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Resumen y Abstract VIl

Resumen
Papel del receptor nuclear PPARB/6 en la respuesta

metabolica a acidos grasos de cadena media en macrofagos

murinos
Objetivo:

El objetivo de esta investigacion es esclarecer la participacion del receptor
nuclear PPARB/& en la respuesta metabdlica que desarrollan los macrofagos
de raton después de la exposicion a acidos grasos de cadena media
(octanoico, C8:0 y decanoico, C10:0).

Metodologia:

Se cultivaron macrofagos murinos J774A.1 en diferentes condiciones de
tratamiento; en la mitad de las células se realizo un knock-down de la
expresion para PPARB/& con un sistema de acido ribonucleico pequefio de
interferencia y el porcentaje de interferencia obtenido se verifico por RT-
gPCR. El disefio experimental comparé 5 factores en las células a estudio:

- Knockdown de PPARB/S (si 0 no)

- Exposicion a acido graso (cadena media vs cadena larga)
- Exposicion a un agonista de PPARB/6 (GW501516)

- Activacion por lipopolisacarido (si o no)

- Control negativo

En cada grupo de células se evalud la expresion de genes relacionados con
el metabolismo lipidico (Scarb1, Plin2, Npc1, Pltp, Cptl, Abcal y Abcgl)y
con la funcién inmunitaria (116, Tnf, Ifng, 1110, Nos2, Ptgs2, Mcply Mmp9)
mediante RT-qPCR. La expresion de cada gen se cuantificé de forma relativa
al gen de la gliceraldeheido-3-fosfato deshidrogenasa utilizando el método
AACt.
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Para evaluar el impacto funcional de la exposicién a acidos grasos de
cadena media sobre la fagocitosis de lipoproteinas, un paso fundamental
de la aterogénesis, se realizé en cada subgrupo de tratamientos un ensayo
de captacion de lipoproteinas de baja densidad (LDL) fluorescentemente
marcadas.

Resultados y conclusiones:

Este estudio amplidé el conocimiento sobre la respuesta a los acidos grasos
de cadena media en la expresidon de genes relacionados con el metabolismo
de lipidos y la funcién inmune en macréfagos murinos, y en qué medida
este efecto esta mediado por el receptor nuclear PPARS/6.

Palabras clave:

Ppard, metabolismo, lipidos, colesterol, ateroesclerosis e inflamacion.
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Abstract

Role of the nuclear receptor PPARB/& in the metabolic
response to medium-chain fatty acids in murine

macrophages
Aim:
The aim of this investigation is to clarify the role of the nuclear receptor

PPARB/& in the metabolic response that the murine macrophages develop

after the exposition to medium-chain fatty acids (octanoic acid, C8:0 y
decanoic acid, C10:0).

Methods:

J774A.1 murine macrophages were cultured under different treatment
conditions; Half of the cells, had a knock-down against PPARB/S by using
small interfering ribonucleic acids and the percentage of reduced
expression was verified by RT-gPCR. The experimental design compared 5
factors in the cells under study:

- PPARB/& knockdown (yes or no)

- Exposure to fatty acid (medium chain vs. long chain)
- Exposure to a PPARB/6 agonist (GW501516)

- Activation by lipopolysaccharide (yes or no)

- Negative control

The expression of genes related to lipid metabolism (Scarb1, Plin2, Npcl,
Pitp, Cptl, Abcal and Abcgl) and immune function (/l6, Tnf, Ifng, 1110,
Nos2, Ptgs2, Mcp1 and Mmp9) was evaluated in each group of cells by RT-
gPCR. The expression of each gene was quantified relative to the
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase gene using the AACt method.

To assess the functional impact of medium-chain fatty acid exposure on
lipoprotein phagocytosis, a critical step in atherogenesis, a fluorescently
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labeled low-density lipoprotein (LDL) uptake assay was performed on each
treatment subgroup.
Conclusions and results:

This study furthered our understanding of the response to medium-chain
fatty acids in the expression of genes related to lipid metabolism and
immune function in murine macrophages, and clarify the role of the nuclear
receptor PPARB/S in this process.

Key words:

Ppard, metabolism, lipids, cholesterol, atherosclerosis and inflammation.
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1.Marco conceptual

1.1 Enfermedad cardiovascular y
ateroesclerosis

La enfermedad cardiovascular es la primera causa de mortalidad en el
mundo, se estima que en el ano 2019 causo6 la muerte de 17.9 millones de
personas a nivel global, lo que representa el 32% de todas las muertes
(Nowbar, et al., 2019). La enfermedad cardiovascular incluye a un grupo de
enfermedades que afecta el corazdén y los vasos sanguineos, las cuales son;
la enfermedad arterial coronaria, la enfermedad cerebrovascular, la
enfermedad arterial periférica y el tromboembolismo venoso. La
enfermedad isquémica cardiaca fue la primera causa de muerte en el
mundo, mientras que el accidente cerebrovascular agudo fue la segunda
(Lopez & Murray, 2020).

La aterosclerosis es el proceso fisiopatoldégico subyacente mas importante
de la enfermedad cardiovascular (Hansson & Hermansson, 2011). La
aterosclerosis es una enfermedad inflamatoria crénica, que se caracteriza
por la acumulacion de material fibroso y graso en la capa intima de las
arterias de pequefio y mediano calibre, formando lo que se denomina como
placa ateroesclerdtica o ateroma (Libby, Buring & Badimon, 2019). Con el
tiempo la placa aterosclerética puede volverse mas fibrosa y calcificada, lo
que aumenta su inestabilidad, causando su rupturay su liberacion al lumen
arterial, provocando obstruccion de los vasos sanguineos e isquemia en
diferentes tejidos y érganos (Kobiyama & Ley, 2018).

La alteracién en el metabolismo del colesterol es uno de los factores
determinantes de la formacién de las lesiones ateroescleréticas (Libby,
2021). El atrapamiento de lipoproteinas ricas en colesterol en la pared
endotelial es un evento clave en la aterogénesis, ya que la uniéon de las
lipoproteinas a los proteoglucanos de la matriz extracelular de la intima de
los vasos sanguineos causa la agregacion de las particulas de lipoproteinas,
dano endotelial, reclutamiento de leucocitos (principalmente monocitos y
linfocitos) e inflamacién (Vergallo & Crea, 2020). Adicionalmente, el
desequilibrio entre el influjo y el eflujo de colesterol conlleva a un exceso
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en la acumulacion intracelular de colesterol (particularmente lipoproteinas
de baja densidad o LDL) en los macréfagos y a la formacion de células
espumosas (Alahmadi & Ramji, 2022).

Las células espumosas son macréfagos diferenciados al interior de la
intima, que se forman después de fagocitar las lipoproteinas en exceso
sobre la pared endotelial (Malekmohammad, Bezsonov & Rafieian-Kopaei,
2021). Las células espumosas contribuyen a todas las fases de la
aterosclerosis, en las fases iniciales fomentan la progresion de la
enfermedad causando un ambiente proinflamatorio (Figura 1), mientras que
en la fase tardia liberan metaloproteinasas de matriz que promueven la
ruptura de la placa (Figura 2). Ademas de los macroéfagos, las células
endoteliales y las células de musculo liso también pueden convertirse en
células espumosas (Alahmadi & Ramji, 2022).

Un mayor numero de células espumosas o un alto contenido de lipidos a
nivel intracelular son marcadores de la severidad de la aterosclerosis
inducida por lipidos. Una disminucion en la captaciéon de lipoproteinas,
especialmente de lipoproteinas de baja densidad (LDL) por parte de los
macrofagos o su polarizacién hacia un fenotipo menos inflamatorio (M2)
esta relacionado con una menor progresion de la aterosclerosis (Liao, Zhu
& Zhou, 2021).

T cell @

Endothelial cell
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(L monocyte }C;:Jc:::’:" g @ N5
o o
© o O __f__ = 3/—\ go?f’o Macrophage
e -::j:::— '__. )} o t‘)
(:x__x:__,_-—g_—_—:c-—f" Adhesion \—"' ~ oot
O molecule
Intima O o Internal elastic membrane
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Media muscle cells
s e Nelve

|
Adventitia Mast cell External elastic membrane

llustracién 1
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Iniciacion y progresion de la ateroesclerosis. La pared arterial cuenta con
una estructura trilaminar (la adventicia, la media y la intima). Las placas
ateroescleroticas se forman en la capa mas interna de las arterias, la intima.

En la fase inicial, las particulas de lipoproteinas de baja densidad (LDL) se
acumulan en la intima y son sometidas a cambios oxidativos y otras
modificaciones, que promueven un ambiente proinflamatorio e
inmunogénico. Los monocitos circulantes pueden penetrar la intima y
unirse a moléculas de adhesién expresadas por las células endoteliales
activadas, mientras que las quimiocinas promueven su migracioén a la pared
arterial. Una vez en la intima, los monocitos pueden diferenciarse a
macroéfagos, que expresan receptores basurero (scavenger receptors), por
lo que pueden captar a las LDL y convertirse en células espumosas. Cuando
esto ocurre, aumenta la poblacion de células inmunes, atrayendo también
linfocitos T hacia la intima. Los linfocitos T pueden regular funciones de la
respuesta inmune innata y de las células endoteliales y de musculo liso
presentes en la pared endotelial. Las células de musculo liso pueden migrar
de la tunica media hacia la tunica intima en respuesta a mediadores
inflamatorios. Figura tomada de: Libby, P., Buring, J.E., Badimon, L. et al
(2019). Atherosclerosis. Nature Reviews Disease Primers 5 (56), 1-18.
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Fase tardia de la ateroesclerosis. Una vez se ha formado la placa
ateroesclerética y se han desencadenado todos los procesos inflamatorios
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relacionados; las células de musculo liso empiezan a liberar diferentes
moléculas de matriz extracelular como elastina, colageno, proteoglucanos
y glucosaminoglicanos; que contribuyen al engrosamiento de la tunica
intima. Sin embargo, el ambiente proinflamatorio, dado por la activacién de
los linfocitos T y de los macréfagos, altera la capacidad de las células de
musculo liso de mantener la capa fibrosa que cubre el ateroma, volviéndola
cada vez mas delgada. Adicionalmente, los macréfagos activados
empiezan a producir metaloproteinasas de matriz, que empiezan a
degradar el colageno presente en la capa fibrosa, causando la inestabilidad
de la placa ateroesclerdtica. Este debilitamiento de la placa aumenta el
riesgo de ruptura. Las células presentes al interior de la placa pueden sufrir
apoptosis y necrosis, el proceso de aclaramiento de estas células muertas
puede ser defectuoso, contribuyendo a la formacion del centro necrético de
la placa, constituido por lipoproteinas de baja densidad, células muertas y
detritos celulares. Figura tomada de: Libby, P., Buring, J.E., Badimon, L. et
al (2019). Atherosclerosis. Nature Reviews Disease Primers 5 (56), 1-18.

