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Resumen

El glioblastoma es el tumor mas agresivo y maligno del cerebro, con una tasa de supervivencia no mayor
a los 12 meses. En la actualidad se ha evidenciado resistencia a los tratamientos, por lo que hay una
necesidad de explorar terapias adyuvantes de los ya existentes. Entre los que se encuentra la dieta
cetogénica a base de dacidos grasos libres de cadena media que ha demostrado propiedades
antiangiogénicas, antiinflamatorias y proapoptoticas en diversas enfermedades. En este estudio se
evalud la proliferacion celular, el estrés oxidativo, y la expresion relativa de los genes tumorales PTEN,
CCND3, HIF lay BCL2 en las células T98G después de la adicion de acido octanoico y decanoico
durante 3 dias. Se encontrd una reduccion en la proliferacion celular, en los niveles de superdxido y
especies reactivas de oxigeno tanto en células tratadas con acido octanoico como con acido decanoico.
Ademas, se evidencio una reduccion de BCL2 en células con 4cido decanoico y un aumento en la
expresion de PTEN con acido octanoico bajo en glucosa lo que sugiere una recuperacion en el control
de muerte celular. El estudio demuestra el uso potencial in vitro de los 4cidos grasos de cadena media

como terapia adyuvante.

Abstract

Glioblastoma is the most aggressive and malignant tumor of the brain, with a survival rate of no more
than 12 months. Currently, resistance to treatments has been evidenced, so there is a need to explore
adjuvant therapies to those that already exist. Among them is the ketogenic diet based on medium-chain
free fatty acids, which has shown antiangiogenic, anti-inflammatory and proapoptotic properties in
various diseases. In this study, cell overload, oxidative stress, and the relative expression of PTEN,
CCND3, HIF 1la, and BCL2 tumor genes in T98G cells after octanoic and decanoic acid

supplementation for 3 days were evaluated. A reduction in cell turnover, superoxide levels and reactive
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oxygen species was found in both octanoic acid and decanoic acid treated cells. In addition, a reduction
of BCL2 in cells with decanoic acid and an increase in the expression of PTEN with low glucose
octanoic acid is evidenced, which suggests a recovery in the control of cell death. The study

demonstrates the potential in vitro use of medium chain fatty acids as adjuvant therapy.

Keywords: glioblastoma, decanoic acid, octanoic acid, oxidative stress, proliferation
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Introduccion

El glioblastoma (GB) es el tumor cerebral més agresivo, maligno y comun en el cerebro, aunque
también puede presentarse en la médula espinal, cerebelo y tronco encefalico (Davis, 2016). El GB
representa el 14,5% de todos los tumores del Sistema Nervioso Central (SNC) (Grochans et al., 2022) ,
el 48,6% de los tumores malignos y posee una incidencia a nivel mundial de 3-4 casos por cada 100.000
personas al afio (Cortes et al., 2022). En su mayoria esta enfermedad afecta a personas >40 afios y segiin
el Registro Central de Tumores Cerebrales de Estados Unidos la incidencia de GB aumenta con la edad
llegando a un pico méximo entre los 75-80 afios afectando principalmente a los hombres (Grochans et
al., 2022). En pacientes menores de 70 afios la supervivencia promedio es de 15 meses, en edad
avanzada alrededor de 9 meses (Lombardi et al., 2019) y solo el 10% vive mas de los 5 afios (Lara-
Velazquez et al., 2017). Sin embargo, en Colombia se desconoce la epidemiologia actual del GB.

El GB esta clasificado de acuerdo con la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) como
primario o secundario. El glioblastoma primario o IDH (isocitrato deshidrogenasa) tipo salvaje es el
mas comun ya que abarca un 90% de los casos en adultos mayores de 55 afios y el glioblastoma
secundario o IDH mutante solo afecta al 10% de los casos (Ohgaki & Kleihues, 2013), comiinmente en
jovenes por la progresion de un astrocitoma difuso de bajo grado (II -III) a un grado mas alto (IV)
(Wesseling, 2018). El tumor se forma en las células gliales principalmente en los astrocitos y se clasifica
histopatologicamente como un tumor maligno de grado alto por la presencia de necrosis, una alta tasa
de proliferativa, angiogénesis y capacidad migratoria (Lara-Velazquez et al., 2017; Wirsching et al.,
2016).

Este cancer se caracteriza por una heterogeneidad celular, diversas alteraciones genéticas como
la pérdida de la expresion del gen homoélogo de fosfatasa y tensina (PTEN) (Soomro et al., 2017), la
presencia de hipoxia en todo el tumor por la sobreexpresion del factor HIF entre otros marcadores
moleculares, que ha revelado no solo su complicado perfil genético si no también la dificultad del
desarrollo de una cura (Davis, 2016).

Actualmente, el GB es tratado con una reseccion del tumor que es dificil de lograr por su
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ubicacion, tamafio y amplia infiltracion en el tejido cerebral normal (Lara-Velazquez et al., 2017).

Después de la reseccion, el GB se controla con radioterapia adyuvante fraccionada combinada con el
agente alquilante temozolomida (TMZ) y quimioterapia (Grochans et al., 2022). Sin embargo, se ha
encontrado que el 50% de los pacientes tratados con TMZ son resistentes al tratamiento (Lara-
Velazquez et al., 2017) y suelen presentar efectos secundarios neuroldgicos progresivos durante la
evolucion de la enfermedad, como por ejemplo convulsiones que deben ser tratados con terapia
antiepiléptica (Tan et al., 2020).

