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1. Resumen 
 

La obesidad es uno de los problemas sanitarios más relevantes de nuestra época, 

perjudicando gravemente la salud y calidad de vida de más de 600 millones de personas a 

nivel mundial. Siendo así, resulta de gran importancia comprender los mecanismos que 

subyacen su etiología y patogenia, para eventualmente contribuir al desarrollo de nuevas 

terapias tanto preventivas como paliativas. La proteína Deleted in Breast Cancer 1 (DBC1) 

interactúa con diversos factores de transcripción y modificadores post-traduccionales, 

regulando sus respectivas actividades. DBC1 participa en una vasta cantidad de procesos 

biológicos, dentro de los que se incluyen la homeostasis del tejido adiposo. La evidencia 

generada en los últimos años demuestra que DBC1 presenta un rol clave en el desarrollo de 

la obesidad y las patologías típicamente asociadas a esta. Aunque las bases que subyacen 

dicho fenómeno aún no han sido elucidadas, algunas de ellas podrían implicar un rol 

regulador sobre la vía clásica de NFκB, fundamental en el desarrollo del fenotipo 

proinflamatorio observado en la obesidad. Efectivamente, en este trabajo encontramos que la 

expresión de DBC1 regula positivamente los niveles de ARNm y proteína de la subunidad de 

NFκB p65/RelA. A su vez, encontramos que el estado del ciclo celular regula la expresión 

de una isoforma de DBC1, carente de una porción del extremo N-terminal de la proteína. 

Específicamente, encontramos que mientras en estado proliferativo predomina la isoforma 

completa, en estado de arresto celular en G0 predomina la isoforma de menor peso 

molecular, hecho que a su vez coincide con una disminución en la expresión de p65/RelA. Lo 

anterior fue observado tanto en modelos celulares como en modelos in vivo, sugiriendo que 

este fenómeno presenta una fuerte relevancia fisiológica y que podría estar participando del 

control del ciclo celular mediado por la vía clásica de NFκB. En concordancia con lo anterior, 

encontramos que los ratones DBC1 KO presentan una menor expresión de p65/RelA y una 

alteración en la expresión de marcadores de ciclo celular que son regulados por dicho factor; 

lo cual parece traducirse en un enlentecimiento en la transición desde el estado de arresto 

celular en G0 al estado proliferativo in vivo. Finalmente, encontramos que en tejido adiposo 

subcutáneo y visceral de pacientes obesos de dos cohortes diferentes predomina la isoforma 

de menor peso molecular y que se mantiene la correlación entre la expresión de la isoforma 

completa y p65/RelA. Lo anterior no solo refuerza la noción de que este fenómeno presenta 

una fuerte relevancia fisiológica, sino que además coloca a DBC1 como un potencial blanco 

terapéutico para la obesidad y las patologías típicamente asociadas a esta. 
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2. Introducción 
2.1. La obesidad como patología 

2.1.1. Breve reseña histórica  
El concepto de obesidad como condición patológica data de los inicios de la práctica médica 

de culturas tan diversas como la egipcia, babilónica, china, india, meso-americana, y greco-

romana (1). Ya establecida la práctica occidental como la conocemos hoy, surgen los 

primeros estudios descriptivos de individuos obesos. En el siglo XVII, a cargo de Bonnet (2); 

en el siglo XVIII, a cargo de Haller (3) y Morgagni (4); y en el siglo XIX, a cargo de Wadd (5). 

También en el siglo XIX, y en base a los avances en el campo de la histología, Hassal y 

Hoggan identificarían al adipocito como un tipo celular especifico de la grasa corporal, e 

incluso establecerían las primeras asociaciones de éste con la obesidad (6, 7). 

 

A fines del siglo XIX e inicios del siglo XX, se imponía la noción de la obesidad como 

disparador de otras patologías y de muerte prematura. Esto representaba una preocupación 

para la comunidad biomédica y pronto se transformó en una preocupación para las agencias 

de seguros de vida. Fueron estas últimas que impulsaron los primeros estudios 

epidemiológicos de gran alcance, demostrando la noción recién mencionada, y pautando los 

primeros esbozos del diagnóstico de obesidad (1, 8). En siglo XX comenzaron a 

desarrollarse una amplia gama de técnicas para medir el contenido y distribución de la grasa 

corporal, así como estudios para determinar las causantes de la obesidad (1). La 

introducción de modelos animales de obesidad, sea a través de modificaciones a nivel 

genético (9–11) o de daños a nivel del Sistema Nervioso Central (12–14), proporcionó 

información muy valiosa sobre la regulación normal de la homeostasis energética y la 

etiología de ciertos tipos de obesidad. No obstante, dichos casos representaban la minoría 

de los documentados.  

 

La causa preponderante de obesidad involucraba en ese entonces, así como hoy en día, a 

los hábitos de alimentación y de actividad física adoptados por los individuos. Esta premisa 

siempre fue tomada en cuenta (15–17), pero fue a partir de mediados del siglo XX que tomó 

especial relevancia en el mundo occidental. La industrialización de la mayor parte de los 

sectores laborales condujo a un aumento significativo en la cantidad de personas ocupando 

puestos de trabajo en los que la actividad física es mínima o nula, al tiempo que las 
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actividades recreativas también se volvieron de tipo sedentario (1). Sumado a lo anterior, la 

industria alimenticia comenzó a hacerse paso en el sector comercial, demandando una 

mayor optimización en los costos de producción. Se transformaron los modos de 

manufactura y venta, que resultaron en un cambio profundo en los hábitos alimenticios de la 

población. Ahora los productos se ofrecían listos para su consumo y a un menor costo, pero 

también con un mayor contenido calórico y en porciones de mayor tamaño, y no según la 

necesidad del individuo (18). No es sorprendente que la prevalencia en la obesidad 

comenzara a incrementarse de forma cada vez más acentuada y alcanzara las cifras 

actuales (1), que la colocan como una epidemia global según la Organización Mundial de la 

Salud (19). Thomas Short, quien publicaría el primer manuscrito sobre obesidad en 1727 

(20), planteaba en el mismo: “creo que ninguna época ha concedido la ocurrencia de tantos 

casos de obesidad como la nuestra”. Desafortunadamente, dicha frase seguiría siendo válida 

con el paso los años, y lo es hoy más que nunca.  

 

2.1.2. Definición y diagnóstico 
El término obesidad hace referencia a aquella condición en la cual el contenido de grasa 

corporal es excesivo, al punto que supone un riesgo para la salud del individuo (21). En un 

“individuo normal” en términos de distribución Gaussiana, el contenido de grasa corporal 

corresponde a un 14% del peso corporal total en el hombre, y un 24% del peso corporal total 

en la mujer (22). Esto es, en un hombre de 70 kg de peso corporal y 1.70 m de estatura, se 

estima alrededor de 10 kg de grasa corporal; y en una mujer de 58 kg de peso corporal y 

1.60 m de estatura, se estima alrededor de 14 kg de grasa corporal (22). El diagnóstico de 

obesidad se lleva a cabo comparando el contenido de grasa corporal del individuo con los 

valores recién mencionados.  

 

El contenido de grasa corporal puede estimarse mediante diferentes métodos. Algunos de 

ellos son métodos cuya aplicación es más bien impráctica y costosa, y se restringen a 

contextos de investigación biomédica. Entre ellos se incluyen el Conteo de 40K (23), Análisis 

por Activación Neutrónica (24, 25), Hidrometría (26, 27), Hidrodensitometría (28), 

Pletismografía por Desplazamiento de Aire (29, 30), Escaneo Biofotónico en 3D (31, 32), 

Absorciometría Dual de Rayos X (33, 34), Resonancia Magnética Cuantitativa (35–37), 

Tomografía Computarizada (38–40) y Resonancia Magnética (41–43). Por otro lado, existen 

otros métodos cuya aplicación es simple y de bajo o ningún costo, y son los utilizados a nivel 

clínico para el diagnóstico diario. Entre ellos se incluyen el Análisis de Bioimpedancia 
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Eléctrica (44) y los métodos basados en medidas antropométricas. Estos últimos miden 

parámetros corporales que se asocian con el contenido de grasa corporal, según lo 

establecido mediante métodos más precisos, principalmente Absorciometría Dual de Rayos 

X, Tomografía Computarizada y Resonancia Magnética. A pesar de que las medidas 

antropométricas no requieren equipos complejos, si requieren personal calificado para 

llevarse a cabo de forma metódica y bajo los estándares establecidos (45, 46), ya que en 

ellos se basan el diagnóstico diario y la mayoría de los estudios epidemiológicos (1). Entre 

este tipo de métodos se incluyen el Índice de Masa Corporal, la medida de pliegues cutáneos 

y la medida de circunferencias corporales. Dada su relevancia en el diagnóstico a nivel 

poblacional, se describen a continuación cada uno de ellos. 

 

2.1.2.1. Índice de Masa Corporal 

El Índice de Masa Corporal (IMC) es un parámetro que se determina a partir de la masa 

(peso corporal) y la estatura del individuo, según la fórmula IMC = masa (Kg) / estatura2 (m). 

A principios del siglo XIX, Adolphe Quetelet, quien fuera pionero en el análisis estadístico de 

medidas antropométricas, propone que el peso corporal y el cuadrado de la estatura de un 

individuo adulto, expresadas en kilogramos y metros respectivamente, presentan una 

relación proporcional entre sí (47). Ya hacia el siglo XX, la noción de que las personas 

obesas presentaban una mayor predisposición al desarrollo de otras patologías y muerte 

prematura se volvió un preocupación para la comunidad médica y para las agencias de 

seguros de vida. Ante esto surgió un gran interés en establecer medidas antropométricas, o 

índices derivados de estas, que facilitaran el diagnóstico de obesidad y sus riesgos 

asociados (8, 48, 49). La relación propuesta por Quetelet tomó entonces especial relevancia 

y fue validada en diversos estudios epidemiológicos (48, 49). Finalmente, fue definida como 

Índice de Masa Corporal, una medida relativa de masa corporal, independiente de la 

estatura, y que presenta una fuerte correlación con el contenido de grasa corporal del 

individuo (49).  

 

La correlación del IMC con el contenido de grasa corporal fue validada por diversos estudios 

hacia fines del siglo XX, cuando las técnicas disponibles permitían resultados más precisos. 

Dicha correlación mostró no ser lineal, sino con una tendencia curvilínea; pero aún así 

adecuada para el diagnóstico de obesidad y sus riesgos asociados (50–52). En la Figura 2.1. 

puede observarse cómo dicha correlación se mantiene tanto en mujeres como en hombres.  
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Figura 2.1. Correlación del contenido de grasa corporal con el IMC. Porcentaje de grasa corporal 

estimado mediante Absorciometría Dual de Rayos X (ADX) vs. IMC (Adaptado de 52, 53). 

 

A partir de este tipo de correlaciones se establecerían rangos del IMC para categorizar a los 

individuos según su estado de peso corporal. A saber, valores de IMC menores a 18.5 kg/m2 

se consideran como bajo peso ; entre 18.5 y 24.9 kg/m2, como normopeso ; entre 25 y 29.9 

kg/m2 como sobrepeso ; y mayores a 30 kg/m2 como obesidad (54–56). Muchas veces el 

estado de obesidad se subdivide para categorizar a los individuos según los riesgos 

asociados. Valores de IMC entre 30-34.9 se consideran como obesidad clase I ; entre 35-

39.9 como obesidad clase II ; y mayores a 40 como obesidad clase II I , siendo esta 

última la de mayor riesgo asociado (54). En la Tabla 2.1. se muestran los valores de IMC 

para diferentes pesos corporales y estaturas, en kilogramos y metros, respectivamente, y la 

categorización mencionada.  

 

Cabe destacar que a pesar de tratarse de una herramienta de gran utilidad, el IMC también 

presenta sus limitaciones. En primera instancia, el IMC no hace distinción entre la masa 

corporal que se deriva de la grasa y la que no. Por tanto, puede sobreestimar el contenido de 

grasa corporal en individuos que presentan masa muscular aumentada –como aquellos 

dedicados ocupaciones que requieran cierto entrenamiento o al deporte profesional–, al 

tiempo que puede subestimar el contenido de grasa corporal en personas que presentan una 

masa muscular disminuida –como aquellos de edad avanzada– (57). Por otro lado, individuos 

de diferente origen racial y étnico presentan diferencias a nivel del contenido de grasa 

corporal, de modo que los rangos normalmente utilizados suelen no ser adecuados para la 

totalidad de poblaciones mundial, y en cambio es necesario establecer rangos específicos 

para cada caso (58–60). La Figura 2.2 muestra un ejemplo de las diferencias que pueden 

encontrarse entre individuos de mismo sexo, pero diferente edad u origen racial y étnico.   
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Tabla 2.1. Valores de IMC (kg/m2) según peso corporal y estatura. Valores de IMC calculados según la 

fórmula: IMC = masa (kg) / estatura2 (m). El código de colores establece las categorías de bajo peso, normopeso, 

sobrepeso, y obesidad clases I, II y III. 

