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RESUMEN

El acido palmitico (AP) es el acido graso saturado mas abundante en la dieta
moderna, por lo cual ha sido vinculado con procesos inflamatorios, progresion
tumoral y estrés oxidativo. El presente trabajo evalué los efectos del acido palmitico
en cultivos de melanoma murino (B16F1), con el fin de poder analizar su impacto
en la viabilidad, migracién celular y expresidn génica, de genes relacionados a
procesos de inflamacion/redox. Se realizaron ensayos de viabilidad (MTT) con
concentraciones de 250, 500 y 1000 uM de AP; ensayos de migracion (herida) con
75y 250 yM; y analisis de expresion génica mediante RT-qPCR para iNOS, NF-kB

y TGF-31 a 12 y 24 horas de exposicion.

Los resultados mostraron que el acido palmitico no redujo la viabilidad celular, sino
que tuvo una tendencia a favorecer la proliferacion celular no significante. En
contraste a concentraciones elevadas de 250 yM se pudo observo una disminucion
significativa en la migracion, reflejando un retraso en el cierre de la herida. En cuanto
a la expresién de genes, se identificé un aumento temprano de iNOS, para luego
ver una disminucidon a las 24 horas de exposicion, hubo ausencia en cambios
significativos en NF-kB y, por ultimo, un incremento en TGF-1 tras estar expuesto

a 24 horas con 250 uM de acido palmitico.

En conclusion, los efectos del acido palmitico en las células B16F1 va a depender
de la concentracién y de tiempo de exposicion. Aunque no se vio un efecto
significativo en la viabilidad, se pudo evidenciar una modulacién en la migracion y

en la expresion génica, lo que respalda el rol del AP en la dinamica del



microambiente tumoral.

Palabras claves

Acido palmitico, Estrés oxidativo, Inflamacién, Melanoma murino, Migracién celular,

Viabilidad celular.
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ABSTRACT

Palmitic acid (PA) is the most abundant saturated fatty acid in the modern diet, which
is why it has been linked to inflammatory processes, tumor progression, and
oxidative stress. This study evaluated the effects of palmitic acid on murine
melanoma (B16F1) cultures in order to analyze its impact on viability, cell migration,
and gene expression of genes related to inflammation/redox processes. Viability
assays (MTT) were performed with concentrations of 250, 500, and 1000 uM PA;
migration assays (wound) with 75 and 250 uM; and gene expression analysis by RT-
gPCR for iNOS, NF-kB, and TGF-31 at 12 and 24 hours of exposure. The results
showed that palmitic acid did not reduce cell viability but tended to promote non-
significant cell proliferation. In contrast, at high concentrations of 250 uM, a
significant decrease in migration was observed, reflecting a delay in wound closure.
In terms of gene expression, an early increase in INOS was identified, followed by a
decrease after 24 hours of exposure. There were no significant changes in NF-kB
and, finally, an increase in TGF-31 after 24 hours of exposure to 250 yM palmitic

acid.

In conclusion, the effects of palmitic acid on B16F1 cells depend on the
concentration and duration of exposure. Although no significant effect on viability
was observed, a modulation in migration and gene expression was evident,

supporting the role of PA in the dynamics of the tumor microenvironment.

Keywords

Palmitic acid, Oxidative stress, Inflammation, Murine melanoma, Cell migration, Cell
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viability.
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CAPITULO 1
INTRODUCCION



1.1 Planteamiento del Problema

El acido palmitico (AP) es el acido graso saturado, con la particularidad de ser el
mas comun en la dieta de los paises industrializados, incluyendo incluso aquellos
paises en los que la dieta mediterranea deberia ser la prevalente. El aceite de
palma, con un contenido aproximado del 44% de acido palmitico, es generalmente
la mayor fuente de este acido en nuestra dieta. Sin embargo, también se encuentra
en cantidades significativas en otros aceites y grasas: alrededor del 28% en la
mantequilla, el 27% en la manteca de cerdo y el sebo de vacuno, el 13% en el aceite

de maiz y el 10% en el aceite de oliva (Mancini et al., 2015) (Gunstone, 1996).

En las ultimas décadas, se ha observado un aumento significativo en el consumo
de productos industrializados que contienen aceites vegetales, en particular aceite
de palma. Esta tendencia llevé a una preocupacion justificada sobre cémo afectaria
nuestra salud. Un aumento en la proporcion de acido palmitico en las células del
cuerpo promueve los procesos inflamatorios. Cabe destacar que todo esto propaga
un ambiente tumoral mas agresivo y se cree que esta involucrado en la patogénesis
de la obesidad, la resistencia a la insulina, la hipertension arterial sistémica y el

cancer. (Fatima et al., 2019).

Muchos estudios in vivo han demostrado que una dieta rica en grasas saturadas
favorece la tumorogénesis, promoviendo procesos inflamatorios y asi afectando al
metabolismo células. Investigaciones preliminares han demostrado que los acidos
grasos saturados pueden inducir cambios en la sefializacion celular que promueve

lo que es la proliferacion y supervivencia de estas células cancerigenas, también

14



hay estudios donde la ingesta elevada de grasas saturadas (pero no de grasas
totales, monoinsaturadas o poliinsaturadas) se asocié con un mayor riesgo de
cancer de mama (Sellem et al., 2018). Sin embargo, los efectos especificos del
acido palmitico en la progresion de tumores cancerosos, en las lineas de melanoma
(B16F1), no estan completamente estudiados hasta la fecha. Por lo tanto, es
necesario realizar mas investigaciones para asi poder comprender mejor el

funcionamiento del acido palmitico en el desarrollo tumoral.

1.2 Justificacion

El cancer representa una de las primeras causas de muerte a nivel mundial, y en
Panama es la principal causa de muerte con un incremento progresivo en la
incidencia de melanoma, por lo cual lo convierte en un significativo problema de
salud en el pais. La mayoria de los canceres se relacionan con estilos de vida no
saludables (nutricién, ambiente, etc...), por esto esta situacion plantea la necesidad
de comprender mejor los factores ambientales y nutricionales que pueden influir en

la progresion de este tipo de cancer.

El aumento en la prevalencia de enfermedades crénicas como la obesidad, la
diabetes tipo 2 y distintos tipos de cancer ha sido asociada con cambios en los
patrones alimenticios. Dentro de estos, el Acido Palmitico que es el 4cido graso
saturado mas abundante en la dieta actual, presente en aceites vegetales como el
de palma y en productos ultraprocesados (Annevelink et al., 2023), ha sido
investigado por su papel potencial en la progresion tumoral y la formacién de

metastasis ya que este acido graso puede estar jugando un papel muy importante
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en la inflamacién y en la memoria inmunolégica innata, lo que conllevaria a tener
implicaciones tanto protectoras como perjudiciales frente a infecciones vy
enfermedades inflamatorias (Seufert & Napier, 2023). Sin embargo, aunque se ha
avanzado en la investigacion para determinar cual es el efecto del acido palmitico
en el melanoma y en el sistema inmune, todavia persisten vacios importantes en el

conocimiento.

Teniendo en cuenta que el efecto del AP depende de la concentracion, tipo celular
y contexto metabdlico, el efecto de este es variable (Carta et al., 2017). Por otro
lado, algunos metaanalisis cuestionan la relacion directa entre las enfermedades y
el consumo de grasa saturadas, y proponen que el verdadero impacto del acido
palmitico depende de donde provenga, en que cantidad se consume o el equilibrio
con otras grasas (Astrup et al., 2020). Por esto es por lo que existe la necesidad de
comprender de forma mas profunda y contextualizada el rol de acido palmitico, no

solo como nutriente, sino como modulador bioquimico e inmunoldgico.

En este sentido, este trabajo se justifica con la necesidad de generar evidencia
experimental sobre los efectos que tiene el acido palmitico en células B16F1,
evaluando asi su viabilidad, migracién celular y expresion de genes asociados a
procesos inflamatorios/estrés oxidativo. Los resultados ayudaran a ampliar la

compresion de la interaccidon de factores dietarios con el cancer.

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general

Determinar los efectos del acido palmitico en procesos inflamatorio/redox en cultivos
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celulares de melanoma murino.

1.3.2 Objetivos especificos

— Determinar la viabilidad de las células tumoral B16F1 frente a la exposicion a
diferentes concentraciones de acido palmitico.

— Analizar si el acido palmitico modifica la capacidad de migracion celular en la
linea B16F1.

— Evaluar la expresion de genes relacionados con inflamacion y estrés oxidativo
(NF-kB, TGF-81 e iINOS) en células B16F1 expuestas a diferentes

concentraciones de acido palmitico.
1.4 Hipétesis
Ho

La exposicion a diferentes concentraciones de acido palmitico no produce cambios
significativos en la viabilidad, migracién ni en la expresion de genes relacionados
con inflamacion y estrés oxidativo (NF-kB, TGF-B1 e iINOS) en células de melanoma

murino B16F1.
Hy

La exposicion a diferentes concentraciones de acido palmitico modifica
significativamente la viabilidad, la migracion y la expresién de genes relacionados
con inflamacion y estrés oxidativo (NF-kB, TGF-B1 e iINOS) en células de melanoma

murino B16F1.
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CAPITULO 2
MARCO TEORICO



2.1 Antecedentes

Segun Pascual et al., (2021), en su publicaciéon del trabajo sobre el acido palmitico
promueve la metastasis y hace mas agresivas a las células tumorales, describen
como el aceite de palma es un aceite vegetal rico en grasas saturadas,
fundamentalmente acido palmitico, empleado frecuentemente en alimentacion,
donde identifican que la metastasis, que se presenta cuando las células cancerosas
se desprenden del tumor primario y forman uno nuevo en otros 6rganos o tejidos,
es la causante del 90 % de las muertes por cancer, esto indica como una dieta rica
en acido palmitico, el componente principal del aceite de palma altera el genoma

del cancer y aumenta la probabilidad de que se extienda.

En este trabajo, células de tumores orales y melanomas procedentes de pacientes
han sido expuestas a una dieta rica en dicho acido y se ha observado que tienen
mayor capacidad de hacer metastasis en ratones, incluso cuando esta dieta se
suministra durante un periodo muy breve de tiempo, esto se debe a que las
modificaciones que genera el acido graso sobre el genoma de las células
metastaticas son permanentes. Los autores, creen que estos resultados se pueden
extrapolar a las personas enfermas, donde observaron con datos de expresion

geénica los tipos de cancer en cientos de pacientes.

Los investigadores identificaron una serie de marcadores de la exposicidn al acido
palmitico en las células tumorales, donde un cambio hace que estas mantengan
una mayor capacidad metastatica, incluso meses después de estar expuestas al

acido graso y que podria estar relacionado con una mayor capacidad de estas
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células tumorales para inervarse. Los resultados indican que una dieta rica en aceite
de palma seria perjudicial para el desarrollo del cancer, incluso si tiene lugar en una
fase muy inicial de la enfermedad en la que el tumor primario quizas no ha sido

detectado aun.

Lo observado indica que esta capacidad expansiva y colonizadora se adquiere
debido al consumo de acido palmitico (predominante en el aceite de palma), pero
no ocurre asi con el acido oleico (muy abundante en el aceite de oliva) o el acido
linoleico (caracteristico de la linaza), apuntando a que la agresividad no solo tiene
que ver con el metabolismo de las grasas, sino también las modificaciones
epigenéticas que se producen en las células tumorales cuando ingieren acido

palmitico.