1.2 Acidos grasos de cadena media

Los acidos grasos se pueden clasificar segun la longitud de su cadena de
carbonos en acidos grasos de cadena corta (hasta 6 atomos de carbono),
de cadena media (de 7 a 12 carbonos) y de cadena larga (>12 carbonos).
Los acidos grasos octanoico (8 carbonos) y decanoico (10 carbonos) se
encuentran en baja concentracion en la dieta habitual, e incluso en el
aceite de coco, que es su principal alimento fuente (Pain, Shinhmar &
Williams, 2021).

El consumo de los acidos grasos de cadena media ha aumentado durante
los ultimos anos, especialmente en el contexto de una dieta cetogénica. El
consumo de estos acidos grasos, particularmente de acido octanoico
(saturado, ocho carbonos de longitud) y decanoico (saturado, diez carbonos
de longitud) se han asociado a un efecto anticonvulsivante (Wlaz, et al.,
2012), neuroprotector (Chang, et al., 2015), anticarcinogénico (Wakana, et
al., 2019) y antiinflamatorio (Narayanan, et al., 2015).

1.3 Receptores activados por proliferadores
peroxisomales

Los receptores activados por proliferadores peroxisomales (PPARs) son
factores de transcripcion de la super-familia de los receptores hormonales
nucleares. Hasta el momento se han descrito tres tipos codificados por
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genes diferentes: PPARa, PPARB/S y PPARy. Después de la activacion por
medio de la union al ligando, los PPARs se heterodimerizan con el receptor
de acido-9-cis-retinoico (RXR) y se unen a los elementos respondedores a
PPARs (PPRE) en las regiones regulatorias de los genes diana. Las secuencias
de los PPRE estan compuestos por dos hexameros (AGGTCA) separados por
una secuencia espaciadora corta (Kahremany, et al., 2015) y los genes diana
estan involucrados en la organogénesis, proliferaciéon y diferenciacion
celular, inflamacién y en el metabolismo de lipidos y carbohidratos
(Blunder,et al., 2021).

Se han descrito dos isoformas de PPARy; PPARy1 y PPARy2, ambas presentes
a nivel de proteina tanto en raton como en humanos. PPARy1 se expresa en
una amplia gama de tejidos que incluyen: el corazén, el musculo
esquelético, el colon, el intestino delgado, los rifiones, el pancreas y el bazo.
En tanto PPARy2, que tiene treinta aminoacidos adicionales en el extremo
N-terminal debido a el uso de un promotor diferente y a splicing alternativo,
se expresa principalmente en el tejido adiposo (Berger & Moller, 2002). Sin
embargo, con una dieta alta en grasa puede haber expresion de PPARy2 en
un mayor numero de tejidos. La activacion de PPARy disminuye los lipidos
circulantes, ya que es un facilitador de la adipogénesis y del
almacenamiento de acidos grasos. Ademas, PPARy también regula la
inflamacion y la respuesta inmune, reprimiendo la expresion de genes
proinflamatorios (Chi, et al., 2021).

Por su parte, PPARa se expresa principalmente en el tejido adiposo pardo,
el musculo esquelético, el corazén, el higado y la mucosa intestinal; donde
regula la homeostasis del metabolismo de glucosa vy lipidos, la inflamacion,
la respuesta inmune y la angiogénesis. El efecto sistémico en el
metabolismo de lipidos después de la activacion de PPARa es la disminucion
de los triglicéridos y el aumento del colesterol de alta densidad (HDL) y de
las cetonas circulantes (Tan, et al., 2021). Los fibratos, utilizados
clinicamente para el manejo de la hipertrigliceridemia, son agonistas de
PPARa (Wagner & Wagner., 2020).

1.4 Receptor activado por proliferadores
peroxisomales (PPAR) B/6

1.4.1 Estructura de PPARB/&

PPARB/& es expresado de forma ubicua en todos los tejidos. La estructura
de PPARB/S consiste en cuatro dominios funcionales: el dominio N terminal,
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el dominio de union al acido desoxirribonucleico (DNA) (que incluye dos
dedos de zinc), el dominio bisagra y el dominio de unién a ligando
(Zieleniak, Wojcik & Wozniak, 2008).

El dominio N terminal es el dominio mas diferente entre los PPARs, y media
la actividad independiente del ligando, promoviendo interacciones proteina-
proteina con co-activadores y co-represores e induciendo cambios
conformacionales que permiten interacciones alostéricas (Helsen &
Claessens, 2014).

El dominio de union al DNA es el mas conservado entre los PPARs y esta
conformado por dos dedos de zinc que forman la estructura central. Una
hélice-a presente en el primer dedo de zinc, promueve el reconocimiento de
la secuencia especifica de los PPRE en el DNA y el segundo dedo de zinc
media la heterodimerizacién con RXR (Kahremany, et al., 2015). El dominio
bisagra separa el dominio de union al DNA y el dominio de unién al ligando
y contiene una senal de localizacion nuclear y cadenas laterales de
aminoacidos que estan sujetas a diferentes modificaciones post-
traduccionales (Anbalagan, et al., 2012).

El dominio de unidén a ligando es muy similar entre los diferentes tipos de
PPARs. Este dominio consiste en trece hélices-a y cuatro laminas-B, mas del
80% de los aminoacidos presentes en este dominio es igual en los tres tipos
de PPARs, por lo que la selectividad al ligando entre los diferentes PPARs
esta dada por modificaciones sutiles. Un cambio en un Unico aminoacido
cambia dramaticamente la capacidad de reconocimiento del ligando por el
receptor (Carrieri, et al., 2013). El brazo-1 en el receptor PPARB/6 forma un
tunel muy estrecho que restringe la union de compuestos de gran tamafno
en la cabeza polar (Figura 3), debido a esto muchos ligandos de los otros
PPARs no son ligandos de PPAR B/8, como por ejemplo las tiazolidinedionas
(Batista, et al., 2012).
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Dominio N-terminal Dominiode unién a DNA Dominio Dominiodeunién
(Regulacion transcripcional) (Dedosde Zinc) bisagra aligando
llustracion 3

Figura 3: Estructura de PPARB/6 Arriba: estructura del dominio de union
a ligando de PPARB/& por cristalografia de rayos X. Abajo: Distribucion de
los dominios en PPAR B/8. Tomado de: Kahremany, S., Livne, A., Gruzman,
A., Senderowitz, H., & Sasson, S. (2015). Activation of PPAR &: from
computer modelling to biological effects. British journal of pharmacology,
172(3), 754-770.

1.4.2 Ligandos de PPARB/6

Aunque algunos acidos grasos son capaces de unirse a los tres tipos de
PPARs, otros acidos grasos se unen de forma especifica a un tipo particular
de PPAR. Los acidos grasos que se unen de forma especifica al PPARB/& son
el acido oleico, el acido linoleico, el acido araquidonico y el acido
eicosapentaenoico, todos acidos grasos poliinsaturados. Algunos
eicosanoides como la prostaglandina Al y la prostaglandina D2 también
tienen una gran afinidad por PPARB/& (Benetti, Patel & Collino, 2011).

Se conoce que los acidos grasos de cadena media son activadores selectivos
de PPARy y agonistas parciales de PPARa y PPARB/6. El PPAR mayormente
expresado en macrofagos es PPAR B/6 (Liberato, et al., 2012) y su activacion
se encuentra relacionada con cambios en la expresion de genes
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relacionados con el metabolismo de lipidos y un fenotipo antiinflamatorio
(Adhikary, et al., 2015).

Existen agonistas selectivos para PPARB/6 (GW0742 y GW501516). Sin
embargo, hasta ahora ninguno de los dos agonistas ha sido aprobado para
su uso en humanos, esto debido a un potencial efecto carcinogénico
(Blunder, et al., 2021) relacionado con un aumento en la produccion en la
angiogénesis y en las tasas de proliferacién, asi como una disminucién en
la apoptosis (Kahremany, 2015).

1.4.3 Cardarina (GW501516)

GW501516 es un agonista selectivo de PPARB/& desarrollado debido a sus
potenciales efectos beneficiosos a nivel metabodlico y cardiovascular. Este
compuesto tiene un efecto sinérgico con el ejercicio, mejorando la
resistencia muscular, aumentando la oxidacion de acidos grasos y la
cetogénesis, disminuyendo la masa grasa y aumentando el consumo de
oxigeno (Dressel, et al., 2003).

GW501516 tiene una alta afinidad (Km=1 nM) para PPARB/§ con una
selectividad >1000 veces para PPARB/6 sobre PPARa y PPARy. Al unirse a
PPARB/S recluta a su coactivador PGC-1a. Es de administracion oral y su
estructura tiene 21 carbonos con tres estructuras ciclicas, 3 atomos de fllor

y dos de azufre (Figura 4) (Iwashita, et al.,2007).
OJJ\
OH

F N

llustracion 4

Figura 4: estructura del GW501516 (agonista especifico de PPARB/5).
Tomado de: Iwashita, A., Muramatsu, Y., Yamazaki, T., Muramoto, M., Kita,
Y., Yamazaki, S., ... & Matsuoka, N. (2007). Neuroprotective efficacy of the
peroxisome proliferator-activated receptor 5-selective agonists in vitro and
in vivo. Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics, 320(3),
1087-1096.



Papel del receptor nuclear PPARP/d en la respuesta metabolica a acidos
grasos de cadena media en macrofagos murinos

2.Marco teorico

Coémo se explicd anteriormente, la enfermedad cardiovascular es la primera
causa de mortalidad en el mundo, causando el 32% de todas las muertes
(Nowbar, et al.,, 2019). El aumento en la expresion de citocinas pro-
inflamatorias, la disfuncion endotelial y la hipercolesterolemia son unos de
los principales factores de riesgo (Balta, et al., 2021).

Los acidos grasos de cadena media tienen varios mecanismos de accion que
pueden impactar positivamente sobre los factores de riesgo de enfermedad
cardiovascular. Los acidos grasos de cadena media son activadores
selectivos de PPARy y agonistas parciales de PPARa y PPARB/6. EI PPAR
mayormente expresado en macrofagos es PPAR B/6 (Liberato, et al., 2012),
por lo que tiene un efecto importante como regulador del sistema inmune.