 

 

 

 

 
Figura 2.2. Porcentaje de grasa corporal en los umbrales estándar de IMC. Porcentaje de grasa 

corporal estimado mediante Absorciometría Dual de Rayos X (ADX) en los umbrales estándar de IMC 18.5, 25 y 30 

kg/m2, evaluados en mujeres y hombres de rangos etarios de 20-39 años, 40-59 años y 60-79 años, de origen 

afroamericano, asiático y caucásico (Adaptado de 52, 53).  
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Por último, en niños y jóvenes el contenido de grasa corporal varía de forma constante hasta 

que el individuo ha concluido su etapa de crecimiento y maduración, y lo hace de distinta 

forma según el género (55, 61). Por tanto, en niños y jóvenes no es correcto considerar los 

porcentajes de contenido de grasa corporal ni los valores de IMC reportados para individuos 

adultos. En particular, se ha demostrado que en niños y jóvenes, solo los valores muy altos 

de IMC presentan una buena correlación con el contenido de grasa corporal, mientras que 

los valores medios y bajos arrojan datos poco confiables (55, 62). Dado lo anterior, ha sido 

necesario generar datos de referencia para evaluar la variación del IMC según la edad y el 

género y en contextos diversos (61, 63–67). Ejemplos de esto son las gráficas generadas por 

los Centros para el Control y la Prevención de Enfermedades de Estados Unidos (Centers for 

Disease Control and Prevention, CDC) (63), las generadas por el Grupo de Trabajo 

Internacional sobre Obesidad (International Obesity Task Force, IOTF) (65) y las generadas 

por la Organización Mundial de la Salud (OMS) (66, 67). Mientras la primera se basa 

exclusivamente en datos obtenidos en Estados Unidos, las últimas dos se basan en datos 

obtenidos en poblaciones de diversas partes del mundo y pretenden ser de uso común en 

todos los países. No obstante, cada uno de estos estudios se basan en métodos diferentes 

para diagnosticar la obesidad, y por tanto produce diferentes estimaciones de su prevalencia. 

Por ejemplo, según la IOTF, el diagnóstico se basa un valor absoluto de IMC que varía 

según la edad y el género (65). Por otro lado, según la OMS, el diagnóstico de se basa en 

cuán alejado de la media se encuentra el IMC del individuo; y se consideran como casos de 

obesidad a los niños y jóvenes con valores de IMC alejados al menos 3 y 2 desviaciones 

estándar, de 0 a 5 años, y de 5 a 19 años, respectivamente (66, 67). Ante estas dificultades, 

suele recomendarse la adición de otras medidas antropométricas como métodos 

complementarios al IMC, como lo son los pliegues cutáneos y la circunferencia abdominal 

(68). 

 

2.1.2.2. Pliegues Cutáneos 

Los pliegues cutáneos pueden ser utilizados como indicadores del contenido de grasa 

corporal subcutánea del individuo, la cual representa la mayor parte del contenido de grasa 

corporal total (69). Los diferentes pliegues cutáneos del cuerpo presentan un valor de 

espesor específico y guardan una correlación muy fuerte con el contenido de grasa corporal 

subcutánea del individuo. Así, mayores valores de espesor de los pliegues cutáneos reflejan 

una mayor cantidad de contenido de grasa corporal subcutánea, y por ende, de grasa 

corporal total (45, 70). Los pliegues cutáneos relevantes para el diagnóstico de obesidad 
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incluyen el subescapular, el tricipital, el bicipital, el axilar, el pectoral, el suprailíaco, el 

abdominal, el de muslo frontal y el de pierna medial (45). Es necesario destacar que el 

espesor de estos pliegues varía según el género, la edad y la etnia, por lo que ha sido 

necesario establecer parámetros diferentes para cada uno de estos casos (71, 72). Además, 

también existen grandes limitaciones al momento de evaluar individuos con estados muy 

graves de obesidad (73). No obstante, la medida de pliegues cutáneos suele ser muy útil en 

el diagnóstico de obesidad en niños y jóvenes (74–76). 

 

2.1.2.3. Circunferencia abdominal 

Las circunferencia abdominal puede utilizarse como un indicador del contenido de  grasa 

visceral del individuo, el cual ha sido relacionado con los riesgos asociados a la obesidad 

(77–81). La circunferencia abdominal presenta un valor específico y guarda una correlación 

muy fuerte con el contenido de grasa visceral del individuo (82–84). Así, mayores valores de 

circunferencia abdominal reflejan un mayor contenido de grasa visceral, y por ende, mayores 

riesgos asociados. No obstante, la medida de circunferencia debe ser llevada a cabo de 

forma precisa. Existen cuatro sitios estándar para ello; a saber, a nivel del margen inferior del 

esternón, a nivel del margen inferior de la última costilla palpable, a nivel del ombligo, y a 

nivel de la cresta ilíaca (46, 85). A pesar de que la correlación entre estos cuatro valores es 

fuerte, los valores absolutos varían de forma significativa, por lo que es necesario especificar 

el sitio de medida para que la comparación de datos sea viable (86–88). 

 

2.1.3. Prevalencia 

2.1.3.1. Prevalencia en el mundo 

En los últimos 30 años, la obesidad pasó de considerarse un problema menor que afectaba 

esencialmente a países desarrollados, a ser definida como epidemia global (89–94). Lo 

anterior queda plasmado en uno de los estudios epidemiológicos más importantes con el que 

contamos hoy en día. Se trata de un estudio llevado a cabo por la OMS, en el se procesaron 

datos provenientes de 1769 estudios para establecer la evolución de la prevalencia del 

sobrepeso y la obesidad en el mundo desde 1980 hasta 2013 (94). Los datos muestran que 

en esos 33 años, la prevalencia de sobrepeso y obesidad en conjunto aumentó un 

27.5% en adultos y un 47.1% en niños y jóvenes. En cifras absolutas, esto significa que la 

cantidad de personas con sobrepeso u obesidad aumentó de 921 millones en 1980 a 2100 
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millones en 2013. Estas cifras dejan en evidencia la magnitud del problema con el que 

estamos tratando. La Figura 2.3. muestran la evolución de la prevalencia de sobrepeso y 

obesidad desde 1980 a 2013, para adultos y niños y jóvenes, a nivel global y según el nivel 

de desarrollo del país de proveniencia.  

 

 

 
Figura 2.3. Evolución de la prevalencia de sobrepeso y obesidad entre 1980 y 2013. Se muestra 

prevalencia de sobrepeso y obesidad, globalmente o según el nivel de desarrollo de su país de procedencia. A. 

Prevalencia de sobrepeso y obesidad en conjunto (IMC ≥ 25 kg/m2, izquierda) y de obesidad (IMC ≥ 30 kg/m2, 

derecha) en hombres y mujeres (≥ 20 años). B. Prevalencia de sobrepeso y obesidad en conjunto (criterio de 

diagnóstico definido por la IOTF, izquierda) y de obesidad (criterio de diagnóstico definido por la IOTF, derecha) en  

niños y niñas (< 20 años hombres y mujeres (≥ 20 años) (Adaptado de 94).  
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Según la OMS, la prevalencia actual de obesidad en adultos (IMC ≥ 30 kg/m2, ≥ 18 años) en 

el mundo es de 11% para los hombres y 15% para las mujeres. En cifras absolutas, esto 

significa que la cantidad de individuos adultos obesos ronda hoy en los 600 millones (19). A 

pesar de que aún existen regiones del mundo y sectores de la sociedad donde las 

prevalencias son mayores, la distribución es cada vez más homogénea (19). La Figura 2.4. 

muestra la prevalencia de obesidad en las diferentes regiones geográficas y según desarrollo 

económico en el mundo. Las Figuras 2.5 a 2.8 muestran la prevalencia de obesidad en 

adultos y niños y jóvenes en los diferentes países en el mundo. 

 

 

 
 

Figura 2.4. Prevalencia de obesidad en adultos en las diferentes regiones del mundo en 2014. Se 

muestra la prevalencia de obesidad en las diferentes regiones del mundo (AFR: África; AMR: América; SEA: 

Sudeste Asiático; EUR: Europa; RM: Región Mediterránea; PO: Pacífico Oeste; arriba), y según el nivel de 

desarrollo del país de procedencia (Bajo, Medio-Bajo, Medio-Alto, Alto; abajo) (Adaptado de 19). 
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Figure 2.5. Prevalencia de obesidad en mujeres en el mundo en 2014. Se muestra según código de 

colores la prevalencia de obesidad (IMC ≥ 30 kg/m2) en mujeres (≥ 20 años) en los distintos países del mundo 

(Adaptado de 93). 

 

 

 

 

 

 
Figura 2.6. Prevalencia de obesidad en hombres en el mundo en 2014. Se muestra según código de 

colores la prevalencia de obesidad (IMC ≥ 30 kg/m2) en hombres (≥ 20 años) en los distintos países del mundo 

(Adaptado de 93).  
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Figura 2.7. Prevalencia de obesidad en niñas y jóvenes en el mundo en 2014. Se muestra según 

código de colores la prevalencia de obesidad (valores de IMC definidos según criterio de IOFT) en niñas y jóvenes 

(< 20 años) en los distintos países del mundo (Adaptado de 93). 

 

 

 

 

 
Figura 2.8. Prevalencia de obesidad en niños y jóvenes en el mundo en 2014. Se muestra según 

código de colores la prevalencia de obesidad (valores de IMC definidos según criterio de IOFT) en niños y jóvenes 

(< 20 años) en los distintos países del mundo (Adaptado de 93). 
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2.1.3.2. Prevalencia en Uruguay 

En Uruguay, el sobrepeso y la obesidad han sido reconocidos desde la comunidad 

biomédica y desde el propio gobierno como un problema sanitario preponderante sobre el 

cual han de tomarse medidas. Según los datos de la OMS, la prevalencia de sobrepeso y 

obesidad en Uruguay no ha presentado un aumento significativo desde 1980; no obstante, 

las cifras ya eran preocupantes en ese entonces y lo siguen siendo hoy en día (94). Las 

Tablas 2.2 y 2.3.  muestran los datos de prevalencia de sobrepeso y obesidad en Uruguay 

desde 1980 a 2013, para adultos y niños y jóvenes.  

 

 

Tabla 2.2. Prevalencia de Sobrepeso y Obesidad en conjunto en Uruguay. Se muestran los porcentajes 

de sobrepeso y obesidad en conjunto (IMC ≥ 25 kg/m2 para adultos ≥ 20 años; IMC definido según el criterio de 

IOTF para niños y jóvenes < 20 años), en Uruguay en los años 1980, 1990, 2000 y 2013 (Adaptado de 93). 

 

 1980 1990 2000 2013 

Mujeres 52.1 50.1 52.2 53.1 

Hombres 58.3 56.3 58.6 59.6 

Niñas 37.0 34.9 36.9 37.7 

Niños 29.8 28.0 30.1 31.2 

 

 

 

Tabla 2.3. Prevalencia de Obesidad en Uruguay. Se muestran los porcentajes de obesidad (IMC ≥ 30 kg/m2 

para adultos; IMC definido según el criterio de IOTF para niños y jóvenes < 20 años), en Uruguay en los años 1980, 

1990, 2000 y 2013 (Adaptado de 93). 

 

  1980 1990 2000 2013 

Mujeres 24.7 23.3 24.7 25.4 

Hombres 22.5 21.2 22.7 23.3 

Niñas 17.3 16.3 17.5 18.1 

Niños 9.2 8.6 9.4 9.7 
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Los datos más recientes de la OMS plantean que en Uruguay la prevalencia de sobrepeso 

y obesidad en conjunto en adultos (IMC ≥ 25 kg/m2, ≥ 18 años) es de 60.9% en mujeres 

y de 62.4% en hombres, lo cual representa el 61.7% de la población adulta total. Por otra 

parte, la prevalencia de obesidad en adultos (IMC ≥ 30 kg/m2, ≥ 18 años) es de 30.6% en 

mujeres y 22.5% en hombres, lo cual representa el 26.7% de la población adulta total. En 

cifras absolutas, de los 2.4 millones de adultos uruguayos, alrededor de 1.5 millones 

presentan un peso mayor al recomendado, y de ellos, alrededor de 650 mil son obesos (19, 

95)  

 

Por último, cabe destacar que la situación de obesidad en niños es de las más preocupantes 

de la región. Los datos de la OMS plantean que la prevalencia de sobrepeso y obesidad 

en conjunto en niños y jóvenes en Uruguay (IMC definido según el criterio de IOTF, < 20 

años) es de 37.7% en niñas y de 31.2% en niños, lo cual representa el 34.4% de la población 

de niños y jóvenes total. Por otra parte, la prevalencia de obesidad en niños y jóvenes (IMC 

definido según el criterio de IOTF, < 20 años) es de 18.1% en niñas y de 9.7% en niños, lo 

cual representa el 13.9% de la población de niños y jóvenes total. En cifras absolutas,  de los 

casi 1 millón de niños y jóvenes menores de 20 años uruguayos, alrededor de 350 mil 

presentan un peso mayor al recomendado, y de ellos, alrededor de 140 mil son obesos (94, 

95)  

 

Particular importancia se le está dando al estado nutricional de la llamada primera infancia –

etapa comprendida desde el nacimiento hasta los 5 años–. Según los datos de la OMS, la 

prevalencia de sobrepeso y obesidad en conjunto para los niños menores a 5 años en 

el mundo ha venido aumentando desde un 5% en el año 2000, a un 6% en 2010, a un 6.3% 

en 2013, y se estima que alcanzará el 11% hacia 2025. En cifras absolutas, los niños 

menores de 5 años con sobrepeso u obesidad en el mundo pasarían de ser 42 millones en 

2013 a 73 millones en 2025 (19). A destacar, Uruguay no es ajeno a esta problemática. 