Adicionalmente, el GB es resistente a las terapias mencionadas debido a su microambiente
tumoral heterogéneo (Lin et al., 2019), proliferacion celular descontrolada, resistencia a la muerte
celular por sobreexpresion del protooncogén BCL2, entre otros factores (Alves et al., 2021). Aunque se
han evaluado tratamientos como la inmunoterapia, combinando la bevacizumab con temozolomida en
radioterapia, estos no han mejorado la tasa de supervivencia de quienes padecen GB (Chinot et al.,
2014; Medikonda et al., 2021). Por lo anterior, es importante evaluar nuevos tratamientos adyuvantes
para mejorar la tasa de sobrevida y reducir los efectos secundarios de las terapias disponibles.

La dieta cetogénica (DC) es una dieta alta en grasas, baja en carbohidratos y adecuada en
proteinas, la cual favorece la sintesis de cuerpos cetonicos como fuente de energia para las células sanas.
En contraste, en células tumorales se ha evidenciado la incapacidad para utilizar estos metabolitos como
fuente energética debido al metabolismo tumoral (Martin-McGill et al., 2020; Maurer et al., 2011). Las
células cancerosas adquieren de manera selectiva nutrientes del espacio extracelular, promoviendo el
alto paso de glucosa para obtener energia a través de la glucolisis. Sin embargo, estas células pueden
sobrevivir por medio de la glucdlisis aerobica, en donde hay una produccion de lactato que da lugar a
la sintesis de ATP sin emplear el ciclo de Krebs y la fosforilacion oxidativa, proceso conocido
comunmente en cancer como efecto Warburg (Vander Heiden et al., 2009). Aunque es una ruta menos
eficiente energéticamente que la fosforilacion oxidativa, esta via metabolica favorece la proliferacion
celular del tumor en condiciones hipoxicas y también se ha postulado que le permite generar precursores

anabdlicos para la sintesis de acidos grasos y écidos nucleicos con el objetivo de alimentar el
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mantenimiento celular (Agnihotri & Zadeh, 2016). En consecuencia, es de esperarse que la deficiencia

en glucosa de la DC reduzca la capacidad del tumor de realizar glicdlisis y limitar la energia necesaria
para el crecimiento tumoral.

En adicion, las células de GB son incapaces de metabolizar los cuerpos cetonicos no solo por la
disfuncién y cambio metabolico de las mitocondrias sino también porque se ha evidenciado en gliomas
de grado III y IV niveles de expresion bajos en enzimas cetoliticas (Chang et al., 2013). Por lo tanto, la
administracion de una DC proporcionaria una fuente de energia a las células gliales y las neuronas sanas
con mitocondrias funcionales para oxidar los cuerpos cetdnicos, pero limitando la fuente de energia al
glioblastoma dependiente de glucosa.

Entre las variaciones existentes de la DC, el uso de los acidos grasos de cadena media (AGCM),
como el acido decanoico (C10) y acido octanoico (C8) provenientes del aceite de coco, aceite de
almendra de palma, etc (Fernando et al., 2015), han demostrado ser eficaces en pacientes con epilepsia
por su rapida absorcion, oxidacion y reduccion de convulsiones a través de la inhibicion de receptores
AMPA (4cido a-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropidonico) y el aumento en la funcion
mitocondrial cerebral (Augustin et al., 2018). La dieta con AGCM ha demostrado efectos beneficiosos
en enfermedades neurodegenerativas (Cunnane et al., 2020) como el Alzheimer (Avgerinos et al., 2020)
y el Parkinson (Krikorian et al., 2019) por mejorar el rendimiento cognitivo, reducir la inflamacion,
contribuir a la actividad neuroprotectora del cerebro, disminuir las especies reactivas de oxigeno (ROS)
y reforzar las funciones motoras (Rusek et al., 2019; Shaafi et al., 2016).

En comparacion con los 4cidos grasos de cadena larga (AGCL), los AGCM son absorbidos y
metabolizados mas rdpidamente. Se transportan al higado desde el tracto intestinal unida parcialmente
a albumina plasmatica, donde luego ingresan a la membrana mitocondrial interna como &4cidos libres
sin requerir la lanzadera carnitina como los AGCL ni ser esterificados. Posteriormente, son activados a
acetil CoA para iniciar la f-oxidacion mitocondrial y en exceso formar los dos cuerpos cetdonicos
comunmente sintetizados en la cetogénesis, el acetoacetato (AcAc) e P-hidroxibutirato (bHB)

(Grabacka et al., 2016; Schonfeld & Wojtczak, 2016) para proporcionar energia a los tejidos no
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hepaticos (Damiano et al., 2020). Ademas, no solo los AGCM son metabolizados en el higado, estos

pueden a travesar la barrera hematoencefélica (Spector, 1988) y producir cuerpos cetonicos en los
astrocitos (Edmond et al., 1987) funcionando como combustible metabdlico en este linaje celular
(Jensen et al., 2020).