El efecto de PPARB/6 en la regulacién de la respuesta inmune se debe a sus
efectos en las células inmunitarias, principalmente en los macréfagos. La
activacion de PPARB/& promueve un fenotipo mas antiinflamatorio en los
macréfagos (M2). Debido a esto, estudios en ratones han demostrado que
la ausencia de PPARB/S puede llevar a una disfuncidén hepatica y resistencia
a la insulina o a una enfermedad renal autoinmune. Adicionalmente,
PPARB/S suprime los efectos inflamatorios inducidos por el factor nuclear
potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NFkB),
limitando la activacion de linfocitos e inhibiendo la diferenciacion y
proliferacion de células inmunitarias (Adhikary, et al., 2015). También se
ha demostrado que su funcién antiinflamatoria inhibe el desarrollo de
ateroesclerosis y previene la disfuncion endotelial al reducir el estrés
oxidativo (Wagner & Wagner., 2020).

Existen una serie de efectos generales de PPARB/8, modulados por los genes
diana comunes en todos los tipos celulares y 6érganos, estos genes en su
mayoria estan relacionados con el metabolismo de lipidos, principalmente
con la captacion y oxidacion de acidos grasos y la respiracion mitocondrial
(la acil-CoA deshidrogenasa de acidos grasos de cadena muy larga, la acil-
CoA oxidasa 1, la acil-CoA aciltransferasa 2, la catalasa, la enoil-CoA
hidratada 1, la piruvato deshidrogenasa kinasa 4, el transportador de
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solutos de la familia 25 miembro 20, la proteina similar a Niemann-Pick C1
tipo 1, la proteina similar a la angiopoietina tipo 4, la proteina de unién a
acidos grasos 3-5, la perilipina 2 y la proteina adipocitaria 2) (Blunder, et
al., 2021).

Un estudio en ratones con diabetes inducida por estreptozocina (un modelo
de diabetes tipo 1), demostré que los acidos grasos de cadena media
disminuyen la glucemia, el peso corporal, el porcentaje de grasa y mejoran
el perfil lipidico (Sung, Liao & Chien, 2018). Otro estudio en ratones hallo
que la suplementacion de acidos grasos de cadena media en la dieta
disminuye la esteatohepatitis no alcohdlica inducida por una dieta alta en
grasa, al disminuir alteraciones en la autofagia y la lipotoxicidad hepatica
(Wang, et al., 2017). La activacion de PPARB/6 también ha demostrado
mejorar el perfil lipidico tanto en humanos, como en primates (aumenta el
HDL, disminuye los triglicéridos y disminuye la absorcion intestinal de
colesterol) y ha disminuido la obesidad inducida por una dieta alta en grasa
en roedores (Kahremany, 2015). Adicionalmente, la activacion de PPARB/6
mejora la homeostasis de la glucosa en sangre y la sensibilidad a la insulina,
disminuyendo los sintomas del sindrome metabdlico en ratones y primates
(Kahremany, 2015).

Los macrofagos estimulados con lipopolisacaridos (LPS) o interferon gama
(IFN-g), ademas de aumentar la secrecion de citocinas proinflamatorias y
polarizarse hacia un fenotipo M1, tienen cambios en el metabolismo
energético. Mientras que los macrofagos M1 tienen un aumento en la
oxidacion de acidos grasos, un ciclo de Krebs normal y una alta tasa de
fosforilacion oxidativa y sintesis de adenosina trifosfato (ATP), los
macrofagos M1 aumentan la actividad de la glucolisis aerobico, tienen un
ciclo de Krebs alterado (con acumulacion intracelular de citrato y succinato),
tienen una menos sintesis de ATP en la mitocondria y una mayor produccion
de especies reactivas de oxigeno (Bahiraii, et al., 2022).

Un estudio en ratones y macréfagos murinos demostré que al inhibir la
expresion de citocinas proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-a) y la interleucina 6 (IL-6), se inhibe la formacién de células
espumosas y se previene el desarrollo de ateroesclerosis (Tan, et al., 2021).
La disminucién en la secrecion de citocinas proinflamatorias en los
macrofagos se encontro relacionada con una disminucion en la expresion
de diferentes transportadores de acidos grasos, tanto hacia adentro de la
célula, como hacia afuera de la célula (Cluster de diferenciacion 36 [CD36],
transportador dependiente de ATP subfamilia A miembro 1 [ABCA1] y
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transportador dependiente de ATP subfamilia G miembro 1 [ABCGT1])
(Huangfu, et al., 2021).

Actualmente se desconoce el efecto directo de los acidos grasos de cadena
media sobre la expresion de genes relacionados con el metabolismo de
lipidos y con la inflamacion en macrofagos. Teniendo en cuenta que los
acidos grasos de cadena media pueden activar a los factores de
transcripcion PPARs y que el tipo de PPAR mayormente expresado en
macréfagos es PPARB/S, es probable que el efecto de los acidos grasos
octanoico y decanoico sobre la modulaciéon de la expresion de genes
asociados con el metabolismo de lipidos esté mediado por PPARB/S.

Al evaluar el impacto de acidos grasos de cadena media sobre la expresion
de genes relacionados con el metabolismo lipidico y la inflamacién, ademas
de su impacto sobre la captacion de LDL y VLDL (lipoproteinas de muy baja
densidad), y en qué medida este efecto esta mediado por PPARB/S, esta
investigacion permitira expandir el conocimiento sobre nuevas dianas
terapéuticas para prevenir la enfermedad cardiovascular.

2.1 Genes modulados por PPARB/&6 con funcion
en el metabolismo de lipidos

2.1.1 Genes relacionados con la captacion de lipoproteinas

Scarb1 (Receptor basurero clase B, miembro 1): es una glucoproteina de
membrana expresada en macrofagos y otras células mieloides que se une a
lipoproteinas y permite que sean fagocitadas. También esta involucrada en
el desarrollo de apoptosis inducida por el estrés al reticulo endoplasmico,
la diferenciacion de macr6fagos y la adhesion celular. Un aumento en la
expresion de este gen se relaciona con un aumento en el riesgo de
ateroesclerosis (Irene, et al., 2021).

2.1.2 Genes relacionados con el eflujo de colesterol

Pltp (proteina de transferencia de fosfolipidos): proteina liberada hacia
afuera de la célula que transfiere fosfolipidos desde las lipoproteinas ricas
en triglicéridos hacia las lipoproteinas de alta densidad (HDL), regulando asi
el tamarno de las HDL. La actividad sérica aumentada de Pltp es un factor de
riesgo para enfermedad cardiovascular. Por contraste, la deficiencia de Pltp
en ratones disminuyo el desarrollo de aterosclerosis, la respuesta
trombotica y la incidencia de aneurismas de aorta abdominal. En estudios
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de asociacion gendmica (GWAS), los niveles plasmaticos de esta proteina se
han relacionado con un aumento en los niveles de triglicéridos y de
apolipoproteina B en sangre (Jiang & Yu., 2021).

Abcal (transportador Al con cassette de union al ATP): es un
transportador localizado en la membrana celular que promueve el eflujo
celular de colesterol y fosfolipidos. Se combina con apolipoproteinas
extracelulares para formar HDL nacientes, que son el primer paso del
transporte reverso de colesterol. Un aumento en la expresion de este gen
se relaciona con un menor riesgo de ateroesclerosis (Shim, et al., 2021).

Abcgl (transportador G1 con cassette de union al ATP): promueve el
eflujo de colesterol y suprime la generacion de células espumosas (Zhang,
et al., 2021).

2.1.3 Genes relacionados con la acumulacion de lipoproteinas

Plin2 (perilipina): proteina de union a lipidos que rodea las vacuolas grasas
en la célula y participa en el almacenamiento de lipidos dentro de la célula
(Zhao, et al., 2021). Variantes de pérdida de funcion en este gen se
relacionan con un menor riesgo de ateroesclerosis y con un menor grosor
del complejo intima-media de la carétida en humanos (Saliba-Gustafsson, et
al., 2019).

Npcl (proteina Niemann Pick C1): coopera con proteina Niemann Pick C2
(Npc2) en el transporte de colesterol hacia el interior de las células y
participa en el eflujo del colesterol lisosomal. Alteraciones en esta proteina
conllevan a la acumulacion anormal de colesterol en los lisosomas y en
general, en el interior de las células (Gu, et al., 2021). Un estudio realizado
en ratones mostré que alterar la funcién de esta proteina conlleva a un
mayor riesgo de ateroesclerosis (Zhang, et al., 2008)

2.1.4 Gen relacionado con la beta-oxidacion de acidos grasos

Cptl (carnitina palmitoil transferasa 1): enzima mitocondrial que cataliza
el paso limitante para el transporte de los acidos grasos de cadena larga a
través de la membrana mitocondrial, de tal forma que estos puedan ser
oxidados (Nohara, 2001). Un aumento en la expresion de esta enzima se
relaciona con la inhibicion de la progresion de la ateroesclerosis (Nomura,
et al., 2019).
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2.2 Genes relacionados con la funcion
inmunitaria de los macrofagos

2.2.1 Citocinas proinflamatorias

116 (interleucina 6): es una citocina proinflamatoria que estimula la
maduracion de las células B hacia células productoras de anticuerpos y
promueve la proliferacion, activacion y diferenciacion de las células T.
Adicionalmente, también es un factor quimioatrayente de macréfagos vy
neutrofilos. Los niveles circulantes de esta proteina aumentan con la edad
en los humanos, y se han relacionado con un aumento en el riesgo de
mortalidad por todos las causas. Un aumento en la expresion de esta
proteina se ha relacionado con un aumento en la ateroesclerosis, y en
personas con un evento coronario previo, es un factor de mal pronéstico,
ya que se correlaciona con un aumento en la recurrencia del evento
cardiovascular y con un aumento en el crecimiento de la placa
ateroesclerédtica en las arterias coronarias (Reiss, Siegart & De Leon, 2017).

Tnf (factor de necrosis tumoral): es una citocina proinflamatoria que se
une al receptor del factor de necrosis tumoral y estimula la via
inflamatoria del factor nuclear kB (NFkB). La activacion de esta via
promueve la transcripcion de genes relacionados con la inmunidad innata
y adaptativa. Un aumento en los niveles circulantes de esta proteina se
relacionan con un mayor riesgo de inicio y de progresion de la
ateroesclerosis (Gao, et al., 2016).