Para que una célula tumoral pueda establecer una metastasis, primero debe
desprenderse del tumor de origen, introducirse en los vasos sanguineos o linfaticos,
alcanzar otro 6rgano vital y sobrevivir y crecer alli, una dieta rica en acido palmitico
permite a las células tumorales crear una red neuronal alrededor del tumor, donde
las células tumorales mas metastaticas adquieren capacidad para llamar al sistema
nervioso y la red neuronal que se forma alrededor del tumor generando un entorno
regenerativo, que las células utilizan en su propio beneficio, para crecer y

expandirse.

2.2 Introduccién al cancer y al melanoma

2.2.1 El cancer: una enfermedad de impacto global

El cancer es la principal causa de muerte en todo el mundo. Segun la Organizacion

20



Mundial de la Salud (OMS), en 2020 se atribuyeron a esta enfermedad casi 10
millones de defunciones. El nUmero estimado de personas que estaban vivas a los
5 anos siguientes a un diagnostico de cancer era de 53,5 millones. Alrededor de 1
de cada 5 personas desarrollara cancer a lo largo de su vida; aproximadamente 1
de cada 9 hombres y 1 de cada 12 mujeres mueren a causa de la enfermedad.
(Cancer Today, n.d.) (Organizaciéon Panamericana de la Salud [OPS/OMS], 2024).
Se anticipa que en 2040 el numero de casos nuevos de cancer por afio aumentara
a 29,9 millones y el numero de muertes relacionadas con el cancer aumentara a

15,3 millones (World Health Organization: WHO, 2025).

En Panama, el 17% de las muertes son ocasionadas por el cancer, lo que convierte
a esta enfermedad en la primera causa de muerte y en un significativo problema de
salud en el pais. en nuestro pais se registran 14 casos diarios de cancer, mientras
gue unas 7 mueren por causas relacionadas con algun tipo de cancer. Cifras del
Instituto Oncolégico Nacional (ION) indican que en Panama se atienden entre 14
mil y 16 mil pacientes con cancer por afno, y se realizan mas de 3 mil cirugias
relacionadas con esta enfermedad (Noticias Caja de Seguro Social, 2024). En
Panama, se estima que alrededor del 40% de los canceres se relacionan con estilos
de vida no saludables, factores nutricionales, ambientales y de riesgo modificables,
como el consumo y la exposicion al humo del tabaco, la obesidad, el consumo de
alcohol, la exposicidon a sustancias toxicas y a agentes infecciosos (Deygarcia,

2024).
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El cancer es un conjunto de enfermedades el cual se produce por el crecimiento
descontrolado de las células, las cuales pueden invadir otros tejidos u 6rganos, en
donde encontraran un ambiente apropiado para continuar su crecimiento originando
una metastasis. El cancer puede originarse practicamente en cualquier parte del
cuerpo humano, que esta formado por billones de células. Las células de nuestro
cuerpo se dividen constantemente para renovar los tejidos del cuerpo, en
condiciones normales esto ocurre siguiendo un equilibrio entre células que se
multiplican y células que mueren para dar lugar a otras. Sin embargo, alteraciones
en estos mecanismos pueden dar lugar a una proliferacion celular descontrolada,
ya que los genes que regulan la proliferacién suelen sufrir mutaciones, perdiendo el
control sobre ellas mismas y empiezan a dividirse sin parar permitiendo la
supervivencia de células anomalas que deberian haber sido eliminadas (National

Cancer Institute, 2021) (Mitrus et al., 2012).

2.2.2 Melanoma: caracteristicas y relevancia clinica

El melanoma es un tipo de cancer de piel que se origina cuando los melanocitos,
células dendriticas originadas en la cresta neural y causales de la sintesis de
melanina (Jm & M, 2004). El melanoma es una neoplasia conocida por ser
altamente invasiva con un elevado potencial metastasico, o que lo hace
particularmente agresivo y peligroso si no se detecta a tiempo y se trata a etapas
tempranas. Se ha clasificado en subtipos segun el tejido del que surge el tumor
primario. Los principales subtipos son el melanoma cutaneo (MC), que surge en la
piel no glabra; el melanoma acral (MA), una forma distinta que se origina en la piel

glabra de las palmas de las manos, las plantas de los pies y los lechos ungueales;
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el melanoma mucoso (MM), el subtipo mas raro, que surge de los melanocitos en el
revestimiento mucoso de los tejidos internos; y el melanoma uveal (MU) que se
desarrolla a partir de los melanocitos en el tracto uveal del ojo (Figura 1), cada uno
con perfiles genémicos y prondsticos distintos, influenciados por mutaciones en
genes como BRAF, NRAS, c-KIT y GNAQ/GNA11 (Rabbie et al., 2018) (Teixido et

al., 2021).

Uk

Figura 1: Principales subtipos de melanoma. A. El melanoma cutaneo (MC) (Jm &
M, 2004b); B. El melanoma acral (MA) (Farias, 2023); C. El melanoma mucoso (MM)
(Ramos, 2016); D. El melanoma uveal (MU) (Universidad de Virginia [UVA], 2022).

En condiciones fisioldgicas, los melanocitos y otras células de la piel se multiplican
controlada y ordenadamente. Mientras que se generan nuevas células, las células
viejas van a ser empujadas as la superficie cutanea, donde finalmente moriran y se
van a desprender. Sin embargo, en el melanoma, suceden alteraciones en el ADN
las cuales van a inducir una proliferacion desregulada, lo que resulta en un
crecimiento celular incontrolado. Luego estas células cancerosas se acumulan, se

adhieren entre si y forman tumores (moffitt cancer center, 2023).

El melanoma se desarrolla en areas de la piel expuestas a la radiacion solar, como
lo son los brazos, espalda, rostro. Sin embargo, hay cosas en los que puede
manifestarse en otras localizaciones que no son frecuentes como los ojos,

incluyendo en las mucosas de la cavidad nasal y la faringe (Sample & He, 2017).
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Algunos factores propios del paciente pueden aumentar el riesgo de desarrollar
melanoma, como el numero de nevos (lunares), tanto congénitos como adquiridos,
asi como la susceptibilidad genética y los antecedentes familiares de melanoma,
son factores de riesgo relevantes para el desarrollo de melanoma. El 26 % de los
melanomas cutaneos se originan a partir de un nevo (Bevona, 2003). El receptor de
melanocortina 1 (MC1R) es uno de los genes que representan mas relevancia para

la susceptibilidad al melanoma (Dessinioti et al., 2011).

Aunque el melanoma hereditario verdadero debido a una mutacion genética
transmitida es menos comun, se ha observado que aproximadamente entre el 5y
15% de pacientes tienen antecedentes familiares. Rossi et al. (2019) dicen que las
mutaciones de la linea germinal en CDKN2A y, menos comunes, las mutaciones en

CDK4 son las anomalias genéticas mas frecuentes identificadas en estas familias.

El melanoma sigue siendo un importante problema de salud publica a nivel mundial
y se caracteriza por una alta incidencia en poblaciones de piel clara de ascendencia
europea y una mortalidad desproporcionada en los paises en transicién. Se estima
gue su incidencia ha aumentado rapidamente en las ultimas décadas (Garbe et al.,
2021), especialmente en paises desarrollados. Aunque solo represente el 1.7% de
los diagnésticos mundial de cancer su impacto en salud publica es significativo

debido a su alta mortalidad.

Lo reportado por Arnold et al. (2022) dice que, en 2020, se estimé que 325 000
personas (174 000 hombres y 151 000 mujeres) fueron diagnosticadas con

melanoma en todo el mundo, y aproximadamente 57 000 personas (32 000 hombres
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y 25 000 mujeres) fallecieron a causa de la enfermedad. Las tasas mas altas de
incidencia se observan en Australia/Nueva Zelanda, Europa Occidental y América

del Norte, mientras que en Africa y Asia el melanoma sigue siendo raro.

En Panama, segun cifras del Registro Nacional del Cancer del MINSA, se ha visto
un incremento en la tasa de incidencia del melanoma, llegando a ser el doble en tan
solo dos afos, siendo para el 2014 de 1.2/100 mil hab. y al 2016 de 2.3/100 mil hab.
en ambos sexos (Ministerio de Salud [REGISTRO NACIONAL DEL CANCER DE
PANAMA], 2018). El Instituto Oncolégico Nacional (ION) es el hospital de referencia
para pacientes diagnosticados con cancer en la Republica de Panama y segun su
Registro Institucional del Cancer, para el ano 2012, se atendieron 31 pacientes con
melanoma y para el ano 2017, 49 pacientes (incremento del 36.7%) (INSTITUTO

ONCOLOGICO NACIONAL, n.d.).
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.. N Sexo
Cie-O-3 Anstl,uo. . ‘Ano d?. Total Hombre Mujer
atomico | -ocurrencia N° Tasa (1) N° Tasa (2) N° Tasa (3)
2019 459 10.9 299 14.13 160 7.61
2020 413 9.7 231 10.77 182 8.53
Cl16 | Estomago/l |2021 458 10.6 274 12.60 184 8.50)
2022 (P) 705 16.0 428 19.42 277 12.62
2023(P) 701 15.7 438 19.62 263 11.82
2019 446 10.6 211 9.97 235 11.17
2020 415 9.7 211 9.84 204 9.56
C18 Colon/l (2021 473 10.9 230 10.58 243 11.23
2022 (P) 784 17.8 370 16.79 414 18.86
2023(P) 783 17.6 24 18.99 359 16.13
2019 343 8.1 205 9.69 138 6.56
. 2020 343 8.0 212 9.88 131 6.14
. Bronquios y
C34 . 2021 292 6.7 182 8.37 110 5.08
pulmén/1
2022 (P) 482 11.0 288 13.07 194 8.84
2023(P) 543 12.2 320 14.33 223 10.02
2019 884 21.0 413 19.52 471 22.39
2020 446 10.4 247 11.52 159 7.45
C44 Piel/1 2021 614 14.2 316 14.53 298 13.77
2022 (P) 657 14.9 345 15.66 312 14.21
2023(P) 669 15.0 369 16.53 300 13.48
2019 1154 73.8 - - 1154 73.76,
2020 929 58.3 “ - 929 58.27,
. Mama
C50 . . 2021 1110 68.3 . . 1110 68.3
femenina/2
2022 (P) 1589 96.0 . . 1589 96.03
2023(P) 1549 91.9 - - 1,549 91.94
2019 529 338 - - 529 33.80
2020 427 26.8 - - 427 26.78)
. Cuello de
Cs3 A 2021 862 52.1 - - 862 52.09)
utero/2
2022 (P) 862 52.1 . . 862 52.09)
2023(P) 896 53.2 - - 896 53.18]
2019 932 60.0 932 60.00
2020 625 39.5 625 39.51
Col Préstata/2  |2021 900 55.9 900 55.88
2022 (P) 1115 68.0 1115 68.01
2023(P) 1184 71.0 1184 70.98
(P) Datos preliminares, en procesos de depuracion
(1) Tasa calculada en base a la estimacion de la poblacion total por 100,000 habitantes, al 1° de julio del afio respectivo; incluidos los melanoma maligno
de piel (C44 Piel)
(2) Tasas Especificas: caleulada en base a la poblacion mayor de 15 afios, segin sexo, por 100,000 habitantes, al 1° de julio del afio respectivo.