Notablemente, el impacto positivo de los AGCM en el cerebro en casos como la epilepsia ha sido
estudiado, sin embargo, en glioblastoma faltan estudios que evaliien el uso de la dieta con AGCM en la
progresion tumoral y metabolismo cerebral. Por tanto, este trabajo aborda los efectos de los 4cidos
decanoico y octanoico en proliferacion celular, estrés oxidativo y marcadores tumorales en una linea

celular in vitro de GB.

1. Materiales y métodos

1.1 Condiciones del cultivo celular

Las células T98G (glioblastoma humano) se cultivaron inicialmente en DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle Medium) con 4.5 g/L glucosa (medio alto en glucosa) suplementado con suero fetal
bovino (SFB) inactivado por calor al 10% (v/v) y Penicilina/Estreptomicina al 1%
(antibidtico/antimicético) a una temperatura de 37° C y 5% de CO,. Posteriormente algunas células
fueron cultivadas en DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) con 1g/L. de glucosa (medio bajo

en glucosa) en iguales condiciones.

Los acidos grasos fueron evaluados a una concentracion de 250 pM, dato reportado en pacientes
humanos evaluados bajo una dieta con acidos grasos de cadena media (Gough et al., 2021; Puchalska
& Crawford, 2017). Los grupos experimentales evaluados fueron: (1) células sin tratamiento; (2) 4cido

octanoico; (3) acido decanoico; y (4) 4acido palmitico como control al ser un AGCL.

Cada una de las condiciones experimentales se realizé en medio DMEM alto y bajo en glucosa
durante 72 horas, con el proposito de simular la dieta cetogénica. Todos los ensayos fueron realizados

por triplicado.
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1.2 Ensayo de proliferacion celular

Con el objetivo de evaluar los efectos de 4cidos decanoico y octanoico en proliferacion celular se
realizaron ensayos MTT. El ensayo de MTT es una prueba colorimétrica basada en la reduccion de la
sal tetrazolio (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) a través de las enzimas
reductoras mitocondriales a cristales de formazan (Prabst et al., 2017).

Para este ensayo se sembraron 10.000 células/pozo en placas de cultivo celular de 96 pozos en
medio alto en glucosa y bajo en glucosa, se incubaron a 37°C con 5% de CO; durante 24 horas para
permitir su adhesion a la placa. Posteriormente, las células fueron incubadas con los diferentes
tratamientos y monitoreadas a 0, 24, 48 y 72 horas. En cada tiempo a evaluar, se adicionaron 10uL de
MTT a 5 mg/mL por pozo y se incubaron durante 4 horas a 37°C. Pasado el tiempo, se verifico la
formacion de cristales por observacion en microscopio invertido, se retird el medio, se adicionaron 100
pL de dimetilsulfoxido (DMSO) y durante 30 minutos se incub6 para solubilizar los cristales formados.

Luego, la absorbancia se midi6 a 570 nm en un lector de microplacas (Thermo Scientific).

1.3 Prueba de estrés oxidativo

Para evaluar el efecto de los 4cidos grasos en estrés oxidativo, se cuantificaron los niveles relativos
de las especies reactivas de oxigeno (ROS) y de superoxido (Oy) en células adheridas en placa,
utilizando el kit de deteccion de superdxido/ROS celular de acuerdo con el fabricante (ab139476,
Abcam). Resumidamente, en placas de cultivo celular de 96 pozos, se cultivaron 5.000 células con sus
respectivos tratamientos durante 3 dias hasta alcanzar una confluencia de 70-80%. Posterior al tiempo
de incubacion con los acidos grasos, se retird el medio de las células, se lavaron con tampon de lavado
1x, y a las células tratadas se les adicion6 100 pL de solucion de deteccion de ROS/superoxido 2x. A
las células seleccionadas para el control positivo se les adiciond 100 pL de piocianina (200uM) como

inductor ROS y para el control negativo se adicion6 100 pL del inhibidor N- acetil-L-cisteina (5 mM)
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durante 30 minutos a 37°C en oscuridad. Finalmente, la fluorescencia fue determinada en cada placa

en un lector de microplacas de fluorescencia (Cytation™ 3) con un juego de filtros estindar de
fluoresceina (Ex: 488nm, Em: 520nm) y rodamina (Ex:550nm, Em:610nm) en el modo de punto final

(abcam, 2021).

1.4 Evaluacion de expresion génica

1.4.1 Extraccion de ARN

Con el propdsito de evaluar la expresion de los genes tumorales involucrados en proliferacion
celular, muerte e hipoxia bajo las diferentes condiciones experimentales, en una placa de 6 pozos se
cultivaron 2x10° células por pozo, con los diferentes tratamientos y condiciones descritas
anteriormente. Posteriormente, se realizo una extraccion de RNA, transcripcion reversa y PCR en
tiempo real.

Por cada pozo se adicion6 400 ul de trizol durante 5 minutos, reactivo disefiado para el
aislamiento del ARN total. Posterior a esto, se adiciond cloroformo con el objetivo de separar las
muestras en tres fases: fase inferior de fenol cloroformo, en el medio el ADN y en la fase superior el
ARN incoloro. En un nuevo tubo eppendorf se transfirié la capa superior y se extrajo el ARN, este se
precipité con 500 uL isopropanol y se incubd temperatura ambiente durante 10 minutos. Luego las
muestras se centrifugaron durante 10 minutos a 12000 g, el pellet obtenido se lavo con etanol y se
volvio a centrifugar. El sobrenadante se descartd y el pellet formado se homogenizo6 con agua libre de
RNAsas para posteriormente ser incubado por 10 minutos a 55°C y almacenado a -70°C.