Según los datos de la Primera Encuesta Nacional de Salud, Nutrición y Desarrollo Infantil, la 

prevalencia de sobrepeso y obesidad en conjunto (definidos según criterio de OMS) es 

de un 10% para los niños menores de 2 años, y un 11.1% para los niños de entre 2 y 4 años. 

Esto representa en conjunto el 10.5% de los niños menores de 4 años, y coloca a Uruguay 

como el país con mayor prevalencia de sobrepeso y obesidad en la primera infancia entre los 

países de la región (96). 
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En base a los datos epidemiológicos reportados y dada la fuerte asociación con el desarrollo 

de diversas patologías y muerte prematura, debemos considerar a la obesidad como uno de 

los problemas sanitarios más relevantes de nuestra época, que perjudica gravemente la 

salud y calidad de vida de los individuos a nivel mundial. La obesidad es responsable de 

alrededor de 90 millones de bajas laborales por discapacidad y 3.4 millones de muertes 

prematuras por año (19), representando uno de los pilares del gran costo asociado a la salud 

pública. Siendo así, resulta urgente adoptar medidas intersectoriales para revertir esta 

situación. A nivel de las organizaciones mundiales se están desarrollando planes de 

prevención y paliación (97), y se ha realizado un pedido formal para llevar a cabo un 

seguimiento minucioso de los cambios en la prevalencia de obesidad en cada país (55, 98, 

99). A nivel de la comunidad biomédica, es de vital relevancia realizar un esfuerzo conjunto 

para comprender los mecanismos que subyacen su etiología y patogenia, para 

eventualmente contribuir al desarrollo de nuevas terapias tanto preventivas como paliativas.  

 

2.1.4. Etiología 
La obesidad se desarrolla ante la presencia de un excedente energético crónico, que el 

organismo almacena en forma de triglicéridos en la grasa corporal. Dicho excedente 

energético se genera debido a un desbalance entre la ingesta y gasto energético realizado 

por el individuo, sea por un aumento en la ingesta, una disminución en el gasto, o ambas a la 

vez (1). Las causas que determinan dicho desbalance pueden ser diversas y suelen actuar 

de modo concertado. Entre estas se incluyen la presencia de determinado background 

genético o epigenético, la presencia de determinadas patologías, tanto orgánicas como 

psicológicas, el consumo de determinados medicamentos, y la adopción de determinados 

hábitos de alimentación y de actividad física. El estudio detallado de las mismas excede los 

objetivos de este trabajo, pero puede encontrarse en diversos libros y revisiones (1)(100). A 

continuación, se explican brevemente las bases de la ingesta y gasto energético y su 

implicancia en el desarrollo de la obesidad.   

 

La ingesta energética  de un individuo viene definida por la cantidad, calidad y eficacia 

energética de los alimentos que ingiere. La cantidad y calidad de alimentos ingeridos están 

asociadas a factores biológicos, como la sensación de hambre y saciedad, y socio-

económicos, como el acceso a alimentos, la periodicidad de ingestas, y las preferencias 

gustativas (1, 101–105). La eficacia energética de los alimentos ingeridos está asociada a su 

composición, es decir, la proporción de proteínas, carbohidratos y grasas que estos 
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contienen. Las proteínas representan aproximadamente el 15% de la ingesta energética 

diaria y aportan un promedio de 4 kcal/g. Los carbohidratos representan aproximadamente el 

50% de la ingesta energética diaria y aportan un promedio de 4 kcal/g. Por último, las grasas 

representan aproximadamente el 30% de la ingesta energética diaria y aportan un promedio 

de 9 kcal/g (106, 107). Las eficacias mencionadas varían ligeramente de un individuo a otro, 

principalmente según la edad. Las mismas suelen ser altas cuando el individuo se encuentra 

en las etapas de crecimiento y desarrollo, y disminuyen progresivamente mientras se alcanza 

la adultez (108). 

 

El gasto energético  de un individuo viene definido por su Tasa Metabólica de Reposo y 

por su actividad física. La Tasa Metabólica de Reposo (TMR) viene dada por los procesos 

necesarios para mantener la homeostasis del organismo y suele representar un 50-80% del 

gasto energético total (109). No obstante, esta puede variar de un individuo a otro según el 

género, la edad, la proporción de masa magra respecto al contenido de grasa corporal (109), 

y la actividad del sistema nervioso autónomo (110–112). La actividad física de un individuo 

viene dada por la actividad espontánea y la actividad asociada a actividades laborales o 

recreativas. La actividad espontánea representa actividad de muy baja intensidad sin un 

verdadero propósito –cambiar de posición, mover las piernas o las manos–, y representa un 

8-15% del gasto energético total (109). La actividad asociada a fines laborales o recreativos 

varía enormemente de un individuo a otro, y puede representar un porcentaje muy bajo en 

personas mayormente sedentarias, a un porcentaje muy alto en personas dedicadas a 

ocupaciones que requieran cierto entrenamiento o al deporte profesional. Algunos estudios 

muestran que el nivel de actividad física realizada por el individuo parece tener un 

componente genético, pero se cree que depende mayormente de hábitos adquiridos (113–

115). 

 

La ingesta y el gasto energético realizado por el individuo no suelen ser idénticos y en 

cambio existe diariamente un ligero desbalance. Cuando existe un balance energético 

negativo , se activan procesos compensatorios como un aumento de la sensación de 

hambre, una disminución en la actividad física y un mayor acoplamiento entre el metabolismo 

de los nutrientes y la generación de energía a nivel mitocondrial (116). Cuando el balance 

energético negativo es prolongado, se activa el catabolismo de las reservas energéticas del 

organismo. Las reservas de proteínas constituyen una mínima parte de las reservas 

energéticas totales y son reservas de último recurso (106). Las reservas de carbohidratos 

también constituyen una mínima parte de las reservas energéticas totales y son reservas de 
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corto plazo. Las mismas existen en forma de glucógeno muscular y hepático; el primero es 

utilizado exclusivamente por el músculo, y el segundo es utilizado para mantener el nivel de 

glucosa en sangre dentro del rango fisiológico, agotándose luego de las 12-18 horas de 

ayuno (106). Las reservas de triglicéridos constituyen la mayor parte de las reservas 

energéticas totales y son las capaces de sobrellevar un balance energético negativo 

prolongado (106, 117). En caso de ayuno prolongado, los triglicéridos son escindidos en 

ácidos grasos libres y volcados al torrente sanguíneo, quedando disponibles para su 

oxidación directa en órganos como el músculo esquelético, músculo cardíaco, corteza renal e 

hígado, o para la generación de glucosa y cuerpos cetónicos en el hígado, imprescindibles 

para el funcionamiento normal del resto del organismo. Un adulto normopeso presenta entre 

10-20 kg de triglicéridos almacenados en la grasa corporal, lo cual equivale a 90000-180000 

kcal de reserva capaces de sobrellevar un ayuno de 60-70 días. A destacar, en individuos 

obesos el contenido de triglicéridos almacenados en la grasa corporal puede ser tal que 

dicho plazo se extiende a 90-100 días (118).  

 

Cuando existe un balance energético posit ivo , se activan también procesos 

compensatorios, como la disminución de la sensación de hambre y el aumento de la TMR 

(119). No obstante, este tipo de procesos no son capaces de prevenir completamente el 

excedente energético, que es entonces destinado a la síntesis de proteínas o almacenado en 

forma de triglicéridos en la grasa corporal. Cuando el individuo se encuentra en las etapas de 

crecimiento y desarrollo, el excedente energético es mayormente destinado a la síntesis de 

proteínas y sólo si aún existe energía remanente, esta es almacenada en forma de 

triglicéridos en la grasa corporal. A medida que el individuo alcanza la adultez, el excedente 

energético destinado a la síntesis de proteínas disminuye y, por ende, el almacenado en 

forma de triglicéridos en la grasa corporal aumenta. Finalmente, cuando el individuo ya ha 

alcanzado la adultez, el excedente energético es mayormente almacenado en forma de 

triglicéridos en la grasa corporal (106, 117).  Independientemente del mecanismo que cause 

el excedente energético, cuando este es suficiente como para ser almacenado en forma de 

triglicéridos en la grasa corporal, y ocurre de forma prolongada, el individuo acumula 

suficiente cantidad de esta como para alcanzar una condición de sobrepeso o eventualmente 

obesidad.  
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2.1.5. Patogenia 
En virtualmente todas las especies eucariotas, el excedente energético es almacenado en 

forma de triglicéridos. En organismos superiores, esto es llevado a cabo por un tejido 

especializado: el tejido adiposo blanco (120). Este es el protagonista en la fisiopatología de la 

obesidad; por tanto, a continuación se describe brevemente su composición y organización 

estructural, y posteriormente las modificaciones que sufre durante el desarrollo de la 

patología.  

 

2.1.5.1. Composición y organización estructural del tejido adiposo 

El tejido adiposo blanco es un tejido de tipo conectivo, compuesto por adipocitos y una 

fracción estromal-vascular. Los adipocitos son las células que llevan a cabo la función del 

tejido adiposo per se, tanto endócrina como metabólica. La función endócrina incluye la 

secreción de diversos hormonas, factores de crecimiento y citoquinas –muchas de ellas 

específicas del tejido adiposo–, entre las que se destacan la leptina, adiponectina, resistina, 

nefastina, PEDF y RBP4. La función metabólica incluye la síntesis y almacenamiento de 

triglicéridos, así como también su metabolización en ácidos grasos libres que son entonces 

volcados al torrente sanguíneo, imprescindibles para el funcionamiento normal del organismo 

cuando existe un balance energético negativo (118, 121). La fracción estromal-vascular 

incluye preadipocitos, fibroblastos, células estromales, células endoteliales, macrófagos, 

mastocitos, células Natural Killer, linfocitos T y linfocitos B, y son responsables de la 

homeostasis del tejido en su conjunto, posibilitando la funcionalidad de los adipocitos. 

Además, cada adipocito se encuentra rodeado de una fina capa de matriz extracelular, 

compuesta principalmente por fibras de colágeno de tipo IV, que es fundamental para la 

supervivencia de la célula y también es responsable de la homeostasis del tejido en su 

conjunto (122).  

 

El tejido adiposo blanco se encuentra organizado en dos grandes depósitos que presentan 

diferencias tanto estructurales como funcionales: el tejido adiposo subcutáneo y el tejido 

adiposo visceral. El tej ido adiposo subcutáneo constituye alrededor del 80% del tejido 

adiposo blanco y se encuentra por debajo de la piel y por encima del peritoneo (121). Puede 

diferenciarse a su vez en tejido subcutáneo fibroso, compuesto por adipocitos pequeños y 

una gruesa matriz extracelular, y localizado en áreas que sufren estrés mecánico; tejido 

subcutáneo estructural, compuesto por adipocitos pequeños y una vasta fracción estromal-

vascular, y localizado en áreas de gran contenido muscular, como muslos, caderas, brazos, 
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pectorales y mamas; y tejido subcutáneo de depósito, compuesto por adipocitos de gran 

tamaño y escasa matriz extracelular, y localizado en el área abdominal (69). Este tejido 

presenta una gran capacidad de expansión y es el que está más estrechamente asociado a 

la homeostasis energética del individuo (123). Por otro lado, el tej ido adiposo visceral 

constituye alrededor del 20% del tejido adiposo blanco y se encuentra en la cavidad 

peritoneal, tanto a nivel torácico como abdominal. A nivel torácico se distinguen el tejido 

adiposo mediastínico, localizado en la parte superior y posterior del mediastino; y el tejido 

adiposo epicárdico, localizado en diferentes regiones del corazón. A nivel abdominal se 

distinguen el tejido adiposo mesentérico, localizado entre el tejido conectivo del intestino; el 

tejido adiposo omental, localizado en el omentum mayor; el tejido adiposo retroperitoneal, 

localizado a lo largo de la pared dorsal del abdomen; el tejido adiposo pararenal, localizado 

sobre la fascia renal; y el tejido perirenal, localizado dentro de la fascia renal (121). A 

destacar, la expansión del tejido adiposo visceral se encuentra fuertemente asociada a los 

efectos adversos de la obesidad, incluyendo resistencia a la insulina, Diabetes Tipo 2, 

dislipidemia, hipertensión, aterosclerosis, esteatosis hepática, diversos tipos de cáncer y 

muerte prematura (77–81).  De hecho, una mayor cantidad de tejido adiposo visceral 

respecto al subcutáneo ha sido relacionada a un mayor riesgo de desarrollo de Diabetes Tipo 

2 y muerte prematura en individuos normopeso (124), reforzando la idea que este es un 

tejido fundamental en la fisiopatología de la obesidad y el desarrollo de las patologías 

típicamente asociadas a esta.    