Tabla 1: Casos y tasas de tumores malignos de los principales sitios anatémicos,
por sexo, segun afio de ocurrencia, afios: 2019-2023/P. (Registro Nacional Del
Cancer | Ministerio De Salud De La Republica De Panama, n.d.)

Los tumores malignos de piel (C44) representan una de las neoplasias con mayor
incremento en la poblacion panamefia en los ultimos anos. Segun datos oficiales
del Registro Nacional de Cancer, durante el periodo 2019-2023 se observa una
tendencia ascendente en el numero de casos reportados (Tabla 1). En 2019 se
registraron 884 casos (tasa de 19.7 por 100,000 habitantes), cifra que disminuy6 a
449 casos en 2020. Pero en 2021 se reporté un aumento de casos sostenido con
614 casos (tasa 14.2) (Ministerio de Salud [REGISTRO NACIONAL DEL CANCER

DE PANAMA], 2025).
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2.2.3 Melanoma B16F1: un modelo de estudio en investigacion

oncoloégica

B16-F1 es una linea celular murina de melanoma (Figura 2), derivada del nédulo de
melanoma pulmonar del primer pase seriado de la linea celular parental B16-FO0 en
ratones C57BL/6, presenta una morfologia que es una mezcla de células fusiformes
y células de aspecto epitelial. (Fidler, 1975) (ATCC, 2023). Estas células estan

dentro del rango de 8 a 13 ym de diametro.

Figura 2: Melanoma B16F1. Fuente: elaboracion propia.

Origen y desarrollo de la linea B16

La linea celular murina B16 es ampliamente utilizada en las investigaciones
oncoldgicas del melanoma. Se caracteriza por su potencial metastasico, morfologia
adherente y su uso como modelo en los estudios experimentales sobre la progresién
tumoral y la metastasis (Fidler, 1975; Raz et al., 1980). Existen tres variantes
celulares de la linea parental B16, que son: B16F1, B16F10, y B16FLr. Cada una

tienen distintas propiedades y se selecciona la variante de acuerdo con el interés
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del estudio. En el estudio de Raz, A. et al., (1980), ahondaron en las propiedades
de las variantes celulares de la linea parental B16, para ello utilizaron un método de
marcaje radiactivo denominado sialoglucoproteina (78 KDa). El cual consiste en
marcar una glucoproteina que se encuentra en la superficie celular de ciertas células
del sistema inmune, células epiteliales o en la matriz extracelular y actuan como
moléculas de adhesion, receptoras de sefalizacion o componentes estructurales
(Raz et al., 1980).
El marcaje con la sialoglucoproteina (78 KDa), que entre menos se marquen las
glucoproteinas mas altas es la capacidad de las lineas celulares para formas
colonias tumorales; es decir entre menos se marquen las glucoproteinas, mas
metastasica es la célula. Para estudiar la adherencia celular, realizaron ensayos de
union a lectinas (que son las lectinas), para ello utilizaron concavalina a las tres

lineas de la variante celular B16 (Raz et al., 1980).

Coémo se adquieren las células tumorales

El proceso de metastasis parte de un tumor primario, ya que se libera, y luego ocurre
la dimerizacién a diferentes lugares, a través de la microcirculacion de érganos. La
metastasis también depende de las propiedades de las células tumorales y su
sistema (Fidler, 1975).
Los cambios en las propiedades de la superficie celular pueden ir acompafnado de
la transformacién neoplasica. La mayoria de las caracteristicas transforma la
membrana celular. Se extraen las lineas celulares mediante varios métodos, uno de
ellos es mediante el aislamiento y propagacion de lineas variantes a partir de

metastasis (Fidler, 1975). Puede ser en sistemas murinos tan diversos como el
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melanoma (Fidler, 1975).

El segundo método es por aislamiento de variantes tumorales consiste seleccion in
vitro de la célula por propiedades especificas como el desprendimiento en
monocapa (Hart et al., 1981), y resistencia a la lisis por linfocitos singénicos (Poste
et al., 1979), y la resistencia a la toxicidad mediada por lectina (Raz et al., 1980).
Luego se determina si la seleccion afecta el comportamiento metastasico in vivo.
Un tercer enfoque mas reciente, consiste en establecer in vitro un gran numero de

lineas a partir de tumores parentales, como el melanoma B16 (Hill et al., 1980).

Los resultados comparativos entre las sublineas de melanoma murino B16
demuestran claras diferencias en su comportamiento metastasico. En particular la
sublinea B16F1, la cual mostro una capacidad metastasica significativa menor en
pulmon (Gehlsen & Hendrix, 1986). Mientras que la sublinea B16-F10 presenta una
colonizacion pulmonar hasta diez veces superior, constituyéndose en un modelo de
melanoma altamente metastasico (Raz et al., 1980). Sin embargo, la variante B16-
F10Lr se caracteriza por una colonizacién pulmonar baja, y particularidades en los
receptores de superficie (Raz et al., 1980).
En cuanto a la adherencia, se ha descrito que B16-F10 y B16F10Lr presentan
menor adherencia en comparacion con la sublinea B16-F1. No obstante, los autores
destacan que el comportamiento metastasico de estas células de melanoma B16,
no se correlaciona necesariamente con modificaciones cualitativas en la membrana,
ya que no se detectaron diferencias marcadas en la fluidez lipidica entre sublineas
(Raz et al., 1980).

La linea B16-F1, ademas de su baja colonizacion pulmonar, posee la capacidad de
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generar metastasis extrapulmonares en érganos como: higado, ganglios linfaticos,

ovarios, y glandulas suprarrenales (Fidler, 1975).

Estas caracteristicas la convierten en un modelo adecuado para estudios orientados
a evaluar las respuestas celulares frente a compuestos, en lugar de reproducir un
fenotipo altamente metastasico. En cambio, la sublinea B16-F10 se emplea mas
como modelo de estudio al melanoma agresivo, por sus capacidades metastasicas.
Mientas, que la sublinea B16F10Lr se emplea para evaluar receptores especificos.
En este contexto, el empleo de la linea B16-F1 resulta mas apropiado para estudiar
el efecto del acido palmitico en un escenario de baja agresividad tumoral, y evitando
la interferencia de procesos metastasicos que dificulten la interpretacion de los

resultados (Elvin & Evans, 1984).

Morfologia y comportamiento celular (fusiforme/epiteliode, adherencia,

proliferacién)

La linea celular B16F1 es ampliamente usada en el modelo de estudio experimental
oncolégico del melanoma murino. La morfologia de la linea celular tiene una
distribucion tipica fusiforme (Elvin & Evans, 1984).
La morfologia de las células B16F 1 suelen ser fusiformes o epitelioide es una forma
caracteristica de las células melanoma. De las tres lineas de B16, la linea celular
de B16F1 tiene una mayor adhesividad homotopica es decir hay mas adhesién
celular a célula dentro del mismo tipo, en contraste con las otras sublineas como la
B16F10 que es mas metastasica (Elvin & Evans, 1984). En cuanto al tipo de

comportamiento de adhesidén que tienen las B16F1 una mayor adhesién a las
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células pulmonares, pero ahi muestran menor adhesion heterotdpica que las
B16F10 (Elvin & Evans, 1984). En cuanto a la linea subcelular B16F1 proliferan de
una forma robusta en cultivo e in vivo, no son metastasicas, y se suelen utilizar para
estudiar la generacién de variantes metastasicas y la progresion tumoral (Hill et al.,
1980). Esto se debe a sus caracteristicas heterogeneidad dinamica del cancer (Hill

et al., 1980).

Sus propiedades adhesivas lo hacen util para estudiar los mecanismos de
desprendimiento celular, invasién y colonizacién especifica de érganos (Raz et al.,
1980; Elvin & Evans, 1984). En cuanto a su empleo en estudios sobre inmunoterapia
y prueba de farmacos, la linea B16F1 y las lineas B16 se consideran estandares de
referencia para los estudios preclinicos de inmunoterapia del melanoma vy
respuestas a farmacos, a pesar de algunas limitaciones en la similitud genética con

el melanoma humano (Klinke Il et al., 2025).

2.2.4 Procesos clave en la biologia del cancer: proliferacion,

inflamacion y estrés oxidativo

Las mutaciones de los genes responsables de la carcinogénesis pueden originarse
por diversos factores, por errores que ocurren naturalmente al momento de replicar
nuestro ADN, por factores externos como el fumar, la exposicion a rayos
ultravioletas del sol, sustancias quimicas, o procesos biolégicos en el
envejecimiento celular. La carcinogénesis es el proceso por el cual las células
normales se transforman en cancerosas. Se sabe que en la carcinogénesis estan

implicados dos tipos principales de genes, cuyas alteraciones genéticas contribuyen
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al desarrollo del cancer, estos genes estan relacionados con el crecimiento y

proliferacion de las células normales.

Los Protooncogenes son genes que se encargaran de activar la proliferacién celular
cuando las células reciben estas sefales, en el cancer estos protooncogenes mutan
dando lugar a los oncogenes, que es una version alterada y que esta siempre activa
la cual estimulara la divisién celular. Su mutacién es de tipo dominante, es decir,
solo es necesario que uno de los alelos sufra una mutacion para que la proteina que
codifica gane funcionalidad (Hanahan & Weinberg, 2000) (Weitzel et al., 2011). Los
genes supresores de tumores se encargaran de frenar la division, de todos los
genes supresores de tumores, el mas importante es el p53 (guardian del genoma)
qgue este actua como un sensor de peligro cuando la célula sufre un dano, este gen
detendra la division celular para reparar este dafo, en tal caso que no se pueda

arreglar este va a inducir la muerte celular (Weitzel et al., 2011b).

En el cancer estos genes mutados se manifiestan de forma recesiva y como
consecuencia dejan de funcionar correctamente, haciendo que la célula cancerosa
se divida por muchos danos que acumule. Aproximadamente el 50% de los
canceres implican un gen p53 defectuoso, habitualmente inactivado por una
mutacion puntual o por deleciones génicas (Bishop, 1991) (Harris, 1986) (Takahashi

et al., 1989).

La inflamacién es una respuesta fisiolégica clave que implica la activacion, el
reclutamiento y la accion de las células de la inmunidad innata y adaptativa, para

defender al huésped contra patégenos, la inflamacién es igualmente importante
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para la reparacion, regeneracion y remodelacion de tejidos como para la regulacion

de la homeostasis tisular (Medzhitov, 2008).