Ifng (interferon gamma): es una citocina proinflamatoria altamente
expresada en las placas ateroescleréticas. Su funcién es muy importante
para la inmunidad innata y adaptativa, ya que esta involucrada en la
activacion de macroéfagos y linfocitos. Un aumento en la expresiéon de esta
proteina se relaciona con una mayor captacion de lipoproteinas por parte
de los macréfagos y a una mayor formacion de células espumosas,
conllevando a un aumento en la progresion de la ateroesclerosis (Voloshyna,
Littlefield & Reiss, 2014).

2.2.2 Citocina antiinflamatoria

11710 (interleucina 10): es una citocina antiinflamatoria que inhibe la
activacion de los macréfagos. Un aumento en la expresion de esta proteina
se correlaciona con una menor expresion de metaloproteinasas de matriz,
y por tanto, con un menor riesgo de progresion de la ateroesclerosis y de la
ruptura por inestabilidad de la placa ateroesclerotica. Estudios en ratones
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han demostrado que la deficiencia de esta proteina promueve el desarrollo
rapido del ateroma (Caligiuri, et al., 2003).

2.2.3 Proteinas importantes para la funcion fagocitica

Nos2 (6xido nitrico sintetasa inducible): es una enzima independiente al
calcio, cuya expresion es inducida por citocinas, estrés oxidativo y el factor
de transcripcion NF-kB. Su expresién en macréfagos es proporcional al
estado inflamatorio oxidativo de la célula y se sintetiza como respuesta en
contra de patogenos virales y microbianos. En ciertas enfermedades, como
en la ateroesclerosis, la expresion de esta enzima se encuentra aumentada
y exacerba la inflamacion y el progreso de la enfermedad (Chojnacka &
Lewandowska, 2021).

2.2.4Enzima involucrada la formacion de leucotrienos

Ptgs2 (Endoperoxido de prostaglandina sintetasa 2 o ciclo-oxigenasa 2):
es una enzima miembro de la familia de sintetasas de prostaglandinas, que
convierte el acido araquidonico en endoperéxido de prostaglandina H2, un
paso clave en la biosintesis de prostaglandinas. La expresion de esta enzima
aumenta durante la inflamaciéon y su sobreexpresion se encuentra asociada
con un aumento en el riesgo de eventos cardiovasculares. La expresion de
esta enzima es inducida por factores de crecimiento y estimulos
proinflamatorios, como los lipopolisacaridos (Eliopoulos, et al., 2002).

2.2.5 Quimiocina proinflamatoria

Mcp1 (Proteina quimioatrayente de monocitos 1): es una proteina
perteneciente a la familia de quimiocinas C-C, llamadas de esta forma
debido a la presencia de dos residuos de cisteina adyacentes. Estas
proteinas ejercen su funcibn quimioatrayente a través de la unidén a
receptores acoplados a proteinas G y esta implicada en el reclutamiento de
monocitos hacia los focos de inflamacién. Un aumento en la expresion de
esta enzima en sangre, se ha relacionado con un aumento en los eventos
cardiovasculares, especialmente los relacionados con ateroesclerosis.
Estudios animales en los que se eliminaba la expresion de esta proteina,
disminuyeron la acumulacion de lipidos en la capa intima de las arterias. Se
ha demostrado que esta proteina tiene un papel importante en la formacién
de ateromas, ya que al aumentar la concentracion de monocitos en la pared
endotelial, estimula la formacién de células espumosas (Ren, et al., 2022).
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2.2.6 Colagenasa de matriz

Mmp9 (metalopeptidasa de matriz 9): es una proteina degradadora de la
matriz extracelular, involucrada en procesos de remodelamiento tisular,
cicatrizacion de heridas, progresion de la ateroesclerosis e invasion
tumoral. Se expresa como una preproproteina activada mediante
protedlisis, que una vez activada y por un proceso dependiente de zinc,
degrada la elastina y los colagenos tipos IV, V y Xl. Alteraciones en el
funcionamiento de esta proteina se relacionan con anomalias en el
desarrollo del tejido esquelético y con una menor invasion tumoral y
progresion de la ateroesclerosis. En humanos , es un biomarcador de
disfuncion endotelial y de las enfermedades cardiovasculares relacionadas
con la obesidad, incluyendo a la ateroesclerosis, la hipertension arterial y el
sindrome metabolico (Zhang, 2022).
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3.0bjetivos

3.1 Objetivo general

Esclarecer la participacion del receptor nuclear PPARB/& en la respuesta
metabdlica e inflamatoria que desarrollan los macro6fagos de ratén después
de la exposicion a acidos grasos de cadena media (octanoico, C8:0 y
decanoico, C10:0).

3.2 Objetivos especificos

Evaluar el efecto de los acidos grasos de cadena media (octanoico vy
decanoico) sobre la expresion de genes involucrados en el metabolismo
lipidico y en la respuesta inmune en macréfagos murinos y determinar en
qué medida dicho efecto esta mediado por el receptor nuclear PPARB/S.

Evaluar el efecto de Ila activacibn de macrofagos murinos con
lipopolisacaridos sobre la expresion de mediadores del metabolismo de
lipidos y en la respuesta inmune.

Observar el efecto de los acidos grasos de cadena media (octanoico y
decanoico) sobre la captacion de LDL y VLDL en macréfagos murinos.

Evaluar el efecto de la activacion de macrofagos murinos con
lipopolisacaridos sobre la captacion de LDL y VLDL en macréfagos murinos.






4.Metodologia

4.1 Tipo de estudio:

Estudio experimental llevado a cabo en macréfagos murinos.

Tabla 1
SsiRNA para Ppard
Si No
LPS+ LPS- LPS+ LPS-

Control * o o
Octanoato * * o
Decanoato * x4 *t
Palmitato * o o
GW501516 * * o

* Expresion de genes relacionados con el metabolismo de lipidos y la
funcién inmunitaria
1 Ensayo de captacion de LDL

Tabla 1: diserio experimental del estudio

4.2 Analisis estadistico:

Para realizar el analisis estadistico se utilizé el programa SPSS Statistics v24.
Se compararon las medias grupales utilizando un modelo lineal general
(ANOVA) a tres vias, teniendo como efectos fijos los criterios: 1. Knockdown
de PPARb/d (Si/No), 2. Activacion con LPS (Si/No) y 3. Tratamiento (control,
octanoato, decanoato, palmitato o GW501516). El nivel de significancia (a)
para todas las pruebas sera 0.05.
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4.3 Analisis de expresion de genes
relacionados con el metabolismo de lipidos
y con la funcion inmunitaria:

4.3.1 Descongelacion de las células (macrofagos murinos de
linea celular):

Se descontaminé la cabina de flujo con etanol al 70% y se encendié6 la luz
UV durante 15 minutos. Después se descongelaron los reactivos al bafio de
maria y se extrajo el vial con las células congeladas del tanque de nitrogeno
liquido y se coloco en agua a 37°C, luego se paso el contenido del criovial a
un falcon de 15 mL y se adicionaron 4 mL del medio Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM) con 20% de suero fetal bovino (SFB), 1% de antibiotico y 2
mM de L-Glutamina. Se realizo el conteo celular en una camara de Neubauer
y con azul de tripan (dilucion 1:2) y se sembraron las células en un frasco
T-25 con 5-7 mL del medio anteriormente descrito. Las células se dejaron
incubando a 37°C y 5% COZ2. Se cambio el medio cada 24 horas.

4.3.2 Pasaje celular:

A los tres dias, las células se pasaron a dos frascos de cultivo T-25, cada
uno con aproximadamente 800mil a Tmillon 200 mil células. Previo a la
realizacion del procedimiento, se descontaminé la cabina de flujo con etanol
al 70% y se encendi6 la luz UV durante 15 minutos. Primero, se paso el
medio de cultivo con las células a un falcon de 15 mL. Luego, se rasparon
las células adherentes con un raspador, se verificé que todas las células se
hubieran desprendido usando el microscopio invertido, y se re-
suspendieron en 2 mL de medio de mantenimiento (DMEM al 10% de SFB,
1% de antibiotico y 2mM de L-Glutamina) y se combinaron con las células
en el falcon de 15 mL.

El contenido del falcon se centrifugd a 2500 revoluciones por minuto (rpm)
durante 3 minutos, se descartdé el sobrenadante y se resuspendio el
sedimento con 1 mL de medio de mantenimiento, anteriormente descrito.
Se realizd el conteo celular en camara de Neubauer y con azul de tripan
(dilucién 1:2) y se sembraron las células en 2 frascos T-25 con 5 mL de
medio de mantenimiento. Las células se dejaron incubando a 37°C y 5%
CO2. Se cambi6 el medio cada 24 horas.

A los cuatro dias aproximadamente se repitio el procedimiento del pasaje
celular, pero en este caso las células se sembraron en 6 frascos T-25, cada
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uno con 800mil a 1 millon 200 mil células y 5 mL de medio de
mantenimiento.

4.3.3 Congelacion de células:

Se congelaron las células de 4 frascos T-25 en diferentes crioviales, cada
uno con un millébn a un millén 500 mil células en 1 mL de medio de
congelacion (DMEM con 20% de SFB, 1% de antibi6tico, 2 mM de L-Glutamina
y dimetilsulféxido (DMSO). Los crioviales con las células fueron conservados
a -80°C durante un dia y luego se pasaron al tanque de nitrogeno liquido.

En los dos frascos T-25 que no se congelaron, se repitié el procedimiento
del pasaje celular, solo que en este caso se sembraron en cuatro placas de
6 pozos a una densidad de 200mil células por pozo aproximadamente, con
3 mL de medio de mantenimiento (DMEM con 10% de SFB, 1% de antibiotico
y L-Glutamina 2mM). A dos placas de cuatro se les realizé el tratamiento
con los siRNA al dia siguiente.

4.3.4 Transfeccion de siRNA:

Se realiz6 un knock-down de la expresion de PPARB/S en la linea celular de
macréfagos murinos empleando un sistema de acido ribonucleico (RNA)
pequefio de interferencia (siRNA) (Santa Cruz Biotechnology, CAT SC-
36306). Esta técnica utiliza tres moléculas de RNA de doble cadena, cada
una con una longitud entre diecinueve a veinticinco pares de bases,
correspondientes a tres secuencias diferentes presentes en el RNA
mensajero de PPARB/S.