 

A destacar, los depósitos del tejido adiposo blanco humano presentan un nivel muy alto de 

homología con los murinos, sobre los cuales se han llevado a cabo la mayoría de los trabajos 

de investigación. La Figura 2.9. muestra un esquema de la distribución de los diferentes 

depósitos en humano y ratón. 
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Figure 2.9. Depósitos del tej ido adiposo blanco en humano y ratón. Se muestra un esquema de la 

distribución de los diferentes depósitos de tejido adiposo blanco subcutáneo y visceral en humano y ratón (Adaptado 

de 119). 

 



 23 

2.1.5.2. Modificación del tejido adiposo durante la obesidad 

2.1.5.2.1. Hipertrofia e hiperplasia de los adipocitos 

Cuando un individuo presenta un excedente energético crónico, en los adipocitos ocurre la 

activación de las vías involucradas en la síntesis y el almacenamiento de triglicéridos (125, 

126). A medida que estos sintetizan y almacenan los nuevos triglicéridos en su gota lipídica, 

aumentan de tamaño. Se ha propuesto que cuando los adipocitos alcanzan un tamaño 

determinado –llamado tamaño crítico–, comienzan a secretar factores de crecimiento que 

promueven el reclutamiento, proliferación y diferenciación de preadipocitos en adipocitos 

(127, 128). En concordancia con lo anterior, se ha observado que el tamaño de los adipocitos 

aumenta a medida que el BMI aumenta, pero eventualmente alcanza un plateau; al tiempo 

que el número de adipocitos aumenta (118, 129, 130).  

 

Diversos estudios han demostrado que la expansión del tejido adiposo mediante hipertrofia –

aumento en tamaño de los adipocitos– o hiperplasia –aumento en el número de los 

adipocitos– conllevan a un fenotipo metabólico muy diferente. Por un lado, la expansión 

hipertrófica del tejido adiposo ha sido relacionada con su eventual disfunción y el desarrollo 

de las patologías típicamente asociadas a la obesidad. Los adipocitos hipertróficos presentan 

un fenotipo de resistencia a la insulina, mostrando una inhibición de los receptores GLUT4 e 

IRS-1 (131), así como una activación del proceso de lipólisis y una mayor liberación de 

ácidos grasos libres al espacio circundante (132), los cuales conducen a la activación de los 

macrófagos residentes (133). Los adipocitos hipertróficos también suelen presentar un 

fenotipo tipo-necrótico, liberando componentes celulares internos que también conducen a la 

activación de los macrófagos residentes (134, 135). A su vez, la hipertrofia de los adipocitos 

puede llegar a ser tal que dificulte su oxigenación así como la de células vecinas, generando 

zonas de hipoxia en el tejido (136, 137). La hipoxia conduce a la expresión de HIF1-α, que 

promueve la expresión de factores angiogénicos (138), pero también de proteínas asociadas 

a la remodelación de la matriz extracelular y el desarrollo de fibrosis (139), así como de 

citoquinas proinflamatorias que también conducen a la activación de los macrófagos 

residentes (137, 140–142). En suma, la resistencia a la insulina, la necrosis y la hipoxia 

favorecen en conjunto a la activación de los macrófagos residentes y la mayor expresión de 

citoquinas proinflamatorias. Efectivamente, los adipocitos hipertróficos presentan una mayor 

expresión de citoquinas proinflamatorias como TNF-α, IL-6, IL-8 y MCP-1 (143), las cuales 

promueven la infiltración de células inmunes que favorecen aún más el contexto 

proinflamatorio y cada una de sus consecuencias (144).  
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Al contrario, la expansión hiperplásica del tejido ha sido relacionada con un modo más 

saludable de almacenar el excedente energético, pues implica un aumento en el número de 

adipocitos de que conservan su tamaño y fisiología normal (145–147). La Figura 2.10. 

resume las características de una expansión del tejido adiposo mediante hipertrofia o 

hiperplasia.  

 

 

 
 

Figura 2.10. Expansión del tej ido adiposo. Se muestran las características de la expansión del tejido adiposo 

mediante hipertrofia e hiperplasia de los adipocitos (Adaptado de 146) 
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Diversos estudios han demostrado que la hipertrofia e hiperplasia de los adipocitos es 

acompañada por mecanismos adaptativos. Estos incluyen cambios a nivel de la vasculatura, 

de la matriz extracelular y de las células inmunes que componen el tejido (148, 149, 150). 

 

2.1.5.2.2. Modificación de la vasculatura 

La expansión del tejido adiposo plantea una mayor demanda de oxígeno, nutrientes, factores 

de crecimiento y hormonas, lo cual exige una remodelación a nivel de la vasculatura del 

tejido (151). La angiogénesis es un proceso complejo que requiere de la producción de 

diferentes factores que afectan la matriz extracelular, la proliferación, migración y función de 

las células endoteliales, y el reclutamiento de pericitos. El tejido adiposo es capaz de 

producir muchos de estos factores que promueven la angiogénesis, así como también 

muchos otros que inhiben la angiogénesis y favorecen la finalización del proceso de 

neovascularización (152, 153). Los estímulos que favorecen la angiogénesis durante la 

expansión del tejido adiposo son la propia hipertrofia (138) e hiperplasia de los adipocitos 

(152, 154, 155). No obstante, cabe destacar que en el caso de la primera ocurre más que 

nada debido al fenómeno de hipoxia observado que como ya se mencionó, también involucra 

una mayor expresión de proteínas asociadas a la remodelación de la matriz extracelular y el 

desarrollo de fibrosis (139), así como de citoquinas proinflamatorias (137, 140–142). 

 

2.1.5.2.3. Modificación de la matriz extracelular 

Como se mencionó anteriormente, cada adipocito se encuentra rodeado de una fina capa de 

matriz extracelular, compuesta principalmente por fibras de colágeno de tipo IV, que es 

fundamental para la supervivencia de la célula y también es responsable de la homeostasis 

del tejido en su conjunto (122). No obstante, la expansión del tejido adiposo, y 

particularmente aquella que es de tipo hipertrófica, conduce a una remodelación de la matriz 

extracelular. Específicamente, el aumento de tamaño de los adipocitos, sumado al fenómeno 

de hipoxia y el aumento en la secreción de citoquinas proinflamatorias provoca la 

desregulación entre los procesos de degradación y síntesis de las proteínas que componen 

la matriz extracelular, dando lugar a haces gruesos de colágeno tipo I, III y VI, que no solo 

rodean cada adipocito sino que también corren a lo largo del tejido; al tiempo que aumenta la 

presencia de fibroblastos, macrófagos y mastocitos (125, 134, 156, 157). En conjunto, la 

matriz extracelular desarrolla un fenotipo fibrótico que impide la mayor hipertrofia de los 

adipocitos y la diferenciación de preadipocitos, contribuyendo a la disfunción del tejido 

adiposo (156, 158) 
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2.1.5.2.4. Infiltración de células inmunes 

Como se mencionó anteriormente, la fracción estromal-vascular del tejido adiposo incluye 

diversas células inmunes, incluyendo macrófagos, mastocitos, células Natural Killer, linfocitos 

T y linfocitos B. De estas, las más numerosas son los macrófagos tipo M2, que se 

caracterizan por secretar citoquinas anti-inflamatorias como IL-10, IL-1Ra y Arg1, al tiempo 

que promueven el remodelamiento y la reparación del tejido (159, 160). No obstante, la 

expansión del tejido adiposo, y particularmente aquella de tipo hipertrófica, conduce a un 

aumento en la infiltración y activación de células inmunes de tipo proinflamatorio. En tal 

proceso son fundamentales el fenotipo de resistencia a la insulina, con la consecuente mayor 

actividad lipolítica y el aumento de los ácidos grasos libres (133); la muerte tipo-necrótica, 

con la consecuente liberación de componentes celulares internos (135); y el fenómeno de 

hipoxia, con la consecuente expresión de citoquinas proinflamatorias tanto en los adipocitos 

como en los propios macrófagos residentes (161, 162). Lo anterior conduce a una rápida 

infiltración de neutrófilos (163), células Natural Killer (164) y mastocitos (165), al tiempo que 

disminuye la población de linfocitos T CD4+ y Reguladores para predominar los CD8+ (166, 

167). En suma, estos fenómenos conducen a una infiltración sustancial de monocitos de tipo 

CD14+CD16- y CD14+CD16+, que finalmente dan lugar a macrófagos tipo M1, que llegan a 

representar hasta un 50% de la población celular total de la fracción estromal vascular del 

tejido (159, 168–171). Los macrófagos tipo M1 se disponen en forma de corona alrededor de 

los adipocitos hipertróficos, y principalmente de aquellos tipo-necróticos, sugiriendo que su 

propósito es el de fagocitar sus detritos así como metabolizar sus ácidos grasos, y así evitar 

la toxicidad asociada (135, 172). A su vez, mediante la secreción de factores como PDGF, 

son capaces de promover la angiogénesis en el tejido, y así revertir el fenómeno de hipoxia 

(173). No obstante, los macrófagos tipo M1 también se caracterizan por secretar citoquinas 

proinflamatorias como TNF-a, IL-6, IL-1b, IL-12 e IL-23 (160), hecho que afecta 

negativamente la fisiología del tejido. Por un lado, promueven la remodelación de la matriz 

extracelular y el desarrollo de fibrosis (174). Por otro lado, inhiben la diferenciación de los 

preadipocitos, que entonces se vuelven proliferativos (175) o senescentes, fenotipo que 

también es acompañado por la secreción de citoquinas proinflamatorias (176). Por ultimo, 

activan numerosas serina-treonina-quinasas como mTOR, p70S6, ERK, JNK, e IKKβ, que 

fosforilan IRS-1 e IRS-2 y conducen a la desensibilización de la vía de insulina. De esta 

manera, refuerzan el fenotipo de resistencia a la insulina ya presente, con la consecuente 

mayor actividad lipolítica y el aumento de los ácidos grasos libres, y entonces la activación 

de los macrófagos tipo M1; resultando en un loop parácrino de retroalimentación positiva que 

acentúa el fenómeno proinflamatorio y cada una de sus consecuencias (177–179). 
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2.1.5.3. Gluco-lipotoxicidad y el rol protector del tejido adiposo 

Como se mencionó anteriormente, el tejido adiposo es el encargado de lidiar con el 

excedente energético. Cuando dicho excedente energético es crónico, el tejido adiposo 

comienza un proceso de expansión, inicialmente mediante hipertrofia y eventualmente 

también mediante hiperplasia. No obstante, cuando la expansión del tejido llega a 

determinado punto, esta comienza a acompañarse por fenómenos nocivos, incluyendo la 

resistencia a la insulina, la hipoxia, el desarrollo de fibrosis y la infiltración de células inmunes 

que determinan un contexto extremadamente proinflamatorio. La funcionalidad de los 

adipocitos y preadipocitos se ve fuertemente comprometida y el tejido se vuelve disfuncional. 

En una situación como la recién descrita, el individuo se encuentra sometido al eventual 

desarrollo de la patología sistémica. Por un lado, la función endócrina del tejido se encuentra 

completamente alterada, ya que no solo secreta niveles aberrantes de las diferentes 

hormonas y factores de crecimiento, sino que además secreta niveles excesivos de 

citoquinas proinflamatorias. De manera similar, la función metabólica del tejido se encuentra 

completamente alterada, ya que no solo se ve impedida la captación de glucosa y de ácidos 

grasos y el almacenamiento de nuevos triglicéridos, sino que además existe una mayor 

actividad lipolitica y una mayor liberación de ácidos grasos. En suma, esto conduce a que los 

niveles de glucosa y ácidos grasos libres en el torrente sanguíneo se vuelvan muy elevados, 

y extremadamente nocivos para el resto del organismo. La glucosa circulante conduce al 

desarrollo de retinopatías, nefropatías, neuropatías, diabetes y aterosclerosis (180); mientras 

que los lípidos circulantes comienzan a depositarse en tejidos como el músculo esquelético y 

cardíaco, páncreas, hígado, y riñón; lo cual se traduce en resistencia a la insulina, 

cardiomiopatías, diabetes, esteatosis hepática y falla renal (181, 182). El punto de inflexión 

en este periplo patológico es precisamente la transición entre un tejido adiposo funcional y 

uno disfuncional; hecho que queda explícitamente reflejado en aquellos individuos que 

presentan un fenotipo de obesidad saludable. Estos son individuos que a pesar de ser 

extremadamente obesos, presentan parámetros metabólicos comparables al de individuos 

normopeso; y lo que los distingue de sus contrapartidas no saludables es, justamente, la 

preservación de un tejido adiposo funcional y con capacidad expansiva (147, 183, 184). Las 

bases moleculares que subyacen dicho fenómeno aún no han sido elucidadas, pero diversos 

estudios señalan que la proteína DBC1 podría estar involucrada.  
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2.2. La proteína Deleted in Breast Cancer 1 (DBC1)  

2.2.1. Breve aclaración respecto a su nombre  
Hacia el año 2000, el grupo liderado por Michael H. Wigler realizó un trabajo en el cual se 

propusieron identificar los genes presentes en la región 21 del brazo corto del cromosoma 8 

humano (8p21), frecuentemente suprimida en el cáncer de mama. De los seis genes 

identificados, dos no habían sido descritos aún y decidieron nombrarlos Deleted in Breast 

Cancer 1 (DBC1) y Deleted in Breast Cancer 2 (DBC2) (185). La evidencia generada en este 

estudio mostró que de estos genes, el único cuya expresión se encontraba suprimida en el 

cáncer de mama era DBC2 y fue entonces señalado como un gen supresor de tumores 

(185). Por otro lado, mostró que la expresión del gen DBC1 sí se encontraba parcialmente 

suprimida en líneas celulares derivadas de cáncer de pulmón y cáncer de colon (185), 

dejando planteada la hipótesis de que podía tratarse de un gen supresor de tumores en otros 

tipo de cáncer (186). Al día de hoy, existen múltiples estudios que relacionan al gen DBC1 

con procesos tumorigénicos, tanto en cáncer de mama (187–191), de pulmón (192), y de 

colon (193, 194), como también de esófago (195), de estómago (196–198), de hígado (199, 

200), de vesícula biliar (201), de riñón (202), de ovario (203), linfoma de tipo no Hodking 

(204) y diversos tipos de sarcoma (205). No obstante, si el gen DBC1 se halla efectivamente 

suprimido en cáncer de mama, así como si su participación es de tipo supresor de tumores o 

de tipo oncogén, es un tema de intenso debate, y excede los objetivos de este trabajo. 

