sujetos a la concentracion
de glucosa, donde se encontré que en medio B.G el knocdown de este isotipo podria inducir el
transporte de monocarboxilato en presencia de C8, C10 o fenofibrato. Esto es importante
teniendo en cuenta que la cetogénesis inducida por fenofibrato est4 relacionado con la detencion
de crecimiento de células cancerosas. El fenofibrato también presentd un papel importante en
condiciones de siRNA PPAR-a aumentando la expresion del gen antiapoptdtico PTEN. Por otro
lado en medio B.G se observo que al silenciar PPAR-o se incrementa significativamente la
expresion de PPAR-f, y al silenciar PPAR-ff se aumenta la expresion de PPAR-a, por lo que se
propone una respuesta compensatoria entre estos dos receptores. Del mismo modo, en
condiciones de estrés por baja de glucosa y baja expresion de uno de los isotipos, se altere la
expresion de los otros receptores de PPAR.

A pesar de los efectos positivos que puede tener el estado cetogénico frente al crecimiento
tumoral, respecto a inflamacion se encontrd que en condiciones B.G se incrementa la expresion
de IL-8, principalmente con C8. De manera que al disminuir la glucosa, este tratamiento podria
inducir estrés en las células. De forma similar, en condiciones no silenciadas y de knockdown
para PPAR-o se indujo estrés bajo el efecto de todos los tratamientos. A pesar de esto, los
agonistas de PPAR, fenofibrato y GW501516 disminuyeron la secrecion de IL-6 e IL-8 en medio

B.G, por lo que nosotros sefialamos que la activacion fuerte y especifica de PPAR-o y PPAR-f3
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impactaria negativamente la actividad inflamatoria. Es importante resaltar que la secrecion de
proteinas inflamatorias estaria fuertemente ligada al silenciamiento de PPAR-f, ya que en
condiciones sin silenciamiento, se disminuy6 la secrecion de IL-6 e IL-8. Sin embargo, bajo el
efecto de siRNA PPAR-f en medio N.G se vio incrementada la secrecion de IL-8, IL-6 e IFN-y.
Finalmente, se espera realizar mas investigaciones que profundicen el papel de PPAR-J,
principalmente, con el fin de mejorar el conocimiento sobre este receptor y poder utilizarlos

como diana terapéutica.
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