La transfeccién del sistema de siRNA a la linea celular se realiz6é mediada
por lipidos. Posterior al ingreso del siRNA, éste se une a RISC (complejo de
silenciamiento inducido por RNA), el cual degrada una de las hebras y forma
un complejo con la hebra complementaria al RNA mensajero de PPARB/S. El
complejo siRNA de cadena simple-RISC se une al RNA mensajero de PPARB/6
y recluta a la proteina argonauta, que se encargara después de la
degradacion del RNA mensajero de PPARB/S.

Se siguieron las instrucciones del fabricante para la preparacion de la
solucion A con los siRNA y el medio de transfeccion. La solucion A con los
siRNA y el medio de transfeccion se incubaron durante 15 a 45 minutos a
temperatura ambiente. Mientras tanto, se lavaron las células con medio de
cultivo de mantenimiento (anteriormente descrito) y se aspir6 el medio. Se
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agregaron 800 pL de la mezcla de la solucidon A con los siRNA y el medio de
transfeccion a cada pozo.

Se mezcl6 suavemente y se dejoé incubando durante 5 a 7 horas a 37 grados
centigrados con CO2 al 5%. Al dia siguiente se aspiro el medio y se
reemplazé por medio de mantenimiento (DMEM con10% de SFB, 1% de
antibioticoy 2mM de L-Glutamina) y después de 24 a 72 horas, se comprobo
el knock-down de la expresion de PPARB/& por medio de PCR cuantitativa
de RNA obtenido de las células transfectadas.

A los tres dias aproximadamente, se cosecharon las células de las cuatro
placas de 6 pozos (las que fueron transfectadas y las que no). Para esto, se
coloco el medio con las células en un falcon de 15 mL (por separado las que
fueron transfectadas y las que no), se rasparon y se afadieron a la mezcla
las células adherentes que quedaron en el pozo con un scraper. Se verificé
que todas las células se hubieran desprendido observando en el
microscopio invertido.

Se centrifugé el contenido de cada falcon a 2500 rpm durante tres minutos.
Se descartd el sobrenadante y se resuspendié el sedimento con 1 mL de
medio de mantenimiento (DMEM con 10% de SFB, 1% de antibiotico y 2mM
de L-Glutamina). Se realizé el conteo celular en la camara de Neubauer
empleando azul de tripan (con dilucion 1:2).

Se tomé6 una alicuota de volumen de las células transfectadas para la
extraccion de RNA y el resto de células (transfectadas y no transfectadas) se
sembraron en dos placas de 12 pozos a una densidad de 100.000 células
por pozo con medio de mantenimiento, siguiendo la distribucidén observada
en la figura 5 (se muestra una pareja de placas, todos los tratamientos se
realizaran en triplicado, para un total de 3 parejas de placas - 6 placas).
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Figura 5: distribucion de las condiciones de tratamiento en placas de 12
pozos

4.3.5 Extraccion de RNA:

Se mezclé la alicuota de células separada para la extraccion de RNA con
TRIzol (1 mL de reactivo por cada 5-10 millones de células) y se incub6
durante 5 minutos a temperatura ambiente. Después se centrifugo a 14mil
rpom durante diez minutos y se transfirié el sobrenadante a un tubo nuevo.
Luego, se agregaron al sobrenadante 100 pyL de BCP por cada mL de reactivo
TRIzol y se mezcl6 bien. Se dejé incubando a temperatura ambiente durante
5 a 15 minutos. Después, se centrifugd a 14mil rpm durante 10 minutos y
se desechd el sobrenadante. Finalmente, se agregd 1 mL de etanol al 75%
por cada mL de TRIzol, se centrifugdé a 12mil rpm durante 5 minutos, se
retir6 el etanol y se sec6 al aire el sedimento de RNA en la camara de
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extraccion. El RNA se disolvio en 50 pL de agua libre de nucleasas. Se
verificé la calidad y se cuantificé el RNA extraido usando NanoDrop.

4.3.6 Verificacion de la transfeccion usando RT-qPCR:

Se utilizaron unos primers de hexameros al azar (1X) para la transcripcion
reversa. El volumen final para cada reaccién fue de 20 pL, del cual la mitad
del volumen fue RNA y las concentraciones de los otros reactivos fueron: RT
Buffer a 1X, dNTPs a 4 mM, transcriptasa reversa a 2.5 U/uL e inhibidor de
RNAsas a 1U/puL. Las condiciones del termociclador fueron 25° C durante 10
minutos, 37°C durante 120 minutos y 85°C durante 5 minutos. Para la PCR
cuantitativa se us6 un volumen final por reaccién de 5 pyL en un tubo de 0.2
mL libre de DNAsas y RNAsas. A cada tubo se le agreg6 cada uno de los
primers a 1.5 pM, SYBR Green PCR Master Mix a 1X, el DNA a una
concentracion de 50 ng/pL y el volumen restante con agua libre de
nucleasas. Tanto el control, como el gen diana, se realizaran por triplicado.
Los primers utilizados para PPARB/6 fueron: Forward: 5’-
GCACATCTACAACGCCTACC-3’ y Reverse: 5’-GTGGATGACAAAGGGTGCG-3".
Como gen candbnico se usd el gen de la gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (Gapdh) con los siguientes primers: Forward: 5’-
TCAGGAGAGTGTTTCCTCGT -3’ y Reverse: 5’- CCAATACGGCCAAATCCGTT-
3’. Las condiciones del termociclador fueron: desnaturalizacion inicial a
95°C durante 2 minutos y 40 ciclos de desnaturalizacion a 95 °'C durante 15
segundos, anillaje a 60°C durante 60 segundos y extension a 70°C durante
30 segundos, asegurandose de incluir la lectura de fluorescencia al final del
paso de extension.

Una vez se verifico el éxito de la transfeccion con los siRNA para PPARB/S,se
retir6 el medio de cultivo de mantenimiento de cada uno de los pozos y se
anadieron 2 mL de medio de cultivo con LPS a 2ug/mL (Berlato, et al., 2002)
o de medio de cultivo sin LPS (siguiendo la distribucion descrita en la Figura
5). El medio de manimiento con LPS es medio DMEM con SFB al 5%, 2 mM
de L-Glutamina y 2pug/mL de LPS, mientras que el medio de mantenimiento
sin LPS es medio DMEM con SFB al 5%, 1% de antibiotico y 2mM de L-
Glutamina. Las células se dejaron incubando toda la noche.

Al dia siguiente las células fueron incubadas en medio con los tratamientos
de acidos grasos. Para esto, se retiré el medio de todos los pozos y se
adicionaron 2 mL de cultivo con el tratamiento correspondiente a las
siguientes concentraciones: GW501516 a una concentraciéon de 100nM
(Diaz-Gandarilla, et al., 2013) y los acidos octanoico, decanoico y palmitico
a una concentracion de 250 pM (Esta concentracidon se encuentra dentro de
lo reportado en plasma de pacientes humanos sometidos a una dieta rica
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en acidos grasos de cadena media (Haidukewych, et al., 1982)). Todos los
medio tenian SFB al 5%, antibiotico al 1% y L-Glutamina a 2 mM. Todos los
tratamientos se dejaran incubando durante tres dias.

Después de los tres dias de incubacion con los tratamientos, las células de
cada pozo se cosecharon de forma individual, de la misma forma que se
describié anteriormente y se extrajo el RNA utilizando TRIzol. Después se
realizo la sintesis del acido desoxirribonucleico (DNA) complementario y el
RNA se almacen6 hasta su uso a -70°C. Se realiz6 una PCR cuantitativa para
medir la expresion de los genes relacionados con el metabolismo de lipidos
y con la funcién inmunitaria, utilizando los primers nombrados en la Tabla
2. Nuevamente se utiliz6 como gen candnico, el gen Gapdh (con los
siguientes primers: Forward: 5’- TCAGGAGAGTGTTTCCTCGT -3’ y Reverse:
5’- CCAATACGGCCAAATCCGTT-3’) y se calculé la expresion relativa de cada
gen, utilizando el método AACt. La expresion de cada gen, para cada una de
las condiciones de tratamiento, se realizo por triplicado.

Tabla 2
Gen Primer Forward Primer Reverse Longitud del amplicén (pb)
Ppard GCACATCTACAACGCCTACC GTGGATGACAAAGGGTGCG 103
Scarb1 TTTGGAGTGGTAGTAAAAAGGGC TGACATCAGGGACTCAGAGTAG 71
Plin2 GTCCCTCAGCTCTCCTGTTA CTCATCACCACGCTCTGTTG 91
Npcl GTCACCTACGTGGCATTTCT CACAAAGTACCGCCTTCTGT 78
Pltp CAATATCTCGGACGTGAGGG TTCAGCAGCAGATCTTGGTC 84
Abcal GTGGAATCGTCCCTCAGTTC CTGAGAAACACTGTCCTCCTTT 78
Abcgl AAGGTTGCCATAGCTTCTCG CAGATGTGTCAGGACCGAGT 101
Cptl GACTCCGCTCGCTCATTC TCTGTTTGAGGGCTTCATGG 145
116 GACAAAGCCAGAGTCCTTCAG TGTGACTCCAGCTTATCTCTTG 76
Tnf CCCTCACACTCACAAACCAC TTTGAGATCCATGCCGTTGG 92
Ifng TCAAGTGGCATAGATGTGGA TTTCATGTCACCATCCTTTTGC 78
110 CTGTCATCGATTTCTCCCCTG CACCTTGGTCTTGGAGCTTATTA 86
Nos2 AGCGCTCTAGTGAAGCAAAG AGGGATTCTGGAACATTCTGTG 107
Ptgs2 TCCAACCTCTCCTACTACACC AGGAAGCTCCTTATTTCCCTTC 90
Mcp1 TTCACCAGCAAGATGATCCC TGAGCTTGGTGACAAAAACTAC 100
Mmp9 AGCCGACTTTTGTGGTCTTC GCGGTACAAGTATGCCTCTG 83
Gapdh TCAGGAGAGTGTTTCCTCGT CCAATACGGCCAAATCCGTT 70

Tabla 2: primers utilizados para la cuantificacion de la expresion relativa
de genes relacionados con metabolismo de lipidos y con funcion inmunitaria
en macrofagos murinos

4.4 Ensayo de captacion de lipoproteinas

4.4.1 Extraccion de lipoproteinas de baja densidad (LDL) y de
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL):
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Se recolect6 sangre de un voluntario sano por medio de venopuncién en un
tubo con EDTA, se mezclo la sangre por inversion y se sumergio en hielo.
Después, se paso la sangre a un tubo falcon de 15 mL, se centrifug6 a 5914
rom durante 20 minutos a 4 grados centigrados y se recolecto el plasma en
un tubo nuevo. Mientras el plasma se encontraba sumergido en hielo, se
realiz6 un gradiente de densidad discontinuo con cloruro de sodio (NaCl) y
sacarosa (en el fondo del tubo se agregaron 200 pL de una solucién de
sacarosa al 48%, luego 285 pL de suero con NaCl a 4M y 514 pL de una
solucion de NaCl 0.67M y EDTA al 0.5%) en un tubo de ultracentrifuga.