Sin embargo, cuando la inflamacién se mantiene de forma sostenida deja de ser
una respuesta protectora y se vuelve cronica siendo un proceso perjudicial,
favoreciendo un microambiente propicio para el desarrollo tumoral. Esta inflamacion
cronica se caracteriza por la infiltracién persistente de células inmunitarias, como
macrofagos vy linfocitos que haran que aumente la proliferacion celular, la evasion
de la apoptosis, lo que conllevara a una mayor supervivencia de las células
tumorales y van a promover la generacion de nuevos vasos (angiogénesis)

(Taniguchi & Karin, 2018).
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Figura 3: Relacion entre inflamacion crénica y progresion tumoral. (Wen et al.,
2022). La inflamacion sostenida reclutara distintos tipos de células inmunes AMs
(macréfagos asociados a tumor), CAFs (fibroblastos asociados a cancer), MDSCs
(células supresoras derivadas de mieloides) y Linfocitos T, las cuales van a causar
una liberacion excesiva de factores inflamatorios (TNF-a, IL-6, TGF-3 e IL-1B), ROS
y RNS de células inflamatorias activadas, lo cual mantendra una inflamacién activa,
lo que causara dafo al ADN celular, y va a promover la activacion de factores de

33



transcripcion (NF-kB, STAT3, HIF-1a y AP-), y causan mutaciones en los genes
supresores de tumores p53, aumentando la inestabilidad gendmica al suprimir la
MMR. En las células ya transformadas, estas sefiales mantienen las vias
oncogénicas activas.

En el microambiente tumoral inflamatorio (TME), las células inmunitarias infiltradas
en el tejido liberan mediadores inflamatorios como: factor de necrosis tumoral (TNF),
IL-6 en respuesta a sefiales aberrantes del tumor (Wang et al., 2019). Estos
mediadores inflamatorios activan ademas multiples vias de sefializaciéon
fundamentales, como las cinasas Janus/transductores de sefales y activadores de
la transcripcion (JAK/STAT) y el factor nuclear kappa B (NF-kB), el cual
desempenan papeles criticos en la regulacién transcripcional de genes vitales para
las respuestas inmunes e inflamatorias, la supervivencia celular y la

proliferacion (Liu & Cao, 2016) (Lawrence, 2009).

En este contexto inflamatorio cronico, también se produce una liberacion constante
de especies reactivas de oxigeno (ROS) y de nitrégeno (RNS), los cuales van a
altera varias vias de sefializacién que afectan el metabolismo celular. Mientras que
los niveles de ROS aumentan, se va a observar una disminucién en la regulacién
adecuada de los sistemas antioxidantes de la célula, lo que significa que las células
tumorales ya no tienen control de sus defensas antioxidantes, y esto va
acompanado de varios objetivos moleculares, incluyendo NF-kB y Nrf2 (Morgan &

Liu, 2010) (Puar et al., 2018).

Esto conllevara a que las células se vuelvan inestables genéticamente y promueve
la transformacién tumoral. Alto estrés oxidativo sucumbe a la célula a la apoptosis,

pero las células cancerosas van a desarrollar un sistema de defensas antioxidantes
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el cual evitara que el ROS se acumule, permitiéndoles sobrevivir en un entorno
donde normalmente moririan (Gorrini et al., 2013). Por lo que la generacién de ROS
no solo contribuye a la transformacién maligna de células, sino que mantiene un

entorno estable para la progresion tumoral potenciando mas este dano. (Figura 3)

2.3 El acido palmitico: aspectos generales

2.3.1 Acido palmitico: definicion, estructura y relevancia en el

consumo humano

El acido palmitico, también conocido como acido hexadecanoico (16:0, PA), es un
acido graso saturado de cadena larga con la férmula quimica C,cH3,0, (Figura 4),
sin ramificaciones ni dobles enlaces. Es uno de AG de los mas abundantes
presentes en animales, plantas y microorganismos. El nombre del acido palmitico
proviene del aceite de palma, el cual constituye uno de sus principales
componentes. El PA representa el 20-30% de los acidos grasos totales (AG) en los
fosfolipidos de membrana (PL) y los triacilglicéridos adiposos (TAG) (Carta et al.,
2015). El acido palmitico presenta un punto de fusion de aproximadamente 61.8 —
63 °C, lo cual le confiere una textura solida cuando esta en temperatura ambiente,
y su estabilidad a la oxidacién lo hace ideal para aplicaciones industriales que
requieren resistencia térmica, como la fritura o la fabricacion de cosméticos. (Base

de datos de HMDB, n.d.)
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Figura 4: Estructura quimica del acido palmitico. (Laboratoriumdiscounter, n.d.)

También se encuentra en productos como la carne y los productos lacteos (50-60%
de las grasas totales), asi como en la manteca de cacao (26 %) y el aceite de oliva
(8-20%) y suele estar presente en la leche materna entre un 20-30% de las grasas
totales (Innis, 2015). En la producciéon comercial, el acido palmitico se extrae de
aceites vegetales y grasas animales a través de un proceso conocido como
hidrélisis. El acido palmitico se considera uno de los acidos grasos mas relevantes

de los que quizas no se haya percatado.

Este compuesto se destaca en el ambito de los acidos grasos saturados, ya que, es
ampliamente utilizado en diversas industrias, y se encuentra presente en
numerosos productos de uso diario. La versatilidad del acido palmitico es
asombrosa, abarcando desde su uso en la alimentacién hasta su incorporacion en
productos cosmeéticos y farmacéuticos (Piantoni et al., 2013) (Visali et al., 2024).
Ademas, su rol en procesos industriales lo convierte en un componente esencial
para la fabricacion de jabones, detergentes y otros productos quimicos. Sin duda,
el acido palmitico es una sustancia que merece mas atencion y reconocimiento por

su amplia gama de aplicaciones y su impacto en nuestra vida cotidiana.

2.3.2 Rol del acido palmitico en el metabolismo humano

El acido palmitico desempefia multiples funciones: se destaca por hacer un papel
esencial en el metabolismo energético y un componente estructural de las
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membranas celulares y modulador de diversas rutas de sefalizacion celular. En el
cuerpo, el acido palmitico puede ser sintetizado de carbohidratos y proteinas,
ademas de esto puede sintetizarse endégenamente a través de la lipogénesis de
novo (DNL) (Wilke et al., 2009), el cual ocurre en el citoplasma celular a partir de
acetil-CoA, mediante la accion del complejo multienzimatico acido graso sintasa
(FASN) (Vernieri et al., 2016) o se puede obtener directamente de la dieta (alimentos

ricos en grasas saturadas) (Figura 5).
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Figura 5: Metabolismo y destino celular de los acidos grasos dietarios. Fuente:
elaboracion propia.

El acido palmitico en estos alimentos estara en forma de triglicéridos, luego en el
intestino las lipasas pancreaticas degradan los triglicéridos en acidos grasos libres
(AGL), liberando asi el AP libre. Posterior a esto, estos acidos grasos libres se
digieren y luego se reensamblan en los enterocitos. Los AGL y el MAG se
reesterifican en triglicéridos (TG) en el citosol, se incorporan a los quilomicrones
(CM) y se transportan a un conducto linfatico para su transporte al resto del cuerpo

(Ockner et al., 1969) (Lin et al., 2017).
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En la sangre como los AGL no pueden circular solos ya que son hidréfobos; se unen
a la albumina sérica que es una proteina que transporta en sangre hacia diferentes
tejidos. ElI AP unido a la albumina sera captado por los diversos tejidos (higado,
tejido adiposo o células inmunes o tumorales), luego que el AP entre a la célula,
puede ser utilizado para la B-oxidacién mitocondrial (generar energia) (Houten &
Wanders, 2010), Ser almacenada en forma de triglicéridos en gotitas lipidicas o

sb4e incorporara a las membranas de las células (Foster, 2013) (Innis et al., 1994).

Ademas de sus funciones estructurales y energéticas, el PA también puede inducir
respuestas inflamatorias; sin embargo, lo hace activando diferentes vias de
sefalizacion. Algunas vias pueden interactuar, mientras que otras pueden ocurrir
solo en células especificas. En muchos estudios, donde se han utilizado inhibidores
especificos y ARNi, los resultados mostraron que TLR2 y TLR4 son activados por
SFA, como PA (Lee et al., 2001) (Sindhu et al., 2016), Como consecuencia, en
macréfagos y monocitos, hay una mayor expresion de citocinas como IL-18 (Nguyen

et al., 2007), TNF-a (Huang et al., 2012).

Sin embargo, en algunas células, el PA puede aumentar la expresién de citocinas
proinflamatorias. Por ejemplo, CCL2/MCP-1 se secreta en adipocitos (Suganami et
al., 2006) (Kanda, 2006). Por el contrario, de manera dependiente de TLR4, el PA
causa el aumento de la expresion de CCL2/MCP-1 y CXCL1 en las células

pancreaticas (Korbecki & Bajdak-Rusinek, 2019) (Eguchi et al., 2012).

Por consiguiente, el PA favorece la generacién de especies reactivas de oxigeno

(ROS), el estrés del reticulo endoplasmatico y la activacion de rutas como mTOR y
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PI3K, que estan implicadas en la regulacion del crecimiento y la supervivencia
celular (Kazemi et al., 2005) (Ventura et al., 2005). Estos efectos no solo tienen
implicaciones metabdlicas, sino también podrian influir en los procesos patolégicos

como lo es la progresién tumoral.

2.4 Acido palmitico y su relacién con el cancer

2.4.1 Acidos grasos y mecanismos celulares del acido palmitico

Los acidos grasos (AG) son los componentes basicos de los compuestos lipidicos
mas grandes y, sirven como sustratos para moléculas bioactivas. Los AG
representan alrededor del 30% de la ingesta total de energia de los seres humanos.
Estos sustratos lipidicos pueden almacenarse en cantidades excesivas en el tejido
adiposo, especialmente cuando aumenta la ingesta dietética de grasas y energia,
lo que da lugar a la obesidad (Lichtenstein, 2023). Ademas, es un componente
esencial de las membranas celulares, estos también funcionan como moléculas de
transduccion de sefiales en una variedad de fendmenos biolégicos (Tokuyama &

Nakamoto, 2014).

Ciertos mecanismos explicados en el punto 2.5 vinculan al acido palmitico (AP) con
fenotipos proinflamatorios. Ya que, se relacionan con la acumulacion de metabolitos
sintetizados a partir del AP, que activan diversos marcadores moleculares que
favorecen la proliferacion. Como la activacion de vias inflamatorias (vias
IRE1a/XBP-1s y PERK/ATF4/CHOP), en el reticulo endoplasmatico (RE) debido al
exceso de AP en la célula a (Korbecki, J., & Bajdak-Rusinek, K. (2019)). Dichas

respuestas inflamatorias promueven un microambiente inflamatorio, activando la
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proliferacion, resistencia a la apoptosis y/o la plasticidad celular. En conjunto estos
mecanismos explican como el exceso de acido palmitico facilita el crecimiento y

adaptacion tumoral en la célula.

2.4.2 Evidencias cientificas sobre el acido palmitico en otros tipos

de cancer

Los efectos del acido palmitico se han registrados en diversos estudios
experimentales. Se ha escrito como en ciertas células promueve procesos
tumorales y en otras puede frenar la proliferacion celular. EI mecanismo varia segun
el tipo de célula estudia, el microambiente tumoral y la interaccion con otros lipidos.
Los cambios descritos en las investigaciones en melanoma y carcinoma oral, junto
al AP en baja concentraciones y tiempo breve. Describen que la interaccion esta
asociada a una memoria prometastasica; la cual esta involucrada en modificaciones

epigéneticas que facilitan la invasion y migracion celular (Pascual et al., 2021).