La pureza y la cantidad del ARN fue medida por el equipo NanoDrop Spectrophotometer

(DeNovix) en longitudes de onda de 260/280 y 260/230.

1.4.2 Transcripcion reversa
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Las muestras de RNA fueron retrotranscritas a cDNA a través del kit High-Capacity cDNA

Reverse Transcription (No. 4374966, Applied Biosystems). Cada muestra de ARN a una concentracion
de 1ug fue diluida a 10 pL en agua libre de ARNasas. Por cada dilucion se adiciond una mix de buffer
RT, transcriptasa reversa MultiScribe, mezcla de dANTP, inhibidor de RNAsas, primers aleatorios, y
agua libre de nucleasas segun los volimenes indicados por el fabricante (Thermo Fisher Scientific,
2018). En un tubo eppendorf se mezclé 10 pL. de master mix 2X RT con 10 uL. de ARN muestra que
posteriormente fueron homogeneizados. Las muestras fueron retrotranscritas empleando el
termociclador Bio-Rad T100™ bajo las siguientes condiciones: 25°C durante 10 minutos; 37°C durante

120 minutos; 85°C durante 5 minutos; y 4°C. El ADNc se almaceno a -20°C.

1.4.3 PCR en tiempo real

Las muestras de ADNc obtenidas bajo los diferentes tratamientos experimentales fueron analizadas
por PCR en tiempo real para los genes descritos en la tabla 1. Las reacciones de qPCR se realizaron en
el termociclador CFX96TM (Bio-Rad) y mezcla del agente intercalante SYBR Green. La activacion de
la enzima fue a 95°C durante 2 minutos y posteriormente se realizaron 40 ciclos que se compone de tres
etapas: la desnaturalizacion a 95°C por 15 segundos, el anillamiento (descrito en la tabla 1 ), y la
elongacion a 70°C durante 32 segundos). Por cada corrida de gen se incluy6 un control negativo
compuesto por mix y agua libre de RNAsas sin muestra. Al finalizar cada amplificacion, se realiz6 una
curva de disociacion con el propdsito de evaluar la formacion final de un solo producto acuerdo a la

temperatura de disociacion y la grafica de un sola curva o campana de gauss.
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Tabla 1. Genes tumorales asociados a glioblastoma
. T
Nombre Gen Molde Secuencia Anillamiento
Fosfoglicerato PGK 1 Forward | CGGGTCGTTATGAGAGTCG .
quinasa 1 (constitutivo) Reverse | AATTTGATGCTTGGGACAGC 58°C
Reverse | CACTGTGTTGGCATACAGGT 58°C
Regulador de Forward | GACTGAGTACCTGAACCGGC
apoptosis BCL2 58°C
BCL2 Reverse | GTTCCACAAAGGCATCCCAGC
Homologo de Forward | TTTTAAAGGCACAAGAGGCCC
fosfatasa y PTEN 60°C
tensina Reverse | GGGAATAGTTACTCCCTTTTTGT
. Forward | TTACTGGATGCTGGAGGACT
CiclinaD3 | CCND3 15\ crse | TGAAGGCCAGGAAATCATGT 58°C
Factor Forward | GGTCTAGGAAACTCAAAACCTGA
inducible HIF 1 58°C
de hipoxia Reverse | GACGTTCAGAACTTATCCTACCAT

1.5 Analisis de datos

A través del software GraphPad Prism, Version 8.0 se realizo los analisis estadisticos. Cada dato

se consideraron estadisticamente significativos.

de este estudio se expresd como la media + Desviacion estandar (SD). Se realiz6 el analisis estadistico

conuna ANOVA bidireccional y posteriormente una prueba post hoc Tukey. Los valores con un p <0,05

Los datos de fluorescencia para la determinacion de los niveles de ROS/Superoxido se

considerado estadisticamente significativo.

normalizaron utilizando las lecturas de los pozos vacios de la placa y se aplico inicialmente la prueba

de normalidad Shapiro-Wilk, y luego, se realizo una ANOVA unidireccional donde el valor p <0,05 fue

Empleando el método AACt y los niveles de ARN del gen constitutivo PGK se cuantifico la

(Pfaffl, 2004).

expresion relativa del ARNm, con base a la fluorescencia de cada gen, y las eficiencias de amplificacion
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2. Resultados y Discusion

2.1 Efecto del acido octanoico y decanoico en proliferacion celular

Las células de GB al igual que otro tipo de células tumorales sufren cambios moleculares y
celulares que conllevan a la activacion de vias de sefializacion oncogénicas reguladoras de la glucoélisis
aerdbica, supervivencia y la proliferacion celular. A medida que las células tumorales van aumentando
en numero requieren una mayor cantidad de un sustrato energético como la glucosa para el
mantenimiento celular a través del efecto Warburg, lo que sugeriria que una deplecion en el precursor
de vias glucoliticas podria reducir la supervivencia de estas células. Por ello, en este trabajo
disminuimos la concentracion de glucosa y suministramos AGCM como el 4cido octanoico y decanoico
en las células T98G de glioblastoma con el fin de simular las condiciones de una dieta cetogénica y
observar su influencia en la tasa proliferativa.