El tubo de ultracentrifuga con el gradiente discontinuo con NaCl y sacarosa
se centrifugo en un rotor S140-AT a 86,260 rpm durante una hora y 45
minutos a 10 grados centigrados y se recolectaron las primeras 20
fracciones de 44, que correspondian a los primeros 454 pL de la superficie
del tubo, obtenidos sin perturbar el gradiente. Este procedimiento se repitio
40 veces y se recolectd la solucién de lipoproteinas en un falcon de 50 mL.

4.4.2 Electroforesis de lipoproteinas:

Se verifico la adecuada extraccion de LDL y VLDL mediante una
electroforesis en gel de agarosa al 2% en buffer TBE, para esto se sembraron
3 mL de lipoproteinas con 3 pL de buffer de carga y se realizé la
electroforesis a 100V durante 60 minutos. Una vez terminada la
electroforesis, se removié el gel y se agregé en una bolsa plastica con
solucion de fijacion (75% de etanol y 5% de acido acético) y se agitod
suavemente a temperatura ambiente durante 15 minutos y se descarto la
solucion de fijacién. Después, se incub6 el gel con solucién de Sudan al
0.5% en etanol al 60% y se dejé agitando suavemente a temperatura
ambiente durante 120 minutos. Se descarté la solucion de Sudan y se dejé
el gel hasta que se destifiera en una solucion al 50% de etanol en un
contenedor oscuro a 4 grados centigrados. Finalmente. Se analizo el gel en
un foto documentador.

4.4.3Tincion de las LDL y VLDL:

Se incubd la solucién de lipoproteinas con BODIPY a 2 uyM a 37 grados
centigrados durante toda la noche en un falcon cubierto con papel aluminio.
Al siguiente dia, para eliminar el fluoréforo no unido a lipoproteinas, la
solucion de lipoproteinas con BODIPY se centrifugé en un filtro para
centrifugado 10K agregando 1 mL de la solucién y 10 mL de PBS a 5000
rom hasta que el volumen de la canastilla fue de 1 mL. Se repitié este
procedimiento 3 veces. Antes de cada centrifugacion se mezcl6 por pipeteo
suave el contenido de la canastilla con una punta de 20-200 pL.
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4.4.4 Ensayo de captacion de lipoproteinas en un lector de
placas:

Se sembraron 10 mil células por pozo en 300 pL de medio, en 30 pozos de
una caja de 96 pozos con medio de mantenimiento y se dejaron incubando
durante 24 horas. Se cambié el medio normal por el medio con o sin LPS y
se dejaron incubando durante 16 horas. Después, se cambid el medio con
o sin LPS, por medio con el acido graso especifico (control, octanoato,
decanoato, palmitato o agonista GW501516) y se dejaron incubando
durante 24 horas.

Luego, se cambio el medio por una mezcla de 150 pL de la solucién del
tratamiento y 150 pL del medio con el acido graso especifico y se dejo
incubando durante 36 horas en una incubadora a 37 grados centigrados
con CO2 al 5%. Se aspiré cuidadosamente el medio y se sembrd en otro
pozo y se midio la fluorescencia en el medio (valores basales) y en las
células a una longitud de onda de excitacién a 495 nm y de emisién a 507
nm. Para calcular el porcentaje de captacion de lipoproteinas se utilizo la
siguiente formula:

Fluorescencia en las células / (Fluorescencia en las células + Fluorescencia
en el medio)

4.4.5 Ensayo de captacion de lipoproteinas en microscopio de
fluorescencia:

Se sembraron 300 mil células en 10 pozos de dos cajas de 6 pozos, en 2
mL de medio normal y se dejaron incubando durante 24 horas. A las 48
horas, se cambid el medio por el medio con o sin LPS y se dejo incubando
durante 16 horas, luego se cambié el medio por el medio con el acido graso
especifico (control, octanoato, decanoato, palmitato y agonista) y se dejo
incubando durante 24 horas. Luego, se cambié el medio por una mezcla
de 1 mL con la solucién de lipoproteinas y 1 mL del medio especifico. Se
dejaron las células incubando durante 36 horas y luego se lavaron 3 veces
con PBS. Se fijaron las células con 1 mL de soluciéon de formaldehido al 3%
en PBS durante 20 minutos y luego se lavaron tres veces con PBS. Despueés,
se incubo con 4 ',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) (2ug/mL en PBS) durante
10 minutos y se visualizé en un microscopio confocal.






5. Resultados

5.1 Efecto de los acidos grasos de cadena media
sobre la expresion de genes relacionados
con el metabolismo de lipidos:

5.1.1 Analisis de expresion de PPARD:

Se tomd como grupo de referencia a los macr6fagos murinos no expuestos
a ningun tratamiento con acido graso ni agonista, no estimulados con LPS
y sin el knockdown para Ppard. El tratamiento con octanoato o decanoato
no causo6 cambios en la expresion del receptor nuclear PPARD en los
macrofagos estimulados con LPS (figura 6) y no estimulados con LPS (Figura
7). Por otro lado, el tratamiento con el agonista GW501516 aumento la
expresion de este gen. Adicionalmente, se logré un adecuado knockdown
del gen de Ppard en los macrofagos murinos, que se puede evidenciar con
una diferencia estadisticamente significativa (p=0,043) en la expresion de
Ppard en las células que fueron sometidas al tratamiento con los siRNA,
comparadas con las que no (Figura 6).

5.1.2 Analisis de expresion de genes relacionados con la
captacion de lipoproteinas

El octanoato y el decanoato no causaron cambios estadisticamente
significativos en la expresion de Scarbl en los macréfagos estimulados
(Figura 8) y no estimulados con LPS (Figura 9), aunque si hubo una tendencia
del decanoato a aumentar la expresion de este gen, aunque esta tendencia
se di6 principalmente en los macrofagos con el knockdown para Ppard, lo
gue indica que probablemente el decanoato se une al receptor PPARD y tiene
una funcién represora sobre la transcripcion de Scarbl. De forma
interesante, la union del palmitato a PPARD parece tener una funcién
inductora sobre la transcripcion de este gen, sobre todo en los macr6fagos
no estimulados con LPS (Figura 8).
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5.1.3 Analisis de expresion de genes relacionados con el
eflujo de colesterol:

Mientras que el aumento en la expresion de Abcal y Abcgl se ha asociado
con una disminuciéon en el riesgo de enfermedad cardiovascular y
ateroesclerosis, la expresion de PLTP se ha relacionado con un aumento en
el riesgo de estas enfermedades. El octanoato causé un aumento en la
expresion de Abcal en los macrofagos estimulados con LPS (Figura 11) y de
PLTP en los macrofagos no estimulados con LPS (Figura 14), aunque
también hubo una tendencia a aumentar la expresion de Abcg]l tanto en los
macrofagos estimulados, como en los no estimulados con LPS (Figuras 12y
13). El efecto del octanoato fue parcialmente dependiente de PPARD sobre
la expresion de Abcaly Abcgl e independiente de PPARD sobre la expresion
de PLTP. El decanoato aumentd la expresion de Abcal tanto en los
macrofagos estimulados, como los no estimulados, con LPS (Figuras 10 y
11), aunque este efecto fue mas marcado en los macréfagos con el
knockdown para Ppard, lo que podria indicar que la unién del decanoato al
receptor nuclear PPARD tiene un efecto represor sobre la transcripcion de
Abcal. El palmitato aumentoé la expresion del gen PLTP en los macrofagos
estimulados con LPS, de una forma parcialmente dependiente de PPARD
(Figuras 14 y 15).

5.1.4 Analisis de expresion de genes relacionados con la
acumulacion de lipoproteinas:

Tanto el octanoato, como el decanoato, aumentaron la expresion de Plin2
en los macrofagos no estimulados con LPS, de forma parcialmente
dependiente de PPARD (Figuras 16 y 17). El palmitato aumento la expresion
de Plin2 en los macréfagos estimulados con LPS y de Npcl en los
macrofagos no estimulados con LPS, en ambos casos de forma dependiente
de PPARD (Figuras 18 y 19).

5.1.5 Analisis de expresion de genes relacionados con la
beta-oxidacion de acidos grasos de cadena larga:

Relacionado con su funcidn fisiologica, el palmitato y no otro tratamiento,
aumenté la expresion de Cptl de forma independiente de PPARD en los
macrofagos no estimulados con LPS (Figura 20). No se encontraron cambios
en la expresion de Cptl relacionados con ningun tratamiento en los
macroéfagos estimulados con LPS (Figura 21).
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Figura 11: expresion relativa de Abcal en macrofagos estimulados con
LPS
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Figura 12: expresion relativa de Abcgl en macrofagos no estimulados con
LPS
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Figura 13: expresion relativa de Abcgl en macrofagos estimulados con
LPS
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Figura 14: expresion relativa de Pltp en macrofagos no estimulados con
LPS
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Figura 15: expresion relativa de Pltp en macrofagos estimulados con LPS
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Figura 16: expresion relativa de Plin2 en macrofagos no estimulados con
LPS
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Figura 17: expresion relativa de Plin2 en macrofagos estimulados con LPS
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Figura 18: expresion relativa de Npcl en macrofagos no estimulados con
LPS
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Figura 19: expresion relativa de Npcl en macrofagos estimulados con LPS
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Figura 20: expresion relativa de Cptl en macrofagos no estimulados con
LPS
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Figura 21: expresion relativa de Cptl en macrofagos estimulados con LPS
En las tablas 3 y 4 se observa un resumen de los cambios en la expresion
de genes relacionados con el metabolismo de lipidos en macréfagos
estimulados y no estimulados con LPS, en respuesta al tratamiento con
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octanoato, decanoato, palmitato y el agonista especifico de PPARD
GW501516.