 

Años después de su descubrimiento, varios estudios demostraron que el gen DBC1 se trata 

de un gen parálogo al gen cell cycle and apoptosis regulator 1 (CCAR1) (206, 207), y 

entonces fue renombrado cell cycle and apoptosis regulator 2 (CCAR2). Se ha demostrado 

que las proteínas codificadas por los genes CCAR1 y DBC1 (CCAR2) no solo presentan un 

alto nivel de homología estructural (207) sino que además participan en procesos celulares 

del mismo tipo (208–216) e incluso de forma conjunta (214). La denominación CCAR2 resulta 

ventajosa porque evita su asociación con el gen DBC2, con el cual guarda una relación solo 

de cercanía topológica, con el cáncer de mama, con el cual guarda una relación que aún es 

motivo de controversia (185, 187–191), y con el gen Deleted in Bladder Cancer 1, con el cual 

comparte la misma abreviación. A pesar de lo anterior, en este trabajo se hará referencia al 

gen y a la proteína con su denominación inicial, Deleted in Brest Cancer 1  y su 

abreviación DBC1.  
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2.2.2. Organización estructural 
Lamentablemente, aún no se cuenta con información detallada sobre la organización 

estructural de la proteína DBC1. Estudios de la secuencia primaria de la proteína humana 

predicen que consta de 923 aminoácidos, y presenta una estructura globular con alto grado 

de desorden intrínseco y seis dominios de diferente tipo. Del extremo N-terminal al C-

terminal, hallamos un dominio tipo S1 (S1-Like), un dominio cierre de leucina (Leucine 

Zipper, LZ), un dominio tipo Nudix (Nudix-Like), un dominio Mano EF (EF-Hand) y un dominio 

de hélice superenrrollada (Coiled Coil, CC) (207, 209). Hacia el extremo N-terminal, la 

proteína presenta una señal de localización nuclear (Nuclear Localization Signal, NLS), 

responsable de que su localización sea principalmente nuclear (207, 209), hecho que tiene 

relevancia para su actividad biológica. La Figura 2.11. muestra un esquema de la estructura 

lineal de la proteína DBC1 humana con los dominios y la NLS mencionados. 

 

 

 
 

Figura 2.11. Estructura l ineal de la proteína DBC1. A. Esquema de la estructura lineal de la proteína DBC1 

humana, mostrando el rango aminoacídico que comprende cada uno los dominios y la secuencia de localización 

nuclear. B. Grado de desorden de la proteína DBC1 humana predicho por PONDR-FIT (línea verde) y PONDR 

VLXT (línea púrpura) y error estimado (sombra gris). Valores de score mayores a 0.5 corresponden a regiones de 

alto grado de desorden, valores de score menores a 0.5 corresponden a regiones estructuradas. Los rectángulos 

coloreados corresponden a cada uno de los dominios presentados en A y presentan el mismo código de colores 

(Adaptado de 207).  
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A destacar, la proteína DBC1 humana presenta un nivel muy alto de homología con la 

proteína murina, sobre la cual se han llevado a cabo muchos de los trabajos de 

investigación. El alineamiento de las secuencias aminoacídicas de ambas proteínas muestra 

que los dominios arriba mencionados se encuentran completamente conservados o con 

cambios aminoacídicos menores. Específicamente, los dominios S1-Like, LZ y la NLS son 

completamente idénticos; mientras que los dominio Nudix, EF-Hand y  Coiled Coil presentan 

10, 1 y 11 sustituciones aminoacídicas, respectivamente. Hasta el momento, no hay reportes 

de que dichas sustituciones afecten de algún modo la actividad biológica de la proteína, y su 

estudio excede los objetivos de este trabajo. La Figura 2.12 muestra el alineamiento de 

secuencias de la proteína DBC1 humana y murina, resaltando los dominios y la NLS 

presentes y las sustituciones aminoacídicas mencionadas.  

 

El dominio  S1-Like  se encuentra entre los residuos 55-112 de la proteína humana y 

murina, y presenta homología con el dominio de unión a ARN S1 (207), observado en 

ribonucleoproteínas y otras proteínas de unión a ARN (217, 218). Este dominio podría 

concederle a DBC1 capacidad de unión a ARN y explicar su participación en procesos de 

elongación y corte y empalme de moléculas de ARNm (207, 219). 

 

El dominio LZ se encuentra entre los residuos 243-264 de la proteína humana y murina, y 

presenta la estructura típica para dimerización y unión al ADN (207, 220). Este dominio 

podría concederle a DBC1 capacidad de unión al ADN, pero aún no existen registros de este 

tipo de función. En cambio, se ha demostrado que es fundamental para la interacción de 

DBC1 con varias proteínas (214, 221–223).  

 

El dominio Nudix  se encuentra entre los residuos 340-461 de la proteína humana y 

murina, y presenta homología con el dominio Nudix observado en las hidrolasas Nudix (210), 

que catalizan la hidrólisis de una amplia gama de sustratos, incluyendo nucleósidos di- y tri-

fosfatos, dinucleósidos polifosfato, pentosas nucleotídicas y caperuzas 5´ de ARNm (224). 

Se ha demostrado que el dominio Nudix presente en DBC1 carece de ciertos residuos 

fundamentales para la actividad catalítica, pero sí conserva residuos fundamentales para la 

unión a sustratos (210). Lo anterior resulta relevante en cuanto a una de las interacciones 

más estudiadas de DBC1. Se trata de su interacción con SIRT1 (221, 223), una enzima que 

cataliza la deacetilación de lisinas utilizando dinucleósido de adenina y nicotinamida (NAD) y 

liberando O-acetil adenosín difosfato ribosa (OAAR) y nicotinamida (NAA) en el proceso 

(225). Dado que tanto NAD como OAAR son sustratos de hidrolasas Nudix (224), se ha 
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propuesto que DBC1 podría estar detectando los niveles de dichas moléculas y así 

regulando su interacción con SIRT1 (210). La unión de este tipo de sustratos también resulta 

relevante en cuanto a la identificación de DBC1 en complejos de proteínas asociados a 

polimerasas de poli-ADP-ribosa (226, 227), encargadas de añadir cadenas de poli-ADP-

ribosa sobre proteínas asociadas a la cromatina (228). 

 

El dominio EF-hand se encuentra entre los residuos 704-748 de la proteína humana y 

entre los residuos 703-747 de la proteína murina, y presenta la estructura típica para la unión 

a iones de calcio (207, 229). Este dominio podría concederle a DBC1 capacidad de unión a 

iones de calcio, pero aún no existen registros de este tipo de función. En cambio, se ha 

propuesto que este dominio podría dimerizar con motivos EF-Hand de otras proteínas y así 

participar en la interacción de DBC1 con estas (210). 

 

El dominio Coiled-Coil  se encuentra entre los residuos 794-918 de la proteína humana y 

entre los residuos 793-917 de la proteína murina, y presenta la estructura típica de α-hélices 

enrolladas una sobre la otra formando una estructura tridimensional compleja que se 

mantiene estable mediante fuerzas hidrofóbicas (207, 230). Este tipo de estructuras suelen 

participar en interacciones entre proteínas y se ha demostrado que es fundamental para la 

interacción de DBC1 con varias proteínas (215, 231). 

 

2.2.3. Actividad biológica 
El hecho que DBC1 presente una estructura globular con alto grado de desorden intrínseco y 

seis dominios de diferente tipo concuerdan con el tipo de actividad biológica que se le ha 

asignado, a saber, la interacción con otras proteínas y la modulación de su respectiva 

actividad. La presencia de una NLS y la consecuente localización principalmente nuclear 

también concuerdan con el tipo de proteínas con las que interactúa. Hasta el momento, se 

han descrito más de una decena, e incluyen factores de transcripción y algunos de sus co-

reguladores, y modificadores post-traduccionales de localización nuclear. A continuación se 

desarrolla brevemente sobre la interacción de DBC1 con ambos tipos de proteínas.   
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Figura 2.12. Proteínas DBC1 humana y murina. Alineamiento de secuencias aminoacídicas de las proteínas 

DBC1 humana (Query, NCBI, Nro. Acceso NP_066997.3) y murina (Sbjct, NCBI, Nro. Acceso NP_666167.3), 

mostrando el rango aminoacídico que comprende cada uno los dominios y la secuencia de localización nuclear, y las 

sustituciones aminoacídicas presentes en estos (destacadas mediante recuadros rojos).  
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2.2.3.1. Interacción con factores de transcripción y co-reguladores 

La interacción de DBC1 con factores de transcripción ha mostrado ser tanto de tipo co-

activadora como co-represora. Entre los factores de transcripción que son activados por 

DBC1 se encuentran c-MYC (232, 233), producto del proto-oncogén c-MYC e involucrado 

en la regulación del ciclo celular, los procesos de diferenciación y competencia celular (234, 

235); COUP-TF1 y su co-represor NCoR (236), que participan en la regulación de 

neurogénesis y angiogénesis durante el desarrollo embrionario (237) ; el receptor de 

andrógeno (Androgen receptor, AR) (215), que media los efectos de los andrógenos en el 

desarrollo y mantenimiento de funciones reproductivas masculinas (238); el receptor de 

estrógeno α (Estrogen receptor α, ER α) y sus co-activadores CCAR1 y CoCoA (214, 

239), que median los efectos de los estrógenos en el desarrollo y mantenimiento de la 

funciones reproductivas femeninas (240); RevErb α (231), considerado como uno de los 

mayores reguladores del ciclo circadiano (241–244); y p53 (245), producto del gen supresor 

de tumores p53 e involucrado en el control del ciclo celular, y extensamente estudiado por el 

hecho de estar suprimido en casi la mitad de los tipos de cáncer en humanos (246, 247). 

Entre los factores de transcripción que son reprimidos por DBC1 se encuentran el receptor 

de estrógeno β (Estrogen receptor β, ER β) (248), que junto al ER α media los efectos de 

los estrógenos en el desarrollo y mantenimiento de la funciones reproductivas femeninas 

(240, 249); BRCA1 (250), que participa en la regulación de la recombinación homóloga, la 

replicación de centrosomas, las respuesta de daño al ADN, y el control del ciclo celular, y 

extensamente estudiado por el hecho de estar suprimido en casi un 5% de casos de cáncer 

de mama y más de un 80% de los cáncer de mama hereditarios (251–254); FOXOP3 (255), 

que participa en la diferenciación y función de linfocitos T Reguladores  (256, 257); el 

receptor hepático X alfa (Liver X receptor α, LXRα) (258), que participa en la 

homeostasis de colesterol (259) y con RelB y p52 (260, 261), subunidades del complejo 

NFκB esenciales en la vía de activación alternativa de la respuesta inflamatoria mediadas por 

dicho complejo (262, 263).  

 

2.2.3.2. Interacción con modificadores post-traduccionales 

La interacción de DBC1 con modificadores post-traduccionales ha mostrado ser tanto de tipo 

activadora como represora. Entre los modificadores post-traduccionales que son activados 

por DBC1 se encuentran las quinasas IKKβ (261, 264) e IKKα (261), involucradas en las 

respuestas inflamatorias mediadas por el complejo NFκB al ser componentes esenciales de 

la vía de activación clásica y alternativa, respectivamente (265–270); y PARP1 (226), una 
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polimerasa poli-ADP-ribosa que cataliza la poli-ADP-ribosilación de sí misma y diversas 

proteínas y es fundamental en la respuestas de daño al ADN (271). Entre los modificadores 

post-traduccionales que son reprimidos por DBC1 se encuentran SUV39H1 (272), una 

metiltransferasa que cataliza la tri-metilación de la lisina 9 de la histona H3 y es fundamental 

en el proceso de armado de heterocromatina para la segregación de cromosomas y el 

silenciamiento génico (273–275); HDAC3 (222), una desacetilasa de histonas de clase I 

cuya actividad se encuentra fuertemente vinculada al silenciamiento génico (276–278); y 

SIRT1 (221), una deacilasa dependiente de NAD+ que cataliza deacilación de lisinas en 

histonas (279, 280), factores de transcripción (281–285) y otras proteínas (286–288). Siendo 

así, la actividad de SIRT1 se encuentra vinculada con procesos celulares tan diversos como 

la estabilidad genómica (289), la respuesta al estrés celular (290)(282), la respuesta 

inflamatoria (291) y la homeostasis del metabolismo (292). Específicamente, SIRT1 está 

involucrada en los procesos de secreción de insulina (287, 293, 294), sensibilidad a insulina 

(295, 296), gluconeogénesis (287, 293), oxidación de ácidos grasos (297), adipogénesis 

(298–300), expresión de adipoquinas (301) y browning (286, 302, ver Anexo). SIRT1 resulta 

especialmente relevante, porque es debido a su involucramiento en el metabolismo que se 

planteó la hipótesis de que DBC1 también pudiese estar jugando algún tipo de rol en este.  