Los efectos inducidos por cada acido graso en la proliferacion celular se evaluaron en relacion
con las células sin tratamiento y cultivadas en medio bajo en glucosa a 0, 24, 48 y 72 horas (figura 1).
A las 24 horas no se evidenciaron cambios significativos con ningin AGCM, ostentando un
comportamiento similar al reportado previamente en otro estudio (Damiano et al., 2020). En contraste,
a las 48 horas de incubacion el acido octanoico (p = 0.0021) y acido palmitico (p = 0.0009) presentaron
una reduccion significativa en la proliferacion celular con mayor significancia que las células con acido
decanoico (p =0.0199) en comparacién con el control de células sin tratamiento (figura 1b y c). A las
72 horas, el acido decanoico (p = 0.0019), octanoico (p = 0.008) y palmitico (p = 0.0004) también
tuvieron una reduccion significativa en la proliferacion en comparacion con las células sin tratamiento
en el tiempo 0 como lo evidencia la figura 1 y una mayor reduccion en la proliferacion que a las 48
horas respecto al tiempo 0.

Se esperaba observar una mayor reduccion en proliferacion por parte de los AGCM octanoico y
decanoico respecto al AGCL, no obstante, el acido palmitico promovio una mayor disminucion de la

proliferacion celular, indicando que la presencia de ambos 4cidos grasos tanto de cadena media como
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larga impactan en la viabilidad celular de las células tumorales. Este hallazgo es similar a un estudio

con células de glioblastoma y neuroblastoma, donde el acido palmitico mostrd citotoxicidad en una
concentracion >200 uM a las 48 h (Wen Ng & How Say, 2018). Efecto que se ha vinculado a la
induccidn de apoptosis por parte del 4cido palmitico al aumentar la relacion Bax/Bcl2 y la caspasa 3 (Z.

Wang et al., 2012; Zhang et al., 2022).
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Figura 1. Efecto de los dcidos octanoico y decanoico en la proliferacion celular de células T98G en medio
bajo en glucosa. La tasa de proliferacion en las células se evalué por MTT durante 4 tiempos: 0, 24, 48,y 72
horas en un medio bajo en glucosa suplementado con el tratamiento. a) Proliferacion de células sin tratamiento
y células tratadas con acido decanoico (250 uM), b) acido octanoico (250 pM) ¢) acido palmitico (250 uM). Los
valores estan normalizados con respecto a la absorbancia promedio de las c€lulas sin tratamiento en tiempo 0
(proliferacion celular relativa). Los datos fueron analizados empleando una ANOVA bidireccional y una prueba

post hoc Tukey para comparaciones multiples entre grupos (* p < 0.05, **p < 0.002, ***p < 0.0002)

Para verificar si la reduccion en proliferacion celular inducida por los 4cidos grasos era también
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influenciada por la disponibilidad de glucosa en el medio se empled el mismo disefio experimental

utilizando un medio base alto en glucosa. Notablemente no se identificaron efectos antiproliferativos de
ningun AG y los datos no fueron comparables por el nimero de células dada la alta tasa de crecimiento.
Lo anterior soporta que la presencia de altas concentraciones de glucosa constituye la principal fuente
energética de las células tumorales por encima de otros sustratos como los acidos grasos.

El evento observado concuerda con la premisa de que condiciones hipdxicas la glucosa continua
a través de la glucolisis anaerobia donde las moléculas de piruvato se convierten a lactato. Al limitar la
glucosa como fuente primaria de energia, las células tumorales empiezan a reducir su proliferacion ya
que no pueden emplear los acidos grasos como fuente energética, posiblemente debido a una disfuncion
mitocondrial y a la disminucién de las enzimas cetoliticas mitocondriales ( OXCT1 y BDH1) como ha
sido reportado previamente en gliomas humanos (Chang et al., 2013). Asimismo, en neuroblastoma
también se ha observado una afectacion de la via cetogénica, asociada con una disminucion en la
expresion de la succinil-coenzima A:3 oxodcido coenzima A transferasa (SCOT), una enzima clave en
el metabolismo de cuerpos cetonicos (Skinner et al., 2009).

Previamente, ha sido descrito que una restriccion en glucosa y un alto nivel de cetonas en
modelos in vitro e in vivo de glioblastoma atenua la proliferacion de las células tumorales (Martuscello
etal., 2016)

En contraposicion, se ha reconocido que las células astrociticas sanas si pueden metabolizar el
acido decanoico y octanoico y emplearlo como fuente de energia (Andersen et al., 2021). Estudios
desarrollados en astrocitos de células madre pluripotentes indican que el acido octanoico podria ser un
sustrato o estimular la cetogénesis al tener una cadena de carbonos mas corta y aumentar el metabolismo
de los cuerpos cetonicos B-hidroxibutirato (bHB) y acetoacetato (AcAc) ) (Damiano et al., 2020; Sonnay
et al., 2019; Thevenet et al., 2016). Sin embargo, el mismo estudio concluy6 que el acido decanoico
acelera la liberacion de lactato a través la glucdlisis (Thevenet et al., 2016) y estimula la sintesis de
acidos grasos mediado por el receptor activado por proliferadores peroxisomico gamma (PPARY)

(Damiano et al., 2020). Por tanto, més estudios son necesarios para elucidar el rol metabolico de cada
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acido graso en c¢lulas de glioblastoma.