Tabla 3

Gen |Octanoato|Decanoato |Palmitato|Agonista
Ppard 0
Scarb] =

Plin2

Npcl

Pltp
Abcal
Abcgl =

Cptl = 1 =
Tabla 3: Andlisis de la expresion de genes relacionados con el metabolismo
lipidico en respuesta al tratamiento con octanoato, decanoato, palmitato y

el agonista especifico para PPARD GW501516 en macrofagos no
estimulados con LPS

I
I
I —

N —
I —

N —

I —
I
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Tabla 4

Gen | Octanoato |Decanoato|Palmitato|Agonista
Ppard = =
Scarb] =
Plin2
Npcl
Pltp
Abcal
Abcgl
Cptl
Tabla 4: Andlisis de la expresion de genes relacionados con el metabolismo
lipidico en respuesta al tratamiento con octanoato, decanoato, palmitato y

el agonista especifico para PPARD GW501516 en macréfagos estimulados
con LPS

I
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I
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5.2 Efecto de los acidos grasos de cadena media
sobre la expresion de genes relacionados
con la funcion inmunitaria:

5.2.1 Analisis de expresion de genes relacionados con
citocinas proinflamatorias:

El estimulo con LPS aumento la expresion de las citocinas proinflamatorias
16, Tnf e Ifng de forma generalizada, lo que no permitié encontrar
diferencias entre los tratamientos (Figuras 23, 25 y 27). Mientras que el
palmitato aumento la expresion de estas citocinas proinflamatorias en los
macrofagos no estimulados con LPS, el octanoato y el decanoato no
generaron ningun cambio comparando con el grupo control (Figuras 22, 24
y 26). El efecto en todos los casos fue parcialmente dependiente de PPARD.
De forma interesante, el agonista GW501516 aumenté la expresion de Tnf
en los macro6fagos no estimulados con LPS de forma dependiente de PPARD.

5.2.2 Analisis de expresion de la principal citocina
antiinflamatoria:

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la
expresion de /10 con ninguno de los tratamientos en los macréfagos
estimulados y en los no estimulados con LPS (Figuras 28 y 29). Es
importante denotar que los macréfagos con el knockdown para PPARD
tendieron a tener un aumento en la expresion de //10 en los macréfagos
estimulados con LPS (Figura 29).

5.2.3 Analisis de expresion de un gen relacionado con la
funcion fagocitica de macrofagos:

Se encontré una tendencia al aumento en la expresion de NosZ2 con el
tratamiento con el agonista y el palmitato de forma dependiente a la
expresion de PPARD, en los macréfagos no estimulados con LPS, la cual no
se observo con el tratamiento con el octanoato ni con el decanoato (Figura
30). No se observaron cambios estadisticamente significativos en la
expresion de Nos2 con ninguno de los tratamientos en los macréfagos
estimulados con LPS (Figura 31).
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Figura 23: expresion relativa de 116 en macrofagos estimulados con LPS
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Figura 24: expresion relativa de Tnf en macrofagos no estimulados con
LPS
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Figura 25: expresion relativa de Tnf en macrofagos estimulados con LPS
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Figura 26: expresion relativa de Ifng en macrofagos no estimulados con
LPS
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Figura 27: expresion relativa de Ifng en macrofagos estimulados con LPS
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Figura 28: expresion relativa de 1110 en macrofagos no estimulados con
LPS
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Figura 29: expresion relativa de 1110 en macrofagos estimulados con LPS
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Figura 30: expresion relativa de Nos2 en macrofagos no estimulados con
LPS
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Figura 31: expresion relativa de Nos2 en macrofagos estimulados con LPS
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5.2.4 Analisis de la expresion de una enzima relacionada con
la formacion de leucotrienos:

En los macréfagos no estimulados con LPS, mientras que el octanoato y el
palmitato aumentaron la expresion de la Ptgs2, este efecto no se observd
con el decanoato. Algo interesante es que la expresion de Ptgs2 se mantuvo
similar en los macr6fagos con y sin knockdown para PPARD, lo que indica
gue el efecto del decanoato sobre la expresion de este gen es independiente
de la expresién de PPARD. El efecto del octanoato y el palmitato sobre el
aumento en la expresion de Ptgs2 fue dependiente de la expresion de
PPARD (Figura 32). En los macr6fagos estimulados con LPS no se observaron
cambios en la expresion de Ptgs2 con ninguno de los tratamientos, aunque
la expresion fue mayor en los macréfagos con el knockdown para PPARD
(Figura 33).

5.2.5 Analisis de la expresion de una quimiocina
proinflamatoria:

No se observaron cambios en la expresion de Mcpl en los macrofagos
estimulados y no estimulados con LPS, aunque el palmitato si tendio a
aumentar la expresion de Mcpl en los macrofagos no estimulados con LPS
de forma dependiente de PPARD (Figuras 34 y 35).

5.2.6 Analisis de la expresion de una colagenasa de matriz:

Mientras que el octanoato y el decanoato mantuvieron una expresion de
Mmp9 similar a la del control, el palmitato aumenté la expresion de este
gen principalmente en los macréfagos no estimulados con LPS, pero
también en los estimulados con LPS, en los macréfagos no estimulados con
LPS, el efecto del palmitato sobre la expresion de Mmp9 fue dependiente de
PPARD (Figuras 36y 37).

En las tablas 5 y 6 se observa un resumen de los cambios en la expresion
de genes relacionados con la funcién inmunitaria en macréfagos
estimulados y no estimulados con LPS, en respuesta al tratamiento con
octanoato, decanoato, palmitato y el agonista especifico de PPARD
GW501516.

La tabla 7 muestra un resumen del Log: fold change en la expresion de los
genes del metabolismo de lipidos y de la funciéon inmunitaria, en cada uno
de los grupos de tratamiento.
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Figura 32: expresion relativa de Ptgs2 en macrofagos no estimulados con
LPS
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Figura 33: expresion relativa de Ptgs2 en macrofagos estimulados con LPS
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Figura 34: expresion relativa de Mcp1 en macréfagos no estimulados con
LPS
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Figura 35: expresion relativa de Mcp1 en macrofagos estimulados con LPS
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Figura 36: expresion relativa de Mmp9 en macrofagos no estimulados con
LPS



Bibliografia

67

5,10

Expresion relativa MMP9

Control Octanoato Decanoato Palmitato GW501516

B rPARD +
B prpPARD -

Expresion relativa MMP9

Control Octanoato Decanoato Palmitato GW501516

llustracion 37

Figura 37: expresion relativa de Mmp9 en macrofagos estimulados con
LPS
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Tabla b

Gen

Octanoato

Decanoato

Palmitato

Agonista

Il6

Tnf

)

Ifng

1110

T
T
1

Nos2

)

Ptgs2

)

1

Mcp1

Mmp9

1

Tabla 5: Andlisis de la expresion de genes relacionados con

la funcion

inmunitaria en respuesta al tratamiento con octanoato, decanoato,
palmitato y el agonista especifico para PPARD GW501516 en macrofagos
no estimulados con LPS

Tabla 6

Gen

Octanoato

Decanoato

Palmitato

Agonista

Il6

Tnf

Ifng

Il10

NosZ2

Ptgs2

Mcp1l

Mmp9

Tabla 5: Andlisis

de la expresion

de genes relacionados con la funcion

inmunitaria en vrespuesta al tratamiento con octanoato, decanoato,
palmitato y el agonista especifico para PPARD GW501516 en macrofagos
estimulados con LPS.



Tabla 7

Plin2
Npcl
Pitp
Abcal
Abcgl
Cptl
e
Tnf
Ifng
1no
Nos2
Ptgs2
Mcp1
Mmp9
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0,10 9,80 6,60 0,20 20,70 6,80 0,40 0,00 1,90 0,30 0,70 3,30 0,10 4,60 0,30 16,40 5,70 0,10
0,00 0,80 0,50 0,10 1,60 11,50 0,10 0,00 1,00 0,30 0,00 0,40 1,20 0,50 7,70 0,60 1,40 0,50
0,10 9,30 9,30 1,10 0,20 8,90 0,40 2,00 0,10 0,70 0,10 1,80 0,60 0,80 0,00 7,30 3,90 0,10
2,20 5,20 0,40 1,50 74,80 6,30 1,40 4,30 6,30 0,30 0,10 4,30 28,60 8,00 22,90 0,60 0,30 1,40
0,40 8,20 0,50 0,90 0,90 2,60 13,60 2,30 4,40 3,40 1,90 3,00 2,10 0,60 0,50 0,20 5,10 0,20
0,00 1,00 0,10 0,30 0,30 1,60 2,20 0,10 0,10 0,70 0,10 0,50 0,40 0,20 0,40 0,10 0,10 0,20
0,00 0,00 10,30 0,00 0,00 240,80 61,60 0,00 0,10 0,00 0,00 23,70 18,60 0,00 0,00 47,50 7,50 0,10
2,20 2,80 1,40 0,70 0,90 8,20 4,00 9,60 1,50 0,80 1,60 2,30 7,50 0,90 1,30 2,30 5,20 2,00
0,10 0,00 2,50 0,00 0,00 15,40 5,70 0,30 0,20 0,04 0,03 0,78 9,29 0,00 0,91 0,94 13,08 0,11
11,90 3,50 0,10 0,30 10,70 4,10 0,20 0,10 0,00 0,60 0,00 0,60 3,80 0,00 0,20 0,10 0,80 0,00
6,20 2,70 1,90 4,80 1,10 18,60 11,70 37,90 5,10 1,30 8,70 1,00 2,60 2,00 1,20 6,80 8,60 2,50
0,00 57,00 22,30 3,30 2,90 34,20 2,80 3,70 1,70 0,90 2,70 0,80 11,20 4,80 9,90 1,50 14,10 0,60
2,20 8,50 7,00 3,60 10,60 3530 1,90 10,40 8,90 1,80 39,40 9,80 29,80 5,00 3,80 1,00 3,50 0,70
3,00 4,60 3,00 2,40 4,40 36,80 10,70 8,80 1,10 1,00 3,90 2,50 0,00 3,00 1,80 4,00 6,70 2,00

OO0OO0OO00O0OO0OO0OO0OO0OO0O0O0O

Tabla 7: Resumen de los cambios en la expresion de genes relacionados
con el metabolismo de lipidos y la funcion inmune en macrofagos, en
respuesta al tratamiento con octanoato, decanoato, palmitato y agonista
GW501516, en macréfagos con y sin knockdown para Ppard y activados o
no con LPS.

5.3 Analisis de captacion de lipoproteinas

Para medir el efecto global de los tratamientos sobre la expresiéon de genes
relacionados con el metabolismo de lipidos, se midié el porcentaje de
captacion de lipoproteinas LDL y VLDL, en un ensayo que midio la
fluorescencia de las lipoproteinas fluoromarcadas en un lector de placas.