También se han descrito como el AP incrementa la produccién de especies
reactivas de oxigeno (ROS) en células epiteliales y en hepatocitos. El incremento,
genera estrés en RE, lo que desencadena vias inflamatorias como NF-kB. Lo que
posteriormente conduce a una mayor produccion de citocinas proinflamatorias (IL-
6, TNF-a) y quimiocinas (CCL2). Estos procesos inflamatorios producen la
progresion tumoral (Rodriguez-Carrio et al., 2016; Korbecki & Bajdak-Rusinek,

2019).

La literatura sugiere que el acido palmitico puede inducir la apoptosis y arresto del

ciclo celular en lineas tumorales especificas. En el estudio de Yu et al., 2019 se
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discute sobre como el AP a través de senales asociadas al estrés del RE (Kim et
al., (2015)), activa la proteina p53 y sus dianas como p21, Sesn2. Dichas proteinas
promueven la apoptosis. Mientras que, en el estudio de Zhu et al., 2017, se
comparten datos sobre el arresto del ciclo celular en la linea celular HCT116 (cancer
de colon). Los autores demuestran como el AP aumenta la actividad de las proteinas
p27 y reduce la ciclina D1. Por lo que exponen como el AP bloquea proteinas claves

para la division celular (Zhu et al., 2017; Hsiao et al., 2014).

En lineas celulares de cancer colorrectal, los hallazgos mostraron una acumulacion
significativa de PA en el tejido tumoral y sus niveles se correlacionaron altamente
con el contenido de mCAF (miofibroblastos asociados a cancer), con lo que también
puede estar relacionada con la remodelacion de la matriz extracelular (ECM), ya
que se encontré que las altas concentraciones de PA aumentaron la secrecion de
proteinas relacionadas con la ECM por los mCAF. Ademas, el PA no afectd
directamente a los fibroblastos normales, sino que activo la via NF-kB en las células
tumorales para estimular la secrecion de CSF1, TGFB1 y CXCLS8, lo que promovid
la activacién de fibroblastos normales en mCAF y exacerbo el endurecimiento de la

matriz extracelular (MEC) (Deng et al., 2025).

En conjunto, la literatura revisada sustenta como el AP no actua de forma uniforme
en el cancer. Ya que los autores citados comparten como el AP favorece procesos
de inflamacion, migracion e invasion en algunos tumores. Mientras que en contacto

con otras células induce la apoptosis y limita la proliferacion.
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Figura 6: Representacion esquematica de los mecanismos antitumorales del acido
palmitico. El acido palmitico puede modular diferentes rutas de sefalizacion
implicadas en el desarrollo tumoral. Una de ellas es la inhibicidon de la expresion de
ciclinas y CDK, reduciendo la proliferacion celular. Asimismo, activa la proteina p53,
desencadenando la apoptosis a través de la mitocondria. Al mismo tiempo, provoca
estrés en el reticulo endoplasmatico mediante la activacién de los sensores IRE1,
PERK 'y ATF6, contribuyendo con la apoptosis mediada por la via CHOP. Extraido
de: Yu, X, et al., (2019).

Todos estos nuevos hallazgos nos demuestran la importancia de seguir
investigando los diferentes acidos grasos en los diversos modelos oncolégicos, ya
que su papel puede variar desde efectos protumorales hasta funciones citotéxicas
y antimetastasicas dependiendo de la linea celular, ambiente tumoral. Esto abre
camino a poder identificar posibles blancos terapéuticos o estrategias combinadas,

que integren moduladores lipidicos con tratamientos convencionales.

2.5 Melanoma B16F1 y su respuesta al acido palmitico

2.5.1 Metabolismo del acido palmitico en la célula tumoral

El acido palmitico (AP) es un acido graso saturado abundante en la dieta, el cual se

ha encontrado en el plasma de pacientes con obesidad y/o resistencia a la insulina
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(Hruby, A., & Hu, F. B. (2015)). Se ha demostrado que el AP modula la expresion
de genes inflamatorios (Rodriguez-Carrio, J., et al., (2016)). Es por ello por lo que
el exceso de consumo de acido palmitico provoca distintos trastornos metabdlicos
que inducen al aumento de la concentracion de acidos grasos en sangre.
Resultando en procesos inflamatorios como la obesidad y/o la resistencia a la
insulina (Khodabandehloo, H. et al., (2016)). Mediante la sintesis de novo se
metaboliza el acido palmitico, resultando en fosfolipidos saturados. Posteriormente,
se metaboliza en lisofosfatidilcolina, diacilglicérido, y ceramidas (Korbecki, J., &
Bajdak-Rusinek, K. (2019)). Estos procesos metabdlicos se llevan a cabo en un
orden, el cual es: acido graso — triacilglicerol (TAG) — diacilglicerol (DAG). Los
acidos grasos monoinsaturados se van acumulando en triacilglicerol de baja

toxicidad.

En una dieta balanceada se lleva a cabo la sintesis de TAG a partir de DAG,
evitando que se acumule en la célula. Sin embargo, el acido palmitico en exceso
obstruye la sintesis de TAG a partir de DAG. A pesar de que el mecanismo que
obstaculiza el proceso se sigue estudiando. A la fecha se cuenta con dos hipdtesis
sobre el proceso. La primera hipétesis sugiere que hay una inhibicion en las enzimas
diacilglicerol aciltransferasa (DGAT 1y DA GT2). Estas enzimas se desempefian en
el proceso de sintesis de TAG a partir de DAG y acil-Coa. La segunda hipotesis
propone que el acido palmitico induce la produccion de especies reactivas de
oxigeno (ROS) la cual inhibe la activacion de la enzima DGAT2 (Jung, S., et al.,

(2017)).
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2.5.2 Vias de senalizacién activadas por metabolitos de PA

Los metabolitos del acido palmitico estan relacionados con la activacion de ciertos
factores inflamatorios. Como el DAG, que activa a las proteinas quinasas C (PKC),
las cuales son importantes para la activacion de los TLR2 y TLR4, de esta forma
ocurre la activacion del factor nuclear kB (NF-KB). La DAG es el activador de la PKC
convencional (cPKC) y la PKC novedosa (nPKC) (Jung, S., et al., (2017)). También
puede activar otros tipos de PKC en distinta afinidad, como PKC®, PKCe, PKCO
(este ultimo lo activa fuertemente). Mientras que las ceramidas activan las quinasas

PKCC (Wang, G., et al., (2009)).

2.5.3 Estrés del reticulo endoplasmatico inducido por el acido
palmitico

La combinacion del acido palmitico con la activacion de PKC, provoca estrés del
reticulo endoplasmatico (Kim, S. et al., (2015)). Una alta concentracion de acido
palmitico conduce a la acumulacion de DAG saturado y lisofofadil colina saturada
en el reticulo endoplasmatico. Lo cual causa cambios destructivos en su estructura.
Los cambios en la membrana del reticulo endoplasmatico son detectados por la
enzima inositol 1a (IRE1a) y la quinasa del reticulo endoplasmatico (PERK), pero
no por el factor de transcripcion activador (ATF6) (Kitai, Y., et al., (2013)). Por lo que
la influencia de gran cantidad de acido palmitico conduce a la activacion de los
sensores del estrés de reticulo endoplasmatico; sin embargo, bajo la influencia de
lipidos saturados no se forma un gran cumulo con IRE1a, sino una dimerizacion de

este sensor. IRE1a es una quinasa y endonucleasa que cataliza la escisiéon de un
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intron del MRNA de la proteina de unién a la caja X (XBP-1), para formar el XBP-1
empalmado (XBP1s) (Kim, S. et al., (2015)). La proteina XBP-1 quien activa las

respuestas al estrés del reticulo endoplasmatico.
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Figura 7: Mecanismos de estrés celular inducidos por acido palmitico. El exceso de
acido palmitico se metaboliza en diacilgliceridos (DAG), y lisofosfatidilcolina
saturada que se acumulan en el reticulo endoplasmatico, provocando la activacion
de los sensores de estrés IRE1a (— XBP-1s) y PERK (— CHOP/ATF4). Fuente:

Elaboracién Propia.

La proteina quinasa del reticulo endoplasmatico (PERK) se encarga de la
fosforilacion del factor de iniciacion eucariota 2a (elF2a), por lo que la PERK causa
la represion de la traducciéon (Kim, et al., (2015)). Sin embargo, la activacion de
PERK por estrés del ER aumenta la traduccién de la proteina homologa a C/EBP
(CHOP) y ATF4, y luego de genes dependientes de CHOP y ATF4, los cuales estan
involucrados en aumentar la capacidad para mantener la autofagia en células
estresadas. La autofagia también depende de la via JNK-MAPK (c-Jun N-terminal
quinasa—proteina quinasa activada por mitdégeno). La autofagia es un mecanismo

clave para proteger a la célula contra la lipotoxicidad.

Sin embargo, la exposicion prolongada de las células a un ambiente lipotdxico causa
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la inhibicion de la autofagia dependiente de mTOR (objetivo de rapamicina en
mamiferos) y conduce a la apoptosis celular (Yin, J., et al., (015)). CHOP esta
involucrada en la induccion de apoptosis en hepatocitos. Aunque la activacion de
JNK-MAPK por el glucdégeno sintasa quinasa-3p (GSK-3[3) también es importante
en la induccion de apoptosis, el mecanismo exacto de activacion de GSK-3[3 por AP
aun no esta claro. Puede activarse no solo por estrés del ER, sino también de
manera independiente del ER. A pesar de inducir apoptosis, el estrés del ER es
importante en la induccion de la respuesta inflamatoria. Activa NF-kB e inflamasoma
NLRP3 (receptor tipo NOD con dominio purina 3), lo que da como resultado una
mayor produccion de citocinas proinflamatorias (Kakisaka, K., et al.,, (2012);

Korbecki, J., & Bajdak-Rusinek, K. (2019)).

Diversas funciones de las mitocondrias se ven fuertemente afectadas por el
tratamiento con AP. Normalmente, la generacion de ROS es relativamente baja,
pero en presencia de AP aumenta significativamente. Este incremento se debe
principalmente a la inhibicion parcial de los complejos | y Il de la cadena respiratoria
(Schonfeld, P., & Wojtczak, L. (2008)). Otro efecto del AP es la inhibicion de la
actividad del translocador de nucleétidos de adenina mitocondrial, lo cual provoca

acumulacion de ATP en estos organulos y mayor produccion de ROS.

Los ROS funcionan como segundos mensajeros especificos que participan en la
induccién de la respuesta inflamatoria; por ejemplo, pueden desencadenar la
activacion de NF-kB (Ciapaite, et al., (2006)). Los otros lipidos sintetizados a partir
de AP son las ceramidas. Su aumento provoca una regulacién positiva en la

expresion y mayor actividad de la esfingomielinasa neutra (nSMasa) y la serina
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palmitoil transferasa (SPT) (Verma, et al., (2014)). Probablemente, esto ocurra a
través de la activacion de NF-kB y el aumento de la expresidn de sus genes
regulados [61] o mediante el estrés del ER, que activa la via IRE1a — XBP-1s

(Kakazu, et al., (2016)).