2.2 Efecto del acido octanoico y decanoico en el estrés oxidativo

En las células, las especies reactivas de oxigeno (ROS) como el anién radical superoxido, el
radical hidroxido, el peroxido de hidroégeno, el 6xido nitrico son moléculas subproducto del
metabolismo del oxigeno en la via de la fosforilacion oxidativa y cumplen un papel en la sefializacion
intracelular como la muerte celular, la senalizacion del factor de crecimiento/insulina, etc. Para evitar
su exceso y mantener un sistema redox en equilibrio, las células regulan las ROS a través de una serie
de proteinas y moléculas antioxidantes como la superéxido dismutasa (SOD), catalasas, peroxidasas
entre otras (Hayes et al., 2020). Sin embargo, en células cancerosas los niveles de ROS son altos a raiz
de una deficiencia en enzimas antioxidantes, una alta actividad metabolica por la sobreexpresion de
genes involucrados en las vias glucoliticas y wuna disfunciéon mitocondrial debido a hipoxia,
sobreexpresion de factores de crecimiento, etc (Hayes et al., 2020). La sobre-producciéon de ROS
estimula la supervivencia y la proliferacion celular al inhibir proteinas supresoras de tumores ademas
estimular vias antiapoptoticas (Salazar-Ramiro et al., 2016) promoviendo la invasion tumoral (Rinaldi
et al., 2016).

En las células cultivadas en medio bajo en glucosa no se observaron diferencias significativas
entre las diferentes condiciones experimentales (Figura 2) pero en las células cultivadas en medio alto
en glucosa se evidenci6é un aumento significativo de ROS en las células tratadas con acido decanoico
(p =0.0002), y octanoico (p = 0.010) sobrepasando incluso al acido palmitico (p = 0.0037) respecto a
las células sin tratamiento (Figura 2), comportamiento muy similar a los niveles de superoxido en la
Figura 3. Notablemente, al comparar la produccion de ROS de las células en medio bajo en glucosa
con medio alto en glucosa se observo una reduccion significativa en los niveles de ROS en los grupos
suplementados con &cido decanoico (p = 0.0007), y octanoico (p = 0.0003) (Figura 2), indicando que el

uso de estos acidos grasos reduce la produccion de ROS y por tanto la produccion superoxido.
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El comportamiento en los niveles de ROS fue similar al observado en los niveles de superoxido,

siendo sus niveles inferiores en células cultivadas en medio bajo en glucosa en comparacién con el
medio alto en glucosa (Figura 3). Sin embargo, al observar los niveles de superdéxido hubo una
disminucion significativa exclusivamente con el tratamiento realizado con el acido decanoico (p =
0.0352) (Figura 3). Este hallazgo se alinea con estudios previos realizados en células de neuroblastoma
tratadas con 4cido decanoico, el cual redujo los niveles de ROS y superdxido intracelulares
independientes de su metabolizacidon a cuerpo cetoénico (Mett & Miiller, 2021). El mecanismo que ha
sido propuesto sugiere un aumento de la biosintesis mitocondrial y la regulaciéon de las enzimas
superoxido dismutasa 2 (SOD 2) y catalasa a través SIRT1, enzima que regula la desintoxicacion de
ROS (Dabke & Das, 2020) y la activacion del receptor y del activador de la proliferacion de peroxisomas
PPARYy (Hughes et al., 2014). En adicion, se ha identificado que en células primarias de astrocitos el
efecto del acido decanoico es mediado por: (i) el aumento del flujo de protones a través de la membrana
mitocondrial interna protegiendo a las células de ROS; (ii) la regulacion positiva en la expresion de
genes antioxidantes; (iii) la actividad de catalasa (Andersen et al., 2021); y (iv) el aumento de las
concentraciones de glutatiéon (Sonnay et al., 2019). Por tanto, es posible esperar que la reduccion de
ROS observada en células de glioblastoma tratadas con medio bajo en glucosa y enriquecido en AGCM
confieran propiedades antioxidantes mediante los mecanismos descritos.

Por otro lado, en el acido palmitico no se evidencid una diferencia significativa en los niveles
de ROS en medio bajo en glucosa, pero si aumento los niveles de ROS en el medio alto en glucosa con
respecto al control (Figura 2). Lo que sugiere que tanto la degradacion de glucosa como la del acido
palmitico proporcionan moléculas de FADH> y NADH que posteriormente al ser oxidadas para la

formacion de ATP aumenta los niveles de ROS (Wen Ng & How Say, 2018).
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Figura 2. Efecto de los acidos octanoico y decanoico en los niveles de ROS en células T98G. La produccion
intracelular de ROS fue detectada mediante la medicion de fluorescencia a 488 y 520 nm para cada tratamiento
en un medio bajo y alto en glucosa. Los valores fueron normalizados con respecto a los pozos vacios de la placa.
Los datos fueron analizados empleando una ANOV A bidireccional y una prueba post hoc Tukey (* p < 0.05, **
p <0.002, ***p < 0.0002).
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Figura 3. Efecto de los acidos octanoico y decanoico en los niveles de superoxido en células T98G. La
produccion de superoxido en las células se detectd mediante la medicion de fluorescencia a 550 nm y 610 nm
para cada tratamiento en un medio bajo y alto en glucosa. Los valores fueron normalizados con respecto a los

pozos vacios de la placa. Los datos fueron analizados empleando una ANOVA bidireccional y una prueba post
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hoc Tukey (*p < 0.05).