 

2.2.3.3. Dominios involucrados en las interacciones 

Respecto a las interacciones entre DBC1 y las proteínas arriba mencionadas, tanto factores 

de transcripción como modificadores post-traduccionales, el análisis topológico de las 

mismas señala que la mayoría de ellas involucran a la región N-terminal de DBC1 (214, 215, 

221, 222, 245, 248, 250, 272). De hecho, el único caso reportado en que la región C-terminal 

de DBC1 está involucrada en la interacción es el del factor de transcripción RevErb α (231). 

Lo anterior tiene fuertes implicancias en cuanto a la simultaneidad de las interacciones entre 

DBC1 y sus interactores. Por una lado, algunos de los modificadores post-traduccionales que 

interactúan con DBC1 actúan sobre algunos de los factores de transcripción que interactúan 

con DBC1; es el caso de SIRT1, que actúa sobre AR (303), c-MYC (233) y p53 (281); y de 

IKKα, que actúa sobre ER α (304). Siendo así, en caso de estar interaccionando a la vez y 

en la misma región de la proteína, podría verse favorecida la actividad de tales enzimas 

sobre sus respectivos blancos. Por otro lado, si las proteínas que interactúan con DBC1 

presentan el mismo sitio de unión o muy cercanos entre sí, la interacción de varias de estas 

podría verse impedida por limitaciones estéricas, dando lugar a respuestas celulares 

diferentes. En este sentido, son varios los casos de “competencia” entre interactores de 
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DBC1 que han sido reportados (214, 222, 226, 233, 258, 272). Por último, el hecho que la 

mayoría de las interacciones descritas involucren a la región N-terminal de DBC1 toma 

especial relevancia ante la aparición de una isoforma de la proteína que carece de parte de 

su extremo N-terminal. Lo anterior ha sido descrito por varios grupos (209, 305, 306) y 

también en este trabajo, y será desarrollado más adelante. La Figura 2.13. muestra un 

esquema de la estructura lineal de la proteína y el sitio de interacción de algunos de los 

factores de transcripción y modificadores post-traduccionales previamente descritos.  

 

 

 
Figura 2.13. Regiones de interacción en la proteína DBC1. Esquema de la estructura lineal de la proteína 

DBC1 humana, mostrando algunos de sus interactores y señalando la región de interacción descrita para cada uno 

de ellos. Las líneas con punta de flecha corresponden un efecto activador por parte de DBC1. Las líneas con 

extremo romo corresponden un efecto represor por parte de DBC1. Los interactores que no se muestran en la figura 

son aquellos de los cuales se desconoce la región de interacción (Adaptado de 207, 307).  
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2.2.3.3. Participación en los diferentes procesos celulares  

Dadas las características de las proteínas con las cuales DBC1 interactúa y modula su 

actividad, podemos decir que nos encontramos ante un regulador a gran escala del proteoma 

celular. Cada factor de transcripción es responsable de cambios en la expresión de una 

amplia gama de genes (308, 309), y cada modificador post-traduccional es responsable de 

cambios en la actividad de una amplia gama de proteínas (310), de las cuales varias resultan 

estar involucradas en la regulación de la expresión génica. En suma, cambios en la 

expresión y/o actividad biológica de DBC1 se traducen en cambios en la expresión y/o 

actividad biológica de una vasta cantidad de proteínas y por ende, cambios en una vasta 

cantidad de procesos celulares. Las proteínas descritas páginas atrás, son solo aquellas 

sobre las cuales existe un estudio lo suficientemente detallado para evaluar el efecto que 

DBC1 ejerce sobre estas. No obstante, los avances en estudios proteómicos de gran alcance 

mediante el uso de espectrometría de masa han derivado en la identificación de una enorme 

cantidad de nuevos potenciales interactores (307, 311). A pesar de que cada una de estas 

interacciones y su relevancia biológica han de ser confirmadas, desde ya pueden brindarnos 

una noción preliminar más amplia sobre la implicancia de DBC1 en los diferentes procesos 

celulares. Recientemente, el grupo liderado por Ileana M. Cristea publicó un trabajo en el 

cual mediante inmunoprecipitación y posterior análisis por espectrometría de masa, 

identificaron el interactoma completo de DBC1 en dos tipos celulares. La evidencia generada 

en este estudio, junto a la generada en los estudios previamente descritos, demuestra que 

DBC1 a través de sus interacciones, estaría potencialmente regulando el remodelamiento de 

la cromatina y la condensación y segregación de cromosomas, la replicación de ADN, la 

transcripción de ARNm, la traducción de proteínas, el tráfico intracelular, la transducción de 

señales, la respuesta al daño de ADN, las respuestas inflamatorias, el control del ciclo 

celular, entre otras (311). Además, el hecho de que las interacciones de DBC1 puedan ser 

tanto compartidas como específicas entre diferentes tipos celulares (311), sugiere que la 

totalidad de los procesos celulares en los que puede estar involucrada requerirá estudios aún 

más minuciosos y queda entonces por determinarse.  
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2.2.3.4. Participación en patologías metabólicas 

El hecho de que DBC1 se tratase de un represor de SIRT1, planteó la hipótesis de que 

también estuviese involucrada en la homeostasis del metabolismo. Varios grupos de 

investigación comenzaron a estudiar su participación en el desarrollo y progresión de 

diversas patologías metabólicas, destacándose los trabajos llevados a cabo por el 

Investigador Principal de nuestro laboratorio y Orientador de esta tesis, Dr. Carlos Escande. 

En dichos trabajos queda demostrado que DBC1 no solo se encuentra involucrada en la 

homeostasis del metabolismo, sino que tiene un rol clave en la obesidad y el desarrollo de 

las patologías típicamente asociadas a esta (312–314). Cuando ratones C57BL/6 WT y 

DBC1 KO son sometidos a una dieta hipercalórica como la dieta Western (DW), los ratones 

DBC1 KO desarrollan una obesidad más pronunciada que sus contrapartidas WT. Sin 

embargo, a pesar de ser más obesos, presentan un fenotipo metabólico más saludable, y 

hasta comparable al de ratones mantenidos en dieta normal (DN). A saber, 1. Presentan 

niveles normales de ácidos grasos libres en plasma; 2. No presentan signos de resistencia a 

la insulina, mostrando una buena performance ante tests de tolerancia a la insulina y 

activación normal de la vía de insulina tanto en tejido adiposo como en músculo esquelético; 

3. No presentan signos de esteatosis hepática ni esteatohepatitis, mostrando escasa 

acumulación de lípidos en el hígado y niveles normales de enzimas hepáticas asociadas a 

daño, como la  glutamato-piruvato transaminasa y glutamato-oxalacetato transaminasa; y 4. 

Presentan menor grado de aterosclerosis, mostrando un menor porcentaje de área total de la 

aorta cubierta por placas de ateroma, un menor número de placas de ateroma por aorta, y 

una menor expresión de marcadores de inflamación y daño como p21, p65/RelA, MCP-1, 

VCAM-1 y F4/80 (312, 314). La Figura 2.14. muestra una breve selección de resultados de 

estos trabajos que ilustran lo recién mencionado.  

 

El hecho de que los ratones DBC1 KO presenten niveles normales de ácidos grasos libres en 

plasma resulta clave, porque es indicativo de un estado saludable y funcional del tejido 

adiposo, que conserva su capacidad expansiva. De hecho, la mayor ganancia de peso de los 

ratones DBC1 KO se debe específicamente a un aumento en la masa total de los diferentes 

depósitos de tejido adiposo, tanto subcutáneo como visceral. Dicho aumento puede deberse 

tanto a una disminución en la actividad lipasa como a un aumento en la capacidad de 

síntesis y almacenamiento de lípidos. El tejido adiposo derivado de los ratones DBC1 KO no 

presentan cambios significativos en la expresión de las principales lipasas ATGL y HSL, ni 

tampoco en otras proteínas directamente asociadas a la lipólisis, como la caveolina 1. Por el 
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contrario, sí presenta un aumento en la expresión de proteínas y en la activación de vías 

asociadas a la esterificación de ácidos grasos en triglicéridos. Específicamente, se registra 

un aumento en la expresión de la enzima PEPCK, fundamental en el procesos de 

gliceroneogénesis, y un aumento en la capacidad de gliceroneogénesis evaluada ex vivo; así 

como también un aumento en la expresión de la proteína Lipin-1. Lo anterior queda reflejado 

en una mayor hipertrofia de los adipocitos, que pueden alcanzar tamaños de 3-10 veces 

mayor que el de los derivados de ratones WT. No obstante, el mayor aumento en la masa 

total de los diferentes depósitos de tejido adiposo también podría deberse a un proceso de 

hiperplasia, ya que los preadipocitos derivados de ratones DBC1 KO presentan una mayor 

capacidad de diferenciación, con un aumento en la expresión de proteínas asociadas a la 

adipogénesis (312). La Figura 2.15. muestra una breve selección de resultados de este 

trabajo que ilustran lo recién mencionado.  

 

Por último, el tejido adiposo derivado de ratones DBC1 KO presenta menor grado de 

senescencia, mostrando una menor actividad de la enzima SA-βGal, y una menor expresión 

de las proteínas p16Ink4a y p21. Lo anterior se condice además con un fenotipo menos 

proinflamatorio, con una menor expresión de MCP1, TNF-α e IL-6 (312, 313).  La Figura 

2.16. muestra una breve selección de resultados de estos trabajos que ilustran lo recién 

mencionado. 

 

La evidencia generada en los trabajos recién mencionados demuestra que la proteína DBC1 

efectivamente se encuentra involucrada en la homeostasis del metabolismo, y que además 

tiene un rol clave en el desarrollo de la obesidad y las patologías típicamente asociadas a 

esta. De hecho, resultados similares fueron hallados en tejidos derivados de pacientes (315, 

316), reforzando la noción de que la proteína DBC1 se trate de un potencial blanco 

terapéutico. Nuestro grupo de investigación considera que el estudio de DBC1 puede 

colaborar en el entendimiento de los mecanismos celulares y moleculares que subyacen el 

desarrollo de las patologías típicamente asociadas a la obesidad. Específicamente, en este 

trabajo se pretende profundizar sobre el rol de DBC1 en el desarrollo del fenotipo 

proinflamatorio observado durante la obesidad, e identificar los estímulos fisiológicos que se 

encuentren modulándolo.  
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Figura 2.14. Fenotipo metabólico de los ratones DBC1 KO. A. Foto representativa de ratones WT (izquierda) y 

DBC1 KO (derecha) luego de 4 semanas bajo DW, y gráfico de ganancia de peso expresado como porcentaje de su 

peso inicial, durante 20 semanas bajo DW. B. Nivel de ácidos grasos en plasma en ratones WT y DBC1 KO luego 

de 12 semanas bajo dieta normal (DN) o DW. C. Test de tolerancia a la insulina en ratones WT y DBC1 KO luego de 

12 semanas bajo DW. D. Tinción de hematoxilina-eosina de secciones de hígado de ratones WT y DBC1 KO luego 

de 20 semanas bajo DN o DW. E. Tinción con Oil-RedO de aortas de ratones WT y DBC1 KO luego de 20 semanas 

bajo DW, y gráfico de porcentaje de área total de la aorta cubierta por placas de ateroma y número de placas por 

aorta. Aclaración: el background genético de los ratones de la figura E es ApoE-/-/DBC1+/+ (WT) y ApoE-/-/DBC1-/- 

(DBC1 KO), porque el background ApoE-/- es el más adecuado para estudiar procesos de aterosclerosis en ratón 

(317) . Se consideran diferencias estadísticamente significativas aquellas que presentan un valor de p < 0.05 y se 

indica con un asterisco (Adaptado de 312, 314)  
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Figura 2.15. Capacidad expansiva de tejido adiposo de ratones DBC1 KO. A. Gráfico de ganancia de peso de 

grasa expresado como porcentaje de su peso inicial, en ratones WT y DBC1 KO durante 20 semanas bajo DW 

(Izquierda); y gráfico de peso de los diferentes depósitos de tejido adiposo expresado como porcentaje del peso 

corporal total, en ratones WT y DBC1 KO luego de 12 semanas bajo DW. B. Foto representativa de adipocitos de 

tejido adiposo perigonadal de ratones WT y DBC1 KO luego 20 semanas bajo DW; y gráfico de área celular 

expresado en µm2. C. Foto representativa de preadipocitos aislados de tejido adiposo perigonadal de ratones WT y 

DBC1 KO luego 20 semanas bajo DW, que luego de cultivados son inducidos a diferenciarse en adipocitos; y gráfico 

de expresión de ARNm de marcadores de adipogenesis FABP4, CEBP-α y PPAR-γ. Se consideran diferencias 

estadísticamente significativas aquellas que presentan un valor de p < 0.05 y se indica con un asterisco (Adaptado 

de 312). 
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Figura 2.16. Fenotipo proinflamatorio en tejido adiposo de ratones DBC1 KO. A. Gráfico 

porcentaje de células β-Gal positivas en tejido adiposo inguinal de ratones WT y DBC1 KO luego 12 

semanas bajo DW. B. Expresión de ARNm de marcadores de senescencia p16Ink4a y p21 y marcadores 

de moléculas proinflamatorias MCP1, TNF-α y IL-6 en tejido adiposo inguinal de ratones WT y DBC1 

KO luego 12 semanas bajo DW. Se consideran diferencias estadísticamente significativas aquellas que 

presentan un valor de p < 0.05 y se indica con un asterisco (Adaptado de 313). 
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3. Objetivos 
 

3.1. Objetivo General 
Comprender los mecanismos celulares y moleculares que subyacen el vínculo  entre la 

obesidad y las patologías típicamente asociadas a esta. Establecer el rol de la proteína 

DBC1 en dichos mecanismos y evaluar su potencial como blanco terapéutico. 