Esto da como resultado un aumento en la sintesis de novo de ceramidas, asi como
un mayor liberamiento de esfingosina desde la membrana celular, que luego se
transforma en ceramidas. Ademas, la incubacion de las células con AP causa la
acumulacion de palmitoil-CoA, que es un sustrato para la produccién de ceramidas.
Parece que la produccién de ceramidas de novo bajo la influencia de AP es
importante para potenciar la transduccion de sefiales a través de TLR4 (Jin, et al.,

(2013)); Korbecki, J., & Bajdak-Rusinek, K. (2019)).
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Figura 8: El estrés del reticulo plasmatico inducido por el acido palmitico. Extraido
de (Jan Korbecki and Karolina Bajdak Rusinek; 2019).
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CAPITULO 3
METODOLOGIA



3.1 Preparacion del Acido Palmitico

Para la preparacion del compuesto con BSA libre de acidos grasos, se siguid la
bibliografia de Tremblay et al. (2022), la BSA se pesaron 2.5 gramos de albumina y
se disolvidé en 25 ml de agua destilada, luego se disolvié a 37 °C, seguido de una
filtracion estéril. Para el tratamiento en un tubo de 15 ml colocamos 1 ml de etanol
absoluto y luego se le agrego los 0.02 gramos de acido palmitico pesado para
obtener una concentracion madre de 1 x 1071M, luego se disolvié a 37 °C en el

bano maria.

3.2 Cultivo Celular

Para este proyecto se emplearan células de melanoma (B16F1) las cuales son
mantenidas en condiciones 6ptimas dentro del cuarto de cultivo celular del CIPFAR.
Las células contendran medio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium)
suplementado con suero fetal bovino al 5% y 1% de Anfotericina, se mantendran
hasta su adhesién a la placa a 37°C en una atmaésfera con un 5% de CO2 dentro

de la incubadora.

3.3 Ensayo de Viabilidad

La actividad citotéxica del Acido Palmitico se evaluara en células B16F 1 a través de
3-(4, 5-dimetiltiazol-2-il) -2, 5-difeniltetrazolio ensayo de bromuro (MTT) (Gerlier &
Thomasset, 1986). Se sembraran a diferentes concentraciones en placas de 96
pocillos y se incubaron en un ambiente normal durante 24 h a 37 °C en una

atmosfera con un 5% de COZ2, para permitir que el cultivo se estabilice. Luego, las
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células se trataran con 200 pl del medio conteniendo diferentes concentraciones del
Acido Palmitico 1000 pM, 500 uM y 250 uM, luego se procedera a incubar por 24

horas. El grupo control no contendra Acido Palmitico.

Después de este periodo, se agregara a cada pocillo 100 yl de medio de cultivo a
una concentracion del 0.5 mg/ml del reactivo MTT y finalmente las placas se
incubaran a 37 °C durante 12 horas. Transcurrido este tiempo, el medio de cultivo
se retirara y se disolveran los cristales con isopropanol acido, para finalmente
determinar la absorbancia optica a 570 nm mediante lector de microplacas

EpochTM.

3.4 Ensayo de la Herida

Para el ensayo de migracién celular se sembraron 125,000 células por pocillo en
placas de 12 pocillos. Las células se incubaron hasta alcanzar aproximadamente un
80 % de confluencia con 1 ml de medio. Luego de 24 horas, se retird el medio de
cultivo y se realizé una herida lineal en el monocapa celular utilizando una punta
estéril de 1000 pL, se procedio a lavar cuidadosamente con PBS para remover los

restos celulares.

Posteriormente, las células se trataran con 2 ml del medio fresco conteniendo
diferentes concentraciones del Acido Palmitico 250 uM y 75 pM. Los controles
incluyeron células sin tratar y células tratadas unicamente con etanol. La migracion
celular se evalué mediante la toma de imagenes del area de la herida a 0, 6, 12y
24 horas posttratamiento, utilizando un microscopio 6ptico acoplado a una camara

digital. Las imagenes obtenidas se analizaron para determinar la velocidad de cierre
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de la herida en cada condicion experimental.
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Figura 9:Ensayo de migracion celular mediante herida lineal. Metodologia
empleada para evaluar el efecto del acido palmitico sobre la migracion celular.
Fuente: Elaboracion propia a partir de los resultados experimentales.

3.5 Extraccion de ARN

Para el ensayo, se sembraron 100,000 células por pocillo en placas de 12 pocillos. Las
células se incubaron hasta alcanzar aproximadamente un 80 % de confluencia con 1 ml de
medio. Luego de 24 horas, se retird el medio de cultivo y posteriormente, las células se
trataran con 2 ml del medio fresco conteniendo diferentes concentraciones del Acido

Palmitico 250 uM, 150 uM y 75 uM.

Luego, para determinar biomarcadores asociados a procesos inflamatorios en células
tratadas con acido palmitico en 24 horas y 12 horas, se extrajo con el kit ARN NucleoSpin®
de Macherey-Nagel. El procedimiento consistioé en, Quitar los 2 ml de medio de las placas.
Posteriormente, se van a lisar las células afiadieron 8,400 uL Buffer RA1 and 84 uL R-
mercaptoethanol (R-ME) al sedimento celular, y luego se rasparon. Después se filtrara el

lisado, Recoja la viscosidad y limpia el lisado por filtracion a través de NucleoSpin® Filter
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(violeta) y centrifugar durante 1 min a 11.000 x g. A continuacion, Deseche el filtro
NucleoSpin® y afada 350 uL de etanol (70 %) al lisado homogeneizado y mezcle
pipeteando arriba y abajo (5 veces). Para cada preparacion tome una NucleoSpin® RNA
(azul claro) colocada en un tubo de recogida, pipetee el lisado arriba y abajo 2-3 veces y
cargue el lisado a la columna. Centrifugar durante 30 s a 11.000 x g. Colocar la columna en

un nuevo tubo de recogida (2 mL).

Luego, afiadimos 350 uL de MDB (Membrane Desalting Buffer) y centrifugar a 11.000 x g
durante 1 min para secar la membrana. Procedemos a preparar la mezcla de reaccion de
DNasa en un tubo de microcentrifuga estéril de 1.5 mL (10 uL de rDNasa reconstituida a 90
ML de tampdn de reaccion para rDNasa por cada muestra) y aplique 95 uL de mezcla de
reaccion de DNasa directamente sobre el centro de la membrana de silice de la columna.
Incubar a temperatura ambiente durante 15 minutos. Procedemos a entrar en los lavados,
en el primer lavado vamos a anadir 200 pL de tampon RAW?2 a la columna NucleoSpin®
RNA Column y Centrifugamos durante 30 s a 11.000 x g. Colocar la columna en un nuevo
tubo de recogida (2 mL). Luego, en el segundo lavado afiadimos 600 pL de tampon RA3 a
la columna de ARN NucleoSpin® y Centrifugamos durante 30 s a 11.000 x g. Desechar el
flujo y vuelva a colocar la columna en el tubo de recogida. Y, por ultimo, en el tercer lavado
Anada 250 pL de tampdén RA3 a la columna NucleoSpin® RNA Column y centrifugamos
durante 2 min a 11.000 x g para secar completamente la membrana. Coloque la columna
en un tubo de recogida sin nucleétidos (1,5 mL, suministrado). Posteriormente, Eluir el ARN
en 60 yL de H20 libre de RNasa, (suministrado) y centrifugar a 11.000 x g durante 1 min.
Se obtuvo EI ARN total de las células tratadas; se cuantifico el ARN con el espectofotometro

Multiskan SkyHigh (Thermo scientific).
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3.6 PCR tiempo real

3.6.1 Protocolo de PCR para generaciéon de cDNA

La tabla a continuacion se detalla la preparacion del RT MasterMix, para una reaccion de

20 plL:
Componentes Volumen/Reaccion
5x iScript Reaction Mix 4 uL
iScript Reverse Transcriptase 1uL
Nuclease-free Water Variable
RNA template (100 fg-1 ug total RNA) Variable

Tabla 2: Preparacion del RT MasterMix.

Para preparar la reaccion del cDNA, se cuantificd el ARN con el espectofotometro Multiskan
SkyHigh (Thermo scientific). Posteriormente, el ARN se transcribieron inversamente en
ADNCc utilizando el kit iScript™ RT PreMix de BioRad, y un termociclador T100TM (Thermal
Cycler BioRad). A fin de estandarizar la cantidad de ARN entre todas las muestras, se utilizd
como referencia la muestra con la menor concentracion detectada. Esta concentracion fue
dividida entre 500 para calcular la cantidad de ARN (en volumen) a utilizar en todas las
reacciones de retrotranscripcion. Con base en este calculo, se tomaron los microlitros
correspondientes de cada muestra de ARN, y se procedio a aidir 5 uL del RT MasterMix,
por ultimo, se completd el volumen restante con nuclease-free water, asi completando un
volumen final de 20 uL para cada reaccion de sintesis de cDNA. A continuacién, la tabla

describe las condiciones del termociclador:
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Tiempo de

Desnaturalizaciéon | Amplificacién Extension
espera
Temperatura | 25°C 46°C 95°C 4°C
(°C)
Tiempo 5 20 1 o0

Tabla 3: Condiciones del termociclador

3.6.2 PCR tiempo real

Para realizar la PCR en tiempo real, las muestras de cDNA se almacenaron a -80 °C y se

diluyeron en una proporcién 1:10. La dilucién se obtuvo mezclando 20 uL de cDNA con 180

ML de agua libre de nucleasa, obteniendo un volumen final de 200 pL. Los materiales

utilizados para la PCR en tiempo real fueron: diluciones 1:10 de cDNA, primers especificos

(ABM), SyBr Green (Bio-Rad), agua libre de nucleasa y el equipo CFX96 Touch Real-Time

PCR Detection System (Bio-Rad). El programa de amplificacién incluy6 una etapa de curva

de disociacion (melt curve) al finalizar la reaccion, con el fin de verificar la especificidad de

los productos amplificados.

Lista de los Primers:

Primer

Secuencia

B-actina F 5-GCAGGAGTACGATGAGTCCG-3’
B-actina R 5’-ACGCAGCTCAGTAACAGTCC-3’
NfkB1 - F 5’-CCCTACGGACCTGGGGCAAAT-3’
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NfkB1 - R 5-TGCAAATTTTGACCTGTGGGT-3'
Tgfb1 —F 5’-CCATATGGAGCTGACACCCC-3
Tgfb1 - R 5’-GAGCAAAGGCTGCTGGTTTC-3’
INOS — F 5’-CTGCCTTGCAAGAAAGAGCC-3’
INOS - R 5-CCGGTCCGGTCACTTGATTT-3

Tabla 4: Lista de Primers.

Preparacion del MasterMix para cada primer y para un volumen total de

MIX Final Volumen (1x) 35
Master Fas (2x) 1x 5 175
Primer F 0.5 0.5 17.5
Primer R 0.5 0.5 17.5
cDNA 1:10 2
H20 2 70
V total (uL) 25 10 350

Tabla 5: Componentes del MasterMix

Para programar la PCR real time, se elabord en dos etapas, la primera es el ciclo de PCR

y la segunda es la curva de disociaciéon

Desnaturalizacion

40 ciclos

curva de
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inicial Desnaturalizacion | Alineamiento | Extensiéon | disociacion
Temperatura 95 °C 95 °C 55°C 65 °C 65 °C
Tiempo 3 min 10 seg. 30 seg. 31 seg. 5 seg.