Aunque no se observaron cambios estadisticamente significativos en el
porcentaje de captacion de lipoproteinas por parte de los macréfagos no
activados con LPS, si se observo una tendencia en los macréfagos tratados
con octanoato y decanoato a mantener porcentajes mas bajos de captacion
(y similares al control), mientras que los tratamientos con palmitato y con
el agonista se asociaron con un mayor porcentaje de captacion de
lipoproteinas, lo que aumentaria el riesgo en estos macréfagos, de
convertirse en células espumosas (Figura 38).

En los macréfagos activados con LPS se observd un aumento
estadisticamente significativo en la captacion de lipoproteinas por parte del
octanoato y no con el decanoato u otro tratamiento. Este resultado no es
muy concordante con los datos obtenidos de la expresiéon de genes
relacionados con el metabolismo de lipidos, ya que en este grupo de
macrofagos, no se encontraron cambios en la expresion de genes
relacionados con la captacion y la acumulacion de lipoproteinas en las
células, mientras que si se encontré un aumento en la expresion de Abcal,
gue es un transportador que participa en el eflujo de colesterol. Estos datos
podrian representar un falso positivo, ya que la activaciéon con LPS pudo
haber aumentado la captacion de lipoproteinas de forma significativa en las
células y haber afectado su viabilidad, por lo que se observa que al comparar
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el porcentaje de captaciéon con cada uno de los tratamientos, hay una menor

captaciéon de lipoproteinas en los macrofagos
comparados con los no tratados con LPS (Figura 39).
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Figura 38: porcentaje de captacion de lipoproteinas LDL y VLDL en

macrofagos murinos no activados con LPS
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macrofagos murinos activados con LPS
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6. Discusion

La enfermedad cardiovascular es la primera causa de mortalidad en el
mundo (Nowbar, et al., 2019) e incluye a; la enfermedad arterial coronaria,
la enfermedad cerebrovascular, la enfermedad arterial periférica y el
tromboembolismo venoso (Lopez & Murray, 2020). La aterosclerosis es el
proceso fisiopatolégico subyacente mas importante de la enfermedad
cardiovascular (Hansson & Hermansson, 2011), por lo que el estudio sobre
las vias fisiopatoldgicas de este proceso es de gran importancia, tanto en la
bioquimica, como en la salud publica.

Recientemente, el papel de los macrofagos sobre la fisiopatologia de la
ateroesclerosis, ha cobrado mayor importancia. Ya que el aumento en la
inflamacion y la formacion de células espumosas, son procesos
indispensables para la formacion, la progresiéon, la vulnerabilidad y la
ruptura de la placa ateroesclerotica (Libby, Buring & Badimon, 2019). Por
otra parte, diferentes estudios han demostrado que los macro6fagos,
dependiendo de su estado de activacion, también podrian disminuir la
inflamacion, asi como la progresion de la ateroesclerosis, lo que convierte
a los cambios transcripcionales en los macréfagos, en posibles blancos
terapéuticos de la enfermedad cardiovascular (Cheng, et al., 2022).

Los receptores PPAR regulan un amplio espectro de procesos biologicos,
incluyendo el metabolismo de lipidos, la diferenciacién celular, la migracién
celular y la inflamacion, por lo que su modulacién es de interés para el
tratamiento de la ateroesclerosis y otras enfermedades metabdlicas
(Enayati, et al., 2022).

PPARB/6 es uno de los receptores PPAR menos estudiado y su activacion se
ha relacionado con un aumento en la captacién y el gasto de acidos grasos
por parte de las células y una reduccién en la inflamacion en células del
sistema inmune (Zieleniak, Wéjcik & Wozniak, 2008). Este receptor se
expresa de forma ubicua en todos los tejidos y es el receptor PPAR
mayormente expresado en los macrofagos (Adhikary, et al., 2015). Los
acidos grasos de cadena media son agonistas parciales de PPARB/6
(Liberato, et al., 2012), por lo que entender su efecto sobre la transcripcion
de genes relacionados con el metabolismo de lipidos y con la funcion
inmune en macro6fagos, abre las puertas a nuevos blancos y agentes
terapéuticos.

Un estudio realizado en el 2010 describié el efecto del tratamiento con el
agonista de PPARB/6 (GW501516) sobre la expresion de RNA en
miofibroblastos, usando microarreglos, y encontr6 que este agonista
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aumentod la expresion de 91 genes relacionados principalmente con vias
regulatorias de la inflamacion (Kaddatz, et al., 2010). Mas adelante, otro
estudio publicado en el 2021, demostré que el tratamiento con el agonista
de PPARB/6 en ratones, disminuy6 la incidencia de osteoporosis, mediante
el aumento de la polarizacion de los macréfagos hacia un fenotipo menos
proinflamatorio (M2), principalmente a través del aumento en la expresion
de Angptl4 y la consecuente disminucién en la activacion de la via de
sefalizacion NFKB (Chen, et al., 2021).

En cuanto al efecto de los acidos grasos de cadena media, un estudio
publicado en el 2016, describié que el tratamiento con estos acidos grasos
en un modelo murino disminuyo la masa corporal y mejoré el metabolismo
de colesterol, ademas de disminuir la progresion de la ateroesclerosis,
incluso en ratones bajo una dieta alta en grasa, principalmente mediante un
aumento en la activaciéon de las vias relacionadas con el eflujo de colesterol
(Zhang, et al., 2016).

Teniendo en cuenta los resultados de los estudios anteriormente descritos,
surgid la hipotesis de que los acidos grasos de cadena media, al ser
agonistas parciales del receptor PPARB/8, podrian disminuir la captacion de
lipoproteinas a través de un aumento en la transcripcion de genes
relacionados con el eflujo de colesterol y a la disminucion de la expresién
de genes relacionados con inflamacion.

Aunque el receptor PPAR B/6, es el receptor PPAR mayormente expresado en
macrofagos, no es el Unico receptor de acidos grasos presente en estas
células. Se ha descrito la expresion de otros receptores de acidos grasos
acoplados a proteina G, dentro de los cuales se encuentran: el FFART,
FFAR2, FFAR3, FFAR4, GPR84, GPR109A, GPR170, GPR31, GPR132 y
GPR119; y la activacion de estos receptores también ha demostrado
modular la respuesta inflamatoria en células inmunes (Kiepura, Stachyra &
Olszanecki, 2021). Adicionalmente, se especula que los acidos grasos
también podrian tener efectos sobre la regulacion de la transcripcion, de
forma independiente a la union a receptores (Jump, Tripathy & Depner,
2013).

Aunque en los resultados de este estudio, el efecto del tratamiento con
acidos grasos de cadena media, no mostr6o diferencias estadisticamente
significativas sobre la captacion de lipoproteinas, si se observé una
tendencia hacia un efecto protector del tratamiento con octanoato y con
decanoato, ya que el porcentaje de captacién fue menor que el observado
con el palmitato y con el agonista GW501516. Esto podria deberse a que
estos tratamientos no aumentaron la expresion de genes relacionados con
la captacion de lipoproteinas ni de genes de citocinas proinflamatorias,
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mientras que si aumentaron la expresion de Abcal, un transportador
relacionado con el eflujo de colesterol.

Mediante la base de datos PPARgene, que permite predecir posibles genes
diana de PPAR B/6 por medio de un método basado en Machine Learning,
se encontro que los genes respondedores a PPAR B/6 son; Scarbl, Plin2,
Pitp, Abcal, Cptl, 116 y Nos2, y en todos se predice un efecto de
sobreexpresion (Fang, et al., 2016). En los resultados de esta investigacion
se encontrd que las células respondieron de forma diferente al octanoato y
al decanoato, lo que puede deberse a que los receptores interactuan de
forma diferente con el DNA, dependiendo del ligando especifico que se una
al receptor. Incluso se ha descrito que el efecto del receptor no solo es
diferente dependiendo del ligando, sino también dependiendo del tipo de
célula (Park, Vogelstein & Kinzler, 2001).

7.Conclusiones y
recomendaciones

7.1 Conclusiones

El octanoato aumento la expresién de Plin2, Pltp y Ptgs2 en los macr6fagos
sin LPS y de Abcal en los macrofagos con LPS.

El decanoato aumento la expresion de Plin2 en los macrofagos sin LPS, de
Npcl en los macrofagos con LPS y de Abcal en los macrofagos activados o
no activados con LPS.

La unién del octanoato a PPARB/& mostréo un efecto represor sobre la
expresion de Scarbl, Abcal y Mcp].

La union del octanoato a PPARB/S mostréo un efecto inductor sobre la
expresion de Abcgl, Plin2, 116, 1110, Tnf, Ptgs2 y Mmp9.

El octanoato aumentd la expresion de Pltp por medio de un mecanismo
independiente a la union al receptor PPARB/S.
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La uniéon del decanoato a PPARB/& mostré un efecto represor sobre la
expresion de Scarbl, Abcal, Plin2, Npcl, 1110, Ptgs2,y Mcp].

La union del decanoato a PPARB/6 mostréo un efecto inductor sobre la
expresion de Nos2.

La activacion de los macréfagos con LPS aumenté la expresion de Ppard,
Abcgl y Mcpl.

Los macrofagos tratados con octanoato y decanoato mostraron una menor
captacion de lipoproteinas que los macréfagos tratados con pamitato y
similar a los macré6fagos control.

Los macrofagos activados con LPS mostraron una menor captacion de
lipoproteinas en general, aunque dentro de este grupo, los macrofagos
tratados con octanoato mostraron una mayor captacion de lipoproteinas
gue los macrofagos tratados con decanoato, palmitato o con el agonista.
Sin embargo, esto podria ser debido a que muchas células murieron
después de la activaciéon con LPS.

Este estudio ampli6 el conocimiento sobre la respuesta a los acidos grasos
de cadena media en la expresion de genes relacionados con el metabolismo
de lipidos y la funcién inmune en macroéfagos murinos, y en qué medida
este efecto esta mediado por el receptor nuclear PPARB/S.

7.2 Recomendaciones

Teniendo en cuenta los resultados del ensayo de captaciéon de lipoproteinas,
podria ser interesante medir la viabilidad celular en macr6fagos activados
con LPS, expuestos a diferentes dosis de lipoproteinas y a diferentes
tiempos.

Para obtener otros genes que podrian ser diana del receptor PPARB/5, podria
ser interesante realizar un experimento de RNA-Seq en los mismos grupos
de tratamiento que se utilizaron en este estudio.
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