2.3 Efecto de acido octanoico y decanoico en genes tumorales

El GB suele presentar diversas alteraciones genéticas que controlan en las células cancerosas
aspectos celulares esenciales como la proliferacion, metabolismo, supervivencia celular, entre otros
procesos. Dentro de los genes que participan en esas caracteristicas celulares fueron seleccionados
BCL2, PTEN, CCND3 y HIF 14 para su andlisis de expresion génica en las células de glioblastoma en
los diferentes grupos experimentales descritos.

BCL2 (linfoma de células B2) es un gen que codifica una proteina de membrana externa
mitocondrial que bloquea la muerte apoptoética, es decir, juega un papel antiapoptotico en células sanas.
BCL2 se une a la proteina BAX, interaccion que favorece la regulacion antiapoptotica (Warren et al.,
2019) ya que BAX tras un estimulo activa la via intrinseca de la apoptosis (también conocida como via
mitocondrial) y da paso a la apertura de poros en la membrana mitocondrial para la liberacion de
citocromo c al citosol y la cascada de sefializacién de caspasas. Entre los estimulos inductores de
apoptosis se encuentra el dafio de ADN, carencia de factores de crecimiento, la privacion de glucosa,
entre otros (Pfeffer & Singh, 2018).

En células cultivadas en medio alto en glucosa, BCL2 presentd un aumento significativo en su
expresion en el tratamiento con acido decanoico (p = 0.0147) (Figura 4a) lo que concuerda con la
premisa de que las células tumorales emplean la glucosa como fuente de energia para la proliferacion y
regula los genes involucrados en apoptosis (Krgtowski et al., 2016). Sin embargo, no hay evidencia que
confirme el papel del 4cido decanoico. En contraste, en células cultivadas en medio bajo en glucosa no
se observo este mismo comportamiento, pero se observa una diferencia significativa entre los niveles
de expresion de BCL2 en el grupo con acido decanoico en las células con medio alto y bajo en glucosa
(p = 0.0048). Por su parte, el tratamiento con acido octanoico y acido palmitico mostré6 un

comportamiento similar entre las diferentes condiciones experimentales (Figura 1b, c).

En GB las células emplean varios mecanismos para evitar la muerte celular inducida por los
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dafios en el ADN y uno de ellos es inhibicion de la apoptosis ya que se ha encontrado una desregulacion

al alza de BCL2 en tejidos tumorales de pacientes con GB y a la par una importante disminucion de la
proteina apoptotica BAX (Hosseini et al., 2021). Iniciar la apoptosis por esta via intrinseca mitocondrial
puede ser a través de la disminucion de la sintesis de ATP ademas de la reduccion del potencial de

membrana mitocondrial (Nagy et al., 2015), por tanto, se espera aumentar la muerte celular a través de

la dieta.
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Figura 4. Efecto de los acidos octanoico y decanoico en la expresion relativa de BCL2 en células T98G.
Expresion relativa del gen determinado por qPCR en células con medio alto y bajo en glucosa tratadas con (a)
acido decanoico, b) acido octanoico y ¢) acido palmitico, contrastadas con células sin tratamiento (control). Los
valores son expresados como relaciones normalizadas entre la expresion del gen BCL2 y el promedio del gen
constitutivo PGK en cada tratamiento. Las diferencias estadisticas fueron analizadas una ANOVA bidireccional

y una prueba post hoc Tukey (*p < 0.05, **p < 0.002).

Por su parte, la fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa o PTEN (homologo de fosfatasa y
tensina) es un gen supresor de tumores que codifica a una proteina con funciones de fosfatasa lipidica
involucrada en el bloqueo de la via de fosfatidilinositol-3-quinasa (PI3K) /Akt/mTOR (Endersby &
Baker, 2008; Grochans et al., 2022). En cancer se ha evidenciado su mutacion o perdida de
heterocigosidad desregulando diversos procesos celulares como el metabolismo, ciclo celular,

supervivencia y proliferacion celular (Hopkins et al., 2014). De hecho, estudios in vitro en células de
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glioma han demostrado que una re-expresion de PTEN suprime la proliferacion al detener la fase G1

del ciclo celular (Furnari et al., 1998). En este trabajo, el gen PTEN mostré una expresion relativa
significativamente alta (p = 0.0366) en las células con el tratamiento de dcido octanoico cultivadas en
medio bajo en glucosa en comparacion con las incubadas con este mismo acido graso, pero en medio
alto en glucosa (Figura 5b). Este hallazgo sugiere que el acido octanoico en condiciones de bajos niveles
de glucosa es capaz de inducir la expresion de PTEN, lo cual puede estar relacionado con la disminucion
en proliferacion celular evaluada en el apartado 2.1. En contraste, los tratamientos acido decanoico y

palmitico no evidenciaron una diferencia significativa entre los grupos experimentales (Figura 5a, c).
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Figura 5. Efecto de los acidos octanoico y decanoico en la expresion relativa de PTEN de células T98G.
Expresion relativa del gen determinado por qPCR en células con medio alto y bajo en glucosa tratadas con (a)
acido decanoico, b) acido octanoico y ¢) acido palmitico, contrastadas con células sin tratamiento (control). Los
valores son expresados como relaciones normalizadas entre la expresion del gen PTEN y el promedio del gen
constitutivo PGK. Las diferencias estadisticas fueron analizadas por una ANOVA bidireccional y una prueba

post hoc Tukey (*p < 0.05).