Tabla 6: Condiciones de la PCR en tiempo real en el termociclador.

Tras un rango de 40 ciclos de la reaccién de PCR, se confirmé la especificidad de la

reaccion mediante el analisis de la curva de fusion, y se cuantificaron las expresiones

geénicas comparando los valores de CT con los del gen estandar de beta-actina.
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CAPITULO 4
RESULTADOS



4.1 Ensayo de Viabilidad

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos en el ensayo de viabilidad
celular (MTT) realizado en células B16F1. Se evaluaron diferentes condiciones de
tratamiento para poder determinar los posibles cambios en la viabilidad. Los grupos
evaluados fueron el control celular, el control de muerte (Tritdn 2%), controles con
solvente (etanol 1 %, 0.50 % y 0.25 %) y tratamientos con Acido Palmitico (AP) en

concentraciones de 1000 uM, 500 pM y 250 pM.
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Figura 10:Viabilidad celular en células B16F1 tratadas con acido palmitico y etanol,
evaluada mediante ensayo MTT. Las concentraciones evaluadas fueron 250 uM,
500 uM y 1000 pM. Se incluy6é un grupo control (sin tratamiento), un control de
muerte con 2% Triton X-100 y controles con etanol equivalente a cada
concentracion de AP. Los resultados se expresan como media + desviacion
estandar (SD), con n = 16 réplicas por grupo. Se consideraron significativas las
diferencias con p < 0.05 (*p < 0.05, ***p < 0.0001, ns = no significativo).

La viabilidad celular fue evaluada mediante el ensayo MTT en células B16F1 tras
24 horas de exposicién a acido palmitico (AP) a concentraciones de 250, 500 y

1000 uM, previamente conjugado con albumina (BSA). Se incluyeron controles
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vehiculares correspondientes a cada concentraciéon de etanol utilizado (0.25%, 0.5%
y 1% de etanol), asi como un grupo sin tratamiento (control) y un control de muerte

con Triton X-100 al 2 %.

El tratamiento con Triton X-100 (2 %) presentd una disminucién significativa de la
viabilidad celular (~5 %; p < 0.0001), validando asi la sensibilidad del ensayo. En
contraste, los grupos tratados con acido palmitico mostraron una tendencia a
aumento de la viabilidad celular respecto al control. Sin embargo, no lograron a
llegar a la significancia estadisticas entre las multiples comparaciones (p > 0.05), lo
cual no permite concluir si tiene un efecto proliferativo bajo las condiciones
experimentadas. De igual manera, los grupos tratados con etanol no mostraron
ninguna diferencia significativa frente al control basal. Esto indica que el vehiculo,

en esas concentraciones, no tuvo un efecto significativo sobre la viabilidad celular.

4.2 Ensayo de la Herida

A continuacion, se presentan los resultados de migracion celular (herida), lo cuales
van a mostrar la capacidad de cierre de la herida en la linea celular B16F1 bajo
diferentes condiciones. Se evaluaron 4 grupos: control celular, células tratadas
unicamente con etanol (0.075% y 0.25%) como controles vehiculares, y células
tratadas con acido palmitico (AP) a concentraciones de 75 uM y 250 uM. El cierre

de la herida se analizo en intervalos de 0, 6, 12 y 24 horas posteriores del raspado.
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Figura 11:Ensayo de herida en células B16F1 tratadas con acido palmitico. (A)
Imagenes representativas del cierre de heridaa 0, 6, 12y 24 horas en células B16F1
bajo diferentes condiciones: control, vehiculos (0.075% y 0.25% EtOH) y
tratamientos con acido palmitico (AP 75 pM y 250 yM). Las lineas rojas delimitan
los bordes de la herida en cada tiempo evaluado. (B) Cuantificacién del porcentaje
de cierre de la herida en cada condicion experimental. Los datos representan la

media + error estandar (n = 3) por grupo. Se consideraron significativas las
diferencias con p < 0.05 (*p < 0.05, ***p < 0.0001, ns = no significativo).

Las microfotografias obtenidas en los distintos tiempos del ensayo mostraron que
en el grupo control, la herida se cerré de manera progresiva desde las 6 horas hasta
las 24 horas. En los grupos que fueron tratados con acido palmitico a 75 uM, se
observé un comportamiento muy similar al control. Sin embargo, en los grupos
tratados con acido palmitico a 250 yM, el cierre de la herida fue mas lento, y se
evidencio un area mas abierta a las 24 horas en comparacion con el control.
Finalmente, en los grupos que se usé etanol como control del solvente, (0.075 % y
0.25 %), los bordes de la herida se apreciaron mas irregulares, con células retraidas

y menos densidad en el limite de la herida (Figura 11A).
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Los valores obtenidos en este ensayo mostraron que dentro de las 6 y 12 horas no
hubo significancia entre el grupo control y los grupos con tratamiento, ni con los
grupos de etanol (0.075 %y 0.25 %) (p > 0.05). Finalmente, a las 24 horas se mostro
que el grupo control tuvo un porcentaje de cierre de 54%, mientras que los grupos
con AP 75 uM (48.82%) y etanol 0.075 % (43.24%) no mostraron diferencias
significativas (p > 0.05), mostrando valores similares a los del control. En contraste,
los grupos tratados con etanol 0.25 % y AP 250 uM mostraron porcentajes de cierres

significativos, siendo estos menores respecto al control (p < 0.01) (Figura 11B).

4.3 PCR tiempo real

Se presentan los resultados obtenidos mediante PCR en tiempo real, los cuales
corresponden a la expresion de los genes estudiados: INOS, NF-kB y TGFp1,
utilizando (-actina como gen de referencia. Para evaluar el efecto del acido
palmitico en las células, se analizaron en tres condiciones: control celular, tratadas
con AP a 75 uM y células tratadas con AP a 250 yM. Las muestras se incubaron en

dos tiempos, 12y 24 horas, con el fin de determinar cambios en la expresion génica.
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Figura 12: Expresion génica de iNOS, NF-kB y TGFB1 en células B16F1 tratadas
con acido palmitico.
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ParaiNOS, alas 12 horas, el tratamiento de 75 no mostro una diferencia significativa
respecto al control (p > 0.05). Sin embargo, en las tratadas con 250 se pudo
observar un aumento en la expresion de iNOS frente al control (p > 0.05). Por otro
lado, se ve que a las 24 horas la expresion de iINOS disminuyo significativamente
tanto en el grupo tratada con 75 pM de AP (p < 0.01), como en las tratadas con 250

MM de AP (p < 0.05) en comparacion con el control (Figura 12A).

En la expresion de NF-kB, mostro una ligera tendencia al aumento a las 12 horas
en las células tratadas con 250 uM; sin embargo, no se logré detectar una diferencia
significativa en ninguno de los tratamientos respecto al control, en ninguno de los

tiempos evaluados (12 y 24 horas) p > 0.05) (Figura 12B).

Por otro lado, TGFB1 no presentd variaciones significativas a las 12 horas, entre los
tratamientos y el control (p > 0.05). En contraste, a las 24 horas se pudo observar
un incremento significativo en la expresion de TGFB1 en las células que fueron
tratadas con 250 uM de acido palmitico (p < 0.05). Las células tratadas con 75 uM
de acido palmitico no mostraron ninguna diferencia significativa (p > 0.05) (Figura

12C).
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CAPITULO 5
DISCUSION



5.1 Discusion

En este trabajo se evalud el efecto del acido palmitico (AP) sobre la viabilidad,
migracion y expresion de genes asociados a inflamacion/estrés oxidativo en células
B16F1. Los resultados obtenidos muestran efectos dependientes de la
concentracion y del tiempo de exposicion. La exposicion de las células B16F1 a
distintas concentraciones de acido palmitico mostré una tendencia al aumento en la
viabilidad celular sin alcanzar una significancia estadistica. Lo que sugiere que a las
condiciones experimentales empleadas de 24 horas de exposicion con un rango de
concentracion de 250—-1000 pM, este acido no indujo un efecto proliferativo notable

ni mucho menos genero citotoxicidad.

Se analiza este aspecto, ya que, en estudios previos Kwan et al., (2014)
demostraron que a concentraciones bajas de acido palmitico (3—50 pM) estimulan
de manera marcada la proliferacion de células de melanoma B16F10 y humanas
(A375, G361), mediada por la activacion de la via PI3K/Akt de forma independiente
de PTEN, efectos que se mantuvo en modelos murinos, de forma complementaria,
Yamada et al. (2019) evidencio que el AP en células de B16F10 a concentraciones
de 50 uM induce procesos inflamatorios y de estrés oxidativo que potencias la
supervivencia y crecimiento celular. Por su parte, Zhang et al., (2022) mostraron
que, a concentraciones de 12, 5, 25 o 50 uM, el acido palmitico favorece a las
proliferacion e invasién celular de células B16 y A375 a través de la via TLR4/TRIF-
Peli1-pNFkB, lo que se tradujo en un aumento de la metastasis pulmonar en

modelos murinos.
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Las diferencias con nuestros resultados podrian deberse a los factores empleado
como la concentracion con la que se trabajo, las cuales son considerablemente mas
altas que las utilizadas en los estudios mencionados. Esto sugiere que la accion del
acido palmitico es dosis dependiente y que a altas concentraciones pueden activar
mecanismos de tolerancia o saturacion lipidica que limitan la respuesta proliferativa.
En segundo lugar, el tiempo empleado (24 horas) puede que no haya sido suficiente
como para reflejar cambios acumulativos en la viabilidad, a diferencia de los

estudios mencionados los cuales fue de 48 horas o mas.

En este contexto, resulta pertinente mencionar que, De Sousa Andrade et al.,
(2005), demostré que el acido palmitico en concentraciones altas (100-200 pM)
ejerce un efecto toxico en B16F10 y SK-Mel-28, induciendo apoptosis y necrosis
que fue asociado a la perdida de integridad de la membrana y fragmentacion de
ADN. Este hallazgo refuerza la idea de que el acido palmitico no actua de manera
uniforme en todos los contextos. La tendencia no significativa a menos viabilidad
observada en nuestro modelo a 1000 uM es coherente con esta posibilidad, aun

cuando no alcanzé una significancia estadistica.

La discrepancia entre las células (B16F1 y B16F10) podria deberse a diferencias
intrinsecas entre ambos subtipos, ya que mientras las variantes que son altamente
metastasicas presentan mayor demanda metabdlica y activan con facilidad vias de
sefalizacion pro-tumorales, como lo es la captacion de AG mediada por CD36 y la
activacion mas sensible de rutas como PI3K/Akt, que lo que haran es favorecer a la

proliferacion de esta (Pascual et al., 2016) (Guerrero-Rodriguez et al., 2022).
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Por otro lado, B16F1 es caracterizada por su bajo potencial metastasico, lo que
podria mantener mecanismos mas conservadores de captacion y utilizacion de
lipidos, se ha propuesto que las células menos agresiva tienden a contar con un
buen “buffer lipidico”, ya que es basado en la actividad de la enzima DGAT1, que
va a esterificar los AGS en triglicéridos y los almacena en gotas lipidicas (Wilfling et
al., 2014) (W. Zhang et al., 2021), o en estearoil-CoA desaturasa (SCD1), que esta
convierte el palmitato en acidos grasos monoinsaturados (AGMI) menos toxicos por
lo cual seran mas facil de almacenar (Scaglia & lgal, 2005) (Vriens et al., 2019), lo
que limitaria la respuesta proliferativa inmediata al AP y solo se observara una
tendencia a la proliferacion sin alcanzar significancia. La escasa literatura disponible
sobre B16F1 dificulta comparaciones directas, pero a la vez resalta la relevancia de
este trabajo al aportar datos novedosos sobre este subtipo de melanoma murino

que es poco explorado.