 

3.2. Objetivo Específico 
1. Establecer el rol de la proteína DBC1 en el desarrollo del fenotipo proinflamatorio 

observado en la obesidad e identificar los estímulos fisiológicos que se encuentren 

modulándolo.  
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4. Materiales y métodos 
 

4.1. Experimentación con cultivos celulares 

4.1.1. Crecimiento y mantenimiento de células 
El crecimiento y mantenimiento de células fue llevado a cabo en condiciones estándar, en 

cámara húmeda a 37°C y CO2  al 5%. A menos de ser especificado de otra manera, el medio 

de cultivo utilizado es Dulbecco´s Modified Eagle Medium con glucosa 4.5 g/L (DMEM –

Thermo Fisher Scientific, Nro. Catálogo 61965026), suplementado con suero fetal bovino al 

10% (Fetal Bovine Serum, FBS –Thermo Fisher Scientific, Nro. Catálogo 16000044), 

Glutamina 2 mM (Thermo Fisher Scientific, Nro. Catálogo 25030081), HEPES 10 mM 

(Thermo Fisher Scientific, Nro. Catálogo 15630080), Penicilina 10000 U/mL y Estreptomicina 

10000 μg/mL (Thermo Fisher Scientific, Nro. Catálogo 15140122); y los lavados se realizan 

con Phosphate-Buffered Saline (PBS – Thermo Fisher Scientific, Nro. Catálogo 14190094).  

 

La obtención de Fibroblastos Embrionarios de Ratón (Mouse Embryonic Fibroblasts, 

MEFs) fue llevada a cabo según lo descrito en la literatura (318) y bajo el Protocolo Nro. 014-

14 aprobado por la Comisión de Ética en el Uso de Animales del Institut Pasteur Montevideo. 

Brevemente, hembras C57BL/6 wild type (WT) y DBC1 knock out (KO) con 14 días de 

preñez son anestesiadas mediante inyección intraperitoneal de ketamina-xilacina (120 y 16 

mg/kg, respectivamente) y eutanasiadas mediante dislocación cervical. Utilizando material 

quirúrgico estéril se procede a realizar una incisión longitudinal en el abdomen para dejar 

expuesta la cavidad peritoneal. Se procede entonces a seccionar y extraer el útero, que es 

entonces transferido a un tubo Falcon de polietileno de 50 mL estéril conteniendo PBS. A 

partir de este momento, se procede a trabajar en Cámara de Flujo Laminar para mantener 

las condiciones de esterilidad. El útero es transferido a una placa de cultivo conteniendo 

PBS, donde se lleva a cabo la disección de la pared uterina y extracción de los embriones 

individuales, y luego la disección de cada saco vitelino y extracción de los fetos individuales. 

Los fetos son transferidos a una nueva placa de cultivo conteniendo PBS, donde se lleva a 

cabo la disección y extracción de la cabeza, corazón e hígado. El resto de cada feto es 

lavado con abundante PBS para remover la sangre remanente y luego transferido a una 

nueva placa de cultivo conteniendo Tripsina-EDTA 0.25% (Thermo Fisher Scientific, Nro. 

Catálogo 25200056), donde se lleva a cabo su corte en trozos pequeños. La suspensión es 
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transferida a tubos Falcon de polietileno de 15 mL estéril conteniendo Tripsina-EDTA 0.25% 

fría a razón de 3 mL por feto, y se incuban durante toda la noche a 4°C. A la mañana 

siguiente, se conserva el tejido acumulado en el fondo del tubo y parte de la solución de 

Tripsina-EDTA 0.25%, y se incuba durante 30 minutos a 37°C. Posteriormente se añade 

medio de cultivo y se procede a disgregar mecánicamente las células mediante el uso de 

micropipeta hasta lograr una suspensión homogénea. Dicha suspensión es entonces 

transferida a placas de cultivo y el crecimiento y mantenimiento de las células es llevado a 

cabo en condiciones estándar.  

 

La obtención de Macrófagos Derivados de Médula Ósea (Bone Marrow Derived 

Macrophages, BMDM) fue llevada a cabo según lo descrito en la literatura (319) y bajo el 

Protocolo Nro. 012-14, aprobado por la Comisión de Ética en el Uso de Animales del Institut 

Pasteur Montevideo. Brevemente, ratones C57BL/6 WT y DBC1 KO son anestesiados 

mediante inyección intraperitoneal de ketamina-xilacina (120 y 16 mg/kg, respectivamente) y 

eutanasiados mediante dislocación cervical. Utilizando material quirúrgico estéril se procede 

a realizar una incisión transversal en el abdomen y a remover la piel de las extremidades, 

para su posterior disección y extracción. Las extremidades son transferidas a tubo Falcon de 

polietileno de 50 mL estéril conteniendo PBS. A partir de este momento, se procede a 

trabajar en Cámara de Flujo Laminar para mantener las condiciones de esterilidad. Se 

procede a remover completamente el tejido muscular circundante y a desgarrar las 

articulaciones para conservar húmero, tibia y peroné de forma individual. Los mismos son 

transferidos a una placa de cultivo conteniendo medio de cultivo, donde son cortados en 

ambos extremos, para dejar expuesta la médula ósea. Utilizando una jeringa 25G estéril, se 

procede a inyectar medio de cultivo en uno de los extremos abiertos, para que el contenido 

de medular salga expulsado a través del otro extremo abierto. Posteriormente, se procede a 

disgregar mecánicamente el contenido medular mediante el uso de la jeringa hasta lograr 

una suspensión homogénea. Dicha suspensión es entonces transferida a placas de cultivo y 

el crecimiento y mantenimiento de las células es llevado a cabo en condiciones estándar. A 

destacar, el medio de cultivo utilizado en este caso es DMEM con glucosa 4.5 g/L, 

suplementado con medio condicionado de células L929 al 30%, FBS al 20%, Glutamina 2 

mM, HEPES 10 mM, Penicilina 10000 U/mL y Estreptomicina 10000 μg/mL.  

 

El crecimiento y mantenimiento de las líneas celulares 3T3-L1 (ATCC, Nro. Catálogo. CL-

173), HEPG2 (ATCC, Nro. Catálogo HB-8065) e IMR-90 (ATCC, Nro. Catálogo CCL-186) 

fue llevado a cabo en condiciones estándar.  
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4.1.2. Tratamientos farmacológicos 
El si lenciamiento transitorio de proteínas fue llevado a cabo en células MEF, BMDM y 

3T3-L1 crecidas y mantenidas en condiciones estándar. Brevemente, una vez que las células 

alcanzan una confluencia de 70-80%, el medio de cultivo es remplazado por medio de cultivo 

sin antibióticos. Se prepara una mezcla de Lipofectamine RNAiMax (Thermo Fisher 

Scientific, Nro. Catálogo 13778075) y el ARN pequeño de interferencia (small interfering 

RNA, siRNA) a utilizar, en medio Opti-MEM (Thermo Fisher Scientific, Nro. Catálogo 

51985034). Dicha mezcla es añadida al medio de cultivo por goteo y se procede a incubar 

las células durante 6-24 horas en condiciones estándar. Posteriormente el medio de cultivo 

conteniendo la mezcla es reemplazado por medio de cultivo fresco con antibióticos y se 

procede a incubar las células durante 48-72 horas en condiciones estándar, para lograr el 

silenciamiento óptimo de la proteína de interés. Finalmente, se procede a colectar las células 

para su posterior procesamiento y análisis mediante Western blot (véase sección 4.3.1 

Western blot).  Los siRNA utilizados fueron siRNA Control Negativo (Thermo Fisher 

Scientific, Nro. Catálogo 4390846), siRNA DBC1 (Thermo Fisher Scientific, Oligo ID 

MSS211964), siRNA SIRT1 (Thermo Fisher Scientific, Oligo ID MSS234959), y siRNA FSTL1 

(Thermo Fisher Scientific, Oligo ID MSS204432). Todos los siRNA fueron utilizados en 

concentración 30 nM respecto al volumen de medio de cultivo. 

 

Los tratamientos con Insulina (Merck, Nro. Catálogo 91077C), Factor de Crecimiento 

Semejante a la Insulina 1 (Insulin Growth Factor 1, IGF1 –Merck, Nro. Catálogo I3769 y 

I8779), Factor de Necrosis Tumoral alfa (Tumor Necrosis Factor alpha, TNF-α –Merck, 

Nro. Catálogo T0157 y T7539) y Lipopolisacárido (LPS –Merck, Nro. Catálogo L4391), 

fueron llevados a cabo en células 3T3-L1 y HEPG2 crecidas y mantenidas en condiciones 

estándar. Brevemente, una vez que las células alcanzan una confluencia de 50-60%, el 

medio de cultivo es reemplazado por medio de cultivo con FBS al 1% y se procede a incubar 

las células durante 24 horas en condiciones estándar. Posteriormente, se procede a añadir el 

estímulo correspondiente por goteo y a incubar las células durante 24 horas en condiciones 

estándar. Finalmente, se procede a colectar las células para su posterior procesamiento y 

análisis mediante Western blot. Las concentraciones utilizadas fueron 0, 100, 300, 500, 700 y 

1000 ng/mL para los estímulos de Insulina e IGF1; y 0, 10, 30, 50, 70 y 100 ng/mL para los 

estímulos de TNF-α y LPS. 
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4.1.3. Inducción de arresto celular 
La inducción de arresto celular mediante inhibición por contacto fue llevada a 

cabo en células 3T3-L1, HEPG2 e IMR-90 crecidas y mantenidas en condiciones estándar. 

Una vez que las células alcanzan una confluencia del 100%, el medio de cultivo es 

reemplazado por fresco y se procede a incubar las células en condiciones estándar, sin 

reposición de medio. Se procede a colectar las células 1-9 días después de alcanzar el 100% 

de confluencia, según lo indicado en cada experimento, para su posterior procesamiento y 

análisis mediante Western blot. El reingreso al ciclo celular se lleva a cabo mediante la 

recuperación de las células con Tripsina-EDTA 0.25%, su re-plaqueo en dilución 1:2 en una 

nueva placa de cultivo, y su incubación durante 24-48 horas en condiciones estándar. 

Finalmente, se procede a colectar las células para su posterior procesamiento y análisis 

mediante Western blot.  

 

La inducción de arresto celular mediante privación de suero fue llevada a cabo en 

células IMR-90 crecidas y mantenidas en condiciones estándar. Una vez que las células 

alcanzan una confluencia del 50-60%, el medio de cultivo es reemplazado por medio de 

cultivo con FBS al 0.2% y se procede a incubar las células durante 24 horas en condiciones 

estándar, sin reposición de medio. Finalmente, se procede a colectar las células para su 

posterior procesamiento y análisis mediante Western blot. El reingreso al ciclo celular se 

lleva a cabo mediante el reemplazo del medio de cultivo por medio de cultivo con FBS al 

10% y la incubación de las células durante 24-48 horas en condiciones estándar. Finalmente, 

se procede a colectar las células para su posterior procesamiento y análisis mediante 

Western blot. 

 

La inducción de arresto celular mediante senescencia fue llevada a cabo en células 

IMR-90 según lo descrito en la literatura (320, 321). Brevemente, células IMR-90 de bajo 

pasaje (Population Doubling Level, PDL entre 25-36) son cultivadas en condiciones estándar. 

24-48 horas luego de ser plaqueadas, las células son transducidas con lentivirus conteniendo 

un plásmido de expresión para H-RAS G12V –sustitución de la glicina 12 por una valina– y 

resistencia a Puromicina, para la posterior selección de las células infectadas. Dos semanas 

después de la transducción, las células presentan un fenotipo senescente y se procede a 

colectarlas para su posterior procesamiento y análisis mediante Western blot. 
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4.2. Experimentación con tejidos  

4.2.1 Tejidos derivados de ratón 
Los ratones utilizados fueron criados y alojados en el Bioterio libre de patógenos específicos 

(Specific Pathogen Free, SPF) de la Unidad de Animales Transgénicos y de Experimentación 

del Institut Pasteur Montevideo. Todos los procedimientos se llevaron a cabo bajo protocolos 

aprobados por la Comisión de Ética en el Uso de Animales del Institut Pasteur Montevideo y 

cumplen con las normativas locales e internacionales respecto a la experimentación animal. 