HIF 14 es un factor inducible por hipoxia que se expresa en la mayoria de las células en
respuesta a bajos niveles de oxigeno y en algunas ocasiones en condiciones normoxicas en las células
cancerosas por la inhibicién de gen PTEN. Este gen en glioblastoma se activa por hormonas como la
insulina, quinasas dependientes de ciclinas, ROS, etc para incrementar la tasa de expresion génica de

genes diana como el factor de crecimiento endotelial (VEGF), GLUT1 y varias enzimas glucoliticas
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que permiten la adaptacion de las células a la hipoxia cambiando su metabolismo oxidativo al glucolitico

ademas de dar paso a la angiogénesis tumoral (G. Wang et al., 2017). A pesar de que se esperaba una
reduccion del gen HIF 1A en las células suplementadas con 4cido octanoico y decanoico en condiciones
de baja en glucosa, no fue detectado en ninguna de las muestras analizadas posiblemente por no someter
a las células a un ambiente bajo en oxigeno. Por tanto, para futuros estudios se considera el cultivo de
células en una incubadora de hipoxia a 1 - 2 % de O> igualando las condiciones de incubacion de 5%
COyy 37°C temperatura (Brose et al., 2014) o la adicion de enzimas como la glucosa oxidasa o catalasa

(Rinderknecht et al., 2021).

Por ultimo, la ciclina D3 codificada por el gen CCND3 es una proteina perteneciente al ciclo
celular de los mamiferos que impulsa la proliferacion celular y regula a la proteinas dependientes de
ciclinas (CDK) (Ding et al., 2020). La ciclina D3 a través de PPARY induce la actividad mitocondrial
generando mas ATP para conducir a la liberacion del factor de transcripcion E2F que promueve la
transicion de la fase G1 a S del ciclo celular (Icard et al., 2019). Al ser un punto clave de la proliferacion
se ha encontrado una sobreexpresion de este gen en glioblastoma (Biischges et al., 1999) y otros tipos
de céancer. Es decir que, en este estudio, al limitar la glucosa para la sintesis de ATP se esperaba una
reduccion en la expresion relativa de CCND3. Sin embargo, CCND3 no mostré una expresion
diferencial entre las células cultivadas en medio alto y bajo en glucosa, ni tampoco con los tratamientos
con el acido decanoico, octanoico y palmitico (Figura 6), lo que indicaria que las células

independientemente del medio detuvieron su proliferacion.
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Figura 6. Efecto de los acidos octanoico y decanoico en la expresion relativa de CCND3 de células T98G.
Expresion relativa del gen determinado por gPCR en células con medio alto y bajo en glucosa tratadas con (a)
acido decanoico, b) acido octanoico y ¢) acido palmitico, contrastadas con células sin tratamiento (control). Los
valores son expresados como relaciones normalizadas entre la expresion del gen PTEN y el promedio del gen
constitutivo PGK. Las diferencias estadisticas fueron analizadas por una ANOVA bidireccional y una prueba

post hoc Tukey.

3. Conclusion

Las células tratadas con los AGCM, octanoico y decanoico en medio bajo en glucosa presentan una
reduccion en la proliferacion celular y produccion de especies reactivas de oxigeno al transcurso de las
72 horas de tratamiento, efectos esperados en un tratamiento adyuvante para el glioblastoma.

En cuanto a la expresion de genes los dos AGCM, demostraron tener efectos diferentes en la
expresion génica, induciendo el 4cido decanoico la reduccion del gen BCL2 lo que sugiere que ejerce
un efecto en la muerte celular via apoptdtica, mientras que el acido octanoico aumenta la expresion del
gen PTEN en medio bajo en glucosa reactivando la funcion de supresor tumoral y el control de la via
PI3K/Akt/mTOR.

En el presente estudio se demuestra que el 4cido octanoico y decanoico tienen potencial in vitro
como terapia adyuvante, al reducir la proliferaciéon y cambiar el nicho tumoral reduciendo ROS y
reactivando funciones de control en la supervivencia celular, su potencial debe confirmarse en
evaluaciones en modelos in vivo de glioblastoma y debe valorarse su potencial uso en pacientes quimio
resistentes.

4. Perspectivas.

- Plasmar este ensayo experimental en otros modelos de células gliales

- Evaluar la expresion del gen HIF' 14 en algiin modelo celular de glioblastoma bajo condiciones

hipoxicas
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- Determinar los metabolitos involucrados en la B-oxidacion y PI3K/Akt/mTOR en células de

glioblastoma bajo dieta cetogénica con AGCM para la evaluacion de la biosintesis de cuerpos
cetonicos y la proliferacion celular.

- Estudiar el efecto de los acidos grasos octanoico y decanoico en la muerte celular por apoptosis.
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