Aunque en los ensayos de viabilidad el PA no mostré un efecto proliferativo
significativo, la progresién tumoral depende también de procesos como la
migracion. En este contexto se evalué la capacidad de motilidad de la célula frente
al acido palmitico en diferentes concentraciones. Los resultados demostraron que
durante las primeras 6 y 12 horas, no se observaron diferencias significativas entre

los grupos tratados y el control.

Sin embargo, vemos que a las 24 horas las células que fueron expuestas a 250 yM
de AP redujo significativamente el porcentaje de la herida en comparacién con el
control, lo siguiere un retraso en el crecimiento de las células. En contraste, con las

células expuestas a 75 uyM solo mostro una tendencia a menor cierre sin alcanzar

66



una diferencia significativa, mientras que también se vio que a concentracion altas
del solvente (0.25%) también se vieron afectadas las células en la dinamica

migratoria.

Aunque no se han encontrado estudios previos que evalluen especificamente la
accioén del AP en B16F1, en modelos murinos de melanoma se ha descrito que la
captacioén y utilizacion de acidos grasos puede modular directamente la capacidad
metastasica. Pascual et al. (2016) mostro que la captacion de AG a través de CD36
potencia lo que es la colonizacién pulmonar, por otro lado X. Zhang et al., (2022)
evidencio que a concentraciones bajas de AP favorece la invasion y metastasis por
medio d la activacion del eje TLR4/Peli1/NF-kB y cambios en EMT. En contraste, en
nuestro modelo con B16F1 (variantes menos metastasicas), el efecto observado a
75 UM se limitdé a una ligera tendencia sin significancia, lo que podria reflejar una

menor sensibilidad de esta sublinea a la activacion de rutas promigratorias.

No obstante, en nuestro estudio, la exposicion a 250 uM no promovio la migracion,
sino que la retraso, lo que podria sugerir que en estas células las concentraciones
elevadas pueden diferir de lo que se observé en la sublinea B16F10 (mas agresiva).
Una posible explicacion es que el AP, ademas de influir en la proliferaciéon, también
pueda desencadenar mecanismos de estrés lipidico y alteraciones en el
citoesqueleto, lo cual limitara la motilidad en condiciones elevadas, como lo
describié De Sousa Andrade et al. (2005) en su estudio de toxicidad en melanoma

a dosis elevadas.

Cabe senalar que el etanol a 0.25% también mostré un efecto negativo sobre la
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dinamica migratoria, lo que coincide con reportes que sefialan que concentraciones
=0.2% puede estar alterando la dinamica celular (organizacion del citoesqueleto y
reducir la capacidad de migracion) (Rovasio & Battiato, 2002) (Loureiro et al., 2010).
Silberman et al. (1990) reporto que a concentraciones de etanol en el rango de 0.99—
1.5 % modifican la fluidez de la membrana, reorganizan la actina, por lo que afectara

la migracién celular (B16F10), sin disminuir la viabilidad.

Estos hallazgos concuerdan con lo observado en las microfotografias las cuales se
ven que los borden de las heridas tratadas con etanol al 0.25% se apreciaron mas

irregulares en comparacion del control.

Debido a que AP puede activar rutas pro-inflamatorias (p. €j., TLR4/NF-kB) y, a
concentraciones elevadas, inducir estrés lipidico, resulta pertinente evaluar si en
estos ciertos procesos se reflejan en cambios transcriptomicos de genes que estan
asociados a inflamacion y estrés oxidativo. En el cancer, la sefializacion inflamatoria
y el estrés oxidativo son determinantes en la progresion tumoral y la respuesta
ciertos nutrientes como en nuestro caso lo es el acido palmitico. Estudios como lo
de X. Zhang et al. (2022) demostraron que el AP puede activar vias como la de

TLR4/NF-kB, promoviendo un ambiente proinflamatorio y prometastasico.

Asimismo, se ha reportado que la exposicion a AGS en exceso puede incrementar
la produccién de especies reactivas de oxigenos y 6xido nitrico, ya que estos estan
mediados por la induccidén de iNOS (sintasa de oxido nitrico inducible) y asociados
a dafno celular o senalizacion tumoral (Listenberger et al., 2003) (Yamada et al.,

2019). De forma complementaria, la activacién de TGF-1 en melanoma murino
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contribuye a la facilitacion de procesos de migraciéon e invasion por medio de la

remodelacion del microambiente tumoral (Javelaud & Mauviel, 2005).

En la evaluacion de la expresion génica mediante PCR entiempo real observamos
respuestas diferentes segun el marcador y la concentracién del acido palmitico. El
comportamiento observado en la expresion de iINOS podria estar relacionado con
los mecanismos de adaptacion de las células tumorales frente a el exceso de acido
palmitico. A las 12 horas, con el aumento que se observo a los 250 sugiere que
hubo una temprana activacion de respuestas inflamatorias y oxidativas. Sin
embargo, a las 24 horas, tanto las células tratadas con 75 como 250 uM se
asociaron con una disminucién significativa de iINOS, lo cual indica que la célula no

mantiene una inflamacién sostenida.

En la literatura mencionan que las células tumorales son capaces de activar
defensas antioxidantes para poder sobrevivir en entornos de alto estrés oxidativo
permitiéndoles sobrevivir en un entorno donde normalmente moririan (Morgan & Liu,
2010) (Gorrini et al., 2013) (Puar et al., 2018). Ademas, existen mecanismos como
la esterificacion de acidos grasos saturados via DGAT1 y la desaturacién a MUFA
mediante SCD1 los cuales se han descrito como estrategias que la célula utiliza
para reducir la toxicidad lipidica y asi limitar el dafio oxidativo (Scaglia & Igal, 2005)

(Wilfling et al., 2014).

En cuanto a NF-kB (ARNm) no se observaron cambios significativos a 12 ni a 24
horas tras la exposicion a AP, aunque se puede observar que a las 12 horas hubo

una ligera tendencia en el grupo tratado con 250 uM. Este patrén contrata con lo
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descrito en estudios de B16F10, que demuestran activacion funcional de NF-kB por
PA a través del eje TLR4/TRIF-Peli1, que viene con cambios de EMT y fenotipos
pro-invasivos (X. Zhang et al., 2022). La ausencia de cambios significativos la linea
B16F1 sugiere que puede que tenga una menor sensibilidad, a la estimulacion del

acido palmitico en las condiciones empleadas.

La actividad de NF-kB es principalmente post-traduccional, por lo cual no es
necesario que se refleje en su nivel de transcrito (Hayden & Ghosh, 2012). Ademas
INOS no depende necesariamente solo de un nodo, este se puede inducirse por
STAT1/IRF1, AP-1 y rutas asociadas a estrés del reticulo endoplasmico y ROS
(Listenberger et al., 2003), lo que explica la expresion de esta temprano sin cambios

en el ARNm de NF-kB.

Por su parte, TGF-1 no se observd cambios a las 12 horas, sin embargo, a las 24
horas se registré un aumento significativo en las células que fueron tratadas con
250 uM, mientras que las células tratadas con 75 uM no se observé diferencias con
el control. Este hallazgo indica que la respuesta de esta frente al AP en B16F1 va a

depender tanto de la concentracion como del tiempo

TGF-B1 en el cancer es descrito como un factor con doble funcion. En fases iniciales
este puede actuar como un supresor tumoral, promoviendo asi la detencion del ciclo
celular y apoptosis, sin embargo, cuando son tumores ya establecidos incluido el
melanoma murino este favorece a la invasion, migracion y remodelacion del
microambiente del tumor (Javelaud & Mauviel, 2005). Massagué (2008) explica que

TGF-B activa factores como Snail, Slug, Twist, ZEB1/2 y fosforila Par6 para inducir
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EMT, diferenciarse en miofibroblastos, que secretan proteasas, VEGF, IL-8 y
CXCL12 para promover invasion y angiogénesis (Batlle & Massagué, 2019). Por lo
tanto, el aumento que se observo con las células tratadas a 250 uM durante 24
horas, podria reflejar un intento de la célula tumoral por reprogramar su
microambiente tumoral en respuesta a el estrés lipidico, mas que activar la

proliferacion inmediata.

Finalmente, este estudio presenta algunas limitaciones que deben ser consideradas
al interpretar los resultados y para futuros proyectos. El rango de concentraciones y
tiempo de exposicidn que se evalud, fueron muy restringidos, limitdndose a tres
dosis de AP, lo cual es imposible observar efectos cumulativos o respuestas no

lineales.

Asimismo, no se realizaron ensayos funcionales adicionales (como analisis de
proteinas, vias de sefalizacion activadas o mediciones de especies reactivas de
oxigeno) por lo que las interpretaciones sobre mecanismos adaptativos se basan

en la comparacién de reportes previos.

Finalmente, es importante sefalar que estos ensayos solo se hicieron en modelo
tumoral murino, por lo que sera fundamental ampliar estos estudios a células
inmunes, ya que es importante ver la interaccion tumor-inmunidad ya que es

determinante en la progresion del melanoma.
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CAPITULO 6

CONCLUSION Y
RECOMENDACIONES



6.1 Conclusion

1. Con el presente trabajo se permiti6 demostrar que el efecto del acido palmitico
en células de melanoma murino B16F1 son dependientes de la concentracion y
tiempo de exposicion.

2. El acido palmitico no disminuy6 la viabilidad celular, por lo contrario, mostré una
tendencia a favorecer la proliferacion, aunque esta no alcanzo la significancia
estadistica bajo las condiciones que se evaluaron.

3. A medida que se incrementaron las concentraciones de acido palmitico, la
migracion celular se vio afectada, reflejando un retraso en la dinamica del cierre
de la herida.

4. Se comprobd la modulacién en la expresion génica, observando incremento de
INOS y TGF-B1, lo que concuerda con reportes previos, los cuales describen el

caracter proinflamatorio y su capacidad de remodelar el microambiente tumoral.

6.2 Recomendaciones

— Ampliar el rango de concentraciones y tiempos de exposicion de acido palmitico,
para poder evaluar posibles efectos dosis-dependiente.

— Incluir analisis complementarios que nos permitan confirmar mecanismos
sugeridos a partir de la expresion génica y a su vez verificar la activacion de
rutas de sefalizacidn, realizar analisis por Western blot para determinar la
expresion y activacion de proteinas involucradas y procesos celulares.

— Explorar la interaccion del acido palmitico con células inmunes, con el fin de
poder comprender mejor la relacidn entre los factores dietarios y el

microambiente tumoral.
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— Considerar la implementaciéon de co-cultivos 0 modelos mas cercanos a la
fisiologia real, para poder aportar una mayor validez al comportamiento de estas

células.
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