Se utilizaron ratones C57BL/6 WT y DBC1 KO, machos y hembras, de edad comprendida en 

el rango de 1 semana a 2 años, mantenidos bajo dieta normal (ración ad líbitum –LabDiet, 

Nro. Catálogo 5K67; agua ad líbitum) bajo el Protocolo Nro. 014-14 aprobado por la 

Comisión de Ética en el Uso de Animales del Institut Pasteur Montevideo, según se 

especifica en cada experimento.  

 

4.2.1.1. Tejido hepático 

La disección de hígado fue llevado a cabo bajo el protocolo Nro. 014-14 aprobado por la 

Comisión de Ética en el Uso de Animales del Institut Pasteur Montevideo. Brevemente, los 

ratones son anestesiados mediante inyección intraperitoneal de ketamina-xilacina (120 y 16 

mg/kg, respectivamente) y eutanasiados mediante dislocación cervical o exanguinación, en 

caso de requerirse una muestra significativa de sangre. Utilizando material quirúrgico estéril 

se procede a realizar una incisión longitudinal en el abdomen, hasta la altura del el apófisis 

xifoides, para dejar expuesta la cavidad peritoneal y el hígado con sus cuatro lóbulos, o sus 

dos lóbulos remanentes, en caso de haberse practicado hepatectomía parcial. Se procede 

entonces a seccionar y extraer dichos lóbulos para su posterior procesamiento y análisis 

mediante Western blot.  

 

La hepatectomía parcial de hígado fue llevada a cabo según lo descrito en la literatura 

(322) y bajo el Protocolo Nro. 09-16 aprobado por la Comisión de Ética en el Uso de 

Animales del Institut Pasteur Montevideo. Brevemente, ratones C57BL/6 WT o DBC1 KO 

mantenidos en dieta normal son anestesiados de forma transitoria; específicamente, el ratón 

es colocado en cámara de anestesia inhalatoria con flujo de oxígeno de 1 L/min e isoflurano 

al 3% durante 2 minutos. Una vez alcanzada el plano anestésico profundo, este se preserva 

durante todo el transcurso de la cirugía mediante el uso de un cono nasal con flujo de 
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oxígeno de 0.5 L/min e isoflurano al 1.5 - 2.5%. Utilizando material quirúrgico estéril se 

procede a realizar una incisión longitudinal en el abdomen, hasta la altura del el apófisis 

xifoides, para dejar expuesta la cavidad peritoneal y el hígado con sus cuatro lóbulos, a 

saber, lóbulo derecho, lóbulo medio, lóbulo izquierdo y lóbulo caudal. Primeramente, se 

procede a seccionar el ligamento que conecta el lóbulo medio con la vena cava y la 

membrana que une el lóbulo caudal y el lóbulo izquierdo. Posteriormente, se procede a 

desplegar el hígado de modo tal que el lóbulo medio e izquierdo permanezcan retirados 

hacia el diafragma. Utilizando hilo de sutura de seda 4/0 se realiza un lazo alrededor de la 

base del lóbulo medio y otro alrededor de la base del lóbulo izquierdo. Segundos después, la 

interrupción del flujo sanguíneo hacia los mencionados lóbulos se reflejará en su cambio de 

coloración. Se procede entonces a seccionar ambos lóbulos justo por debajo de los lazos y 

luego a cerrar el peritoneo mediante hilo de sutura de seda 5/0 y la piel mediante clips 

quirúrgicos.  Los ratones control (no hepatectomizados) comparten género y edad de los 

hepatectomizados y son sometidos al mismo procedimiento pero solo hasta la incisión 

longitudinal en el abdomen. Una vez realizada esta, se procede a cerrar el peritoneo 

mediante hilo de sutura de seda 5/0 y la piel mediante clips quirúrgicos. La disección de 

hígado se lleva cabo a las 24, 36, 48, 72 horas o 1 semana post cirugía, según lo 

especificado en cada experimento.  

 

4.2.1.2. Tejido adiposo 

La disección de tejido adiposo fue llevado a cabo según lo descrito en la literatura (323) y 

bajo el Protocolo Nro. 014-14. aprobado por la Comisión de Ética en el Uso de Animales del 

Institut Pasteur Montevideo. Brevemente, ratones C57BL/6 WT y DBC1 KO son anestesiados 

mediante inyección intraperitoneal de ketamina-xilacina (120 y 16 mg/kg, respectivamente) y 

eutanasiados mediante dislocación cervical. Utilizando material quirúrgico estéril se procede 

a realizar una incisión longitudinal en el abdomen para dejar expuesta la cavidad peritoneal. 

Se procede entonces a seccionar y extraer el tejido adiposo visceral para su posterior 

procesamiento y análisis mediante Western blot. 
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4.2.2. Tejidos derivados de humano 
Se utilizó tejido adiposo visceral y subcutáneo de dos cohortes diferentes. La primer cohorte 

son mujeres y hombres obesos con Diabetes Tipo 2 (BMI > 30 kg/m2, n = 10, Rango etario: 

26-48 años, Media etaria: 37.2 años), gentileza del Dr. Steen Bønløkke Pedersen, del 

Departamento de Endocrinología y Metabolismo de la Universidad de Aarhus, Dinamarca. La 

segunda cohorte son mujeres obesas (BMI > 30 kg/m2) con Diabetes Tipo 2 (n = 6, Rango 

etario: 29-57 años, Media etaria: 45.5 años) y metabólicamente saludables (n = 6, Rango 

etario: 38-59 años, Media etaria: 47.2 años), gentileza del Dr. José Manuel Fernández-Real, 

del Departamento de Diabetes, Endocrinología y Nutrición del Hospital de Girona 'Dr. Josep 

Trueta', Barcelona, España.  

 

4.3. Técnicas analíticas 

4.3.1. Western blot 

4.3.1.1. Procesamiento de muestras  

Todas las muestras generadas para el análisis mediante Western blot fueron procesadas de 

modo similar. El buffer de lisis utilizado consta de buffer NTEN (Tris-HCl pH 7.4 20 mM, NaCl 

100 mM, EDTA 1 mM, IGEPAL al 0.5% –Merk, Nros. Catálogo T1503, S3014, E6758, I8896, 

respectivamente) suplementado con NaF 5 mM (Merk, Nro. Catálogo S6776), Nicotinamida 5 

mM (Merk, Nro. Catálogo N0632), β-glicerofosfato 50 mM (Merk, Nro. Catálogo G9422) y 

cocktail de inhibidor de proteasas a 1.4 mg/mL (Merk, Nro. Catálogo S8830). A continuación 

se detalla el tipo de procesamiento según el tipo de muestra. 

 

Respecto a las muestras de derivadas de cult ivos celulares, una vez finalizado el 

experimento se retira el medio de cultivo y se lo remplaza por PBS en volumen suficiente 

para remover detritos u otros componentes presentes. Posteriormente, las células son 

cubiertas con 1 mL de PBS y colectadas raspando el fondo de la placa utilizando un scraper. 

Las mismas son transferidas a tubo Eppendorf de 1.5 mL y centrifugadas durante 1 min a 

800 g a 4°C. El pellet de células obtenido es resuspendido en buffer de lisis (a razón  

volumen de pellet : volumen de buffer de lisis igual a 1:10). Se procede a incubar la 

suspensión durante 20-30 a 4°C en agitación constante, para luego centrifugar durante 10 

minutos a 10000 g a 4°C. Finalmente, se conserva el sobrenadante, correspondiente a la 

fracción de proteínas solubles, para la posterior preparación de muestra. 
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Respecto a las muestras derivadas de tej idos, una vez realizada su disección, se 

transfieren 100 mg (en caso de tejido hepático) o 200 mg (en caso de tejido adiposo) a tubo 

Eppendorf de 1.5 mL y se lleva a cabo su corte en trozos pequeños. Posteriormente, se 

añaden beads de óxido de zirconio de 0.5 mm (a razón de volumen de tejido : volumen de 

beads igual a 1:1) y buffer de lisis (a razón de volumen de tejido : volumen de buffer de lisis 

igual a 1:2). Se coloca el tubo Eppendorf en el homogeneizador Bullet Blender (Next 

Advance, Nro. Serie BBY24M) y se establecen los parámetros de velocidad (Nro. 8 en caso 

de tejido hepático y Nro. 10 en caso de tejido adiposo) y de tiempo en (Nro. 3 en caso de 

tejido hepático y tejido adiposo). Finalizado el procedimiento, se procede a incubar el 

homogenado durante 20-30 a 4°C en agitación constante, para luego centrifugar durante 10 

minutos a 10000 g a 4°C. Finalmente, se conserva el sobrenadante, correspondiente a la 

fracción de proteínas solubles, para la posterior preparación de muestra. En el caso del tejido 

adiposo, el sobrenadante debe ser succionado mediante jeringa 25G para evitar la 

contaminación de la fracción de proteínas solubles con la grasa presente en la muestra.  

 

4.3.1.2. Preparación de muestras 

Una vez obtenida la fracción proteica de las muestras de cada experimento, se procede con 

la cuantificación de proteínas mediante reacción de Bradford (AppliChem, Nro. Catálogo 

A6932). Una vez realizada la cuantificación de proteínas, las muestras son resuspendidas en 

buffer Laemmli 5x (Tris-HCl pH 6.8 1M, SDS al 10%, Glicerol al 25%,  β-mercaptoetanol al 

25%, Azul de bromofenol al 0.005% –Merk, Nros. Catálogo T1503, L3771, G5516, M3148, 

114391, respectivamente). Finalmente, las muestras son calentadas durante 1 min a 100 °C. 

 

4.3.1.3. SDS-PAGE y Western blot  

Una vez preparadas las muestras, se procede con la electroforesis en gel desnaturalizante 

de poliacrilamida (Sodium Dodecyl Sulfate - Polyacrylamide Gel Electrophoresis, SDS-

PAGE). Los geles utilizados presentan un porcentaje de entrecruzamiento de 5% para 

porción concentradora y de entre 8.5-15% para la porción resolutiva, determinado según el 

peso molecular de las proteínas a analizar. La corrida se lleva a cabo en buffer de corrida 

TGS (Tris Base 33.3 g, Glicina 144 g, SDS 10 g, agua miliQ para volumen final de 1L  –Merk, 

Nros. Catálogo T1503, G8898, L3771, respectivamente), con amperaje constante de 30 mA 

por gel. Una vez finalizada la corrida, se procede con la transferencia de proteínas a una 

membrana de polifluoruro de vinilideno (Polyvinylidene fluoride, PVDF), en buffer de 
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transferencia (buffer de corrida TGS suplementado con 20% etanol), con amperaje constante 

de 400 mA durante 45-75 minutos, determinado según el peso molecular de las proteínas a 

analizar. Posteriormente, se procede con el bloqueo de la membrana mediante incubación en 

buffer de bloqueo (TBS-T, Tris-HCl pH 8 50 mM, NaCl 150 mM, Tween-20 al 0.5% –Merk, 

Nros. Catálogo T1503, S3014, P1379, respectivamente, suplementado con leche 

descremada al 5%) durante 1 hora a temperatura ambiente. Se realizan 3 lavados de 5 min 

con TBS-T, y se procede a incubar la membrana en solución de anticuerpo primario (TBS-T 

suplementado con albúmina de suero bovino al 2%, azida de sodio al 0.01% y anticuerpo 

primario correspondiente en concentración recomendada por fabricante) durante toda la 

noche a 4°C en agitación constante. Se realizan 3 lavados de 5 min con TBS-T, y se procede 

a incubar la membrana en solución de anticuerpo secundario (TBS-T suplementado con 

anticuerpo secundario correspondiente en concentración recomendada por fabricante) 

durante 1 hora a temperatura ambiente en agitación constante. Se realizan 3 lavados de 5 

min con TBS-T, y se procede con el revelado por quimioluminiscencia utilizando SuperSignal 

West Pico Chemiluminescent Kit (Pierce, Nro. Catálogo 34080). En caso de querer evaluar la 

presencia de otra proteína en una membrana ya utilizada, se procede con el protocolo de 

stripping de membrana: la membrana se incuba en solución de Guanidina 7M durante 15 

minutos a temperatura ambiente en agitación constante. Posteriormente, se lava con 

abundante agua miliQ y se continúa con el protocolo recién descrito desde el paso de 

bloqueo de la membrana. 

  

Los anticuerpos primarios utilizados fueron anti-DBC1 C-terminal y N-terminal (Bethyl, Nros. 

Catálogo A300-434 y A300-432, respectivamente), anti-p65/RelA (Cell Signalling, Nro. 

Catálogo 8242), anti-p27 Kip1 (Cell Signalling, Nro. Catálogo 3688), anti-Ciclina D1 (Abcam, 

Nro. Catálogo ab137875), anti Ciclina E1 (Abcam, Nro. Catálogo ab52189), anti-β actina 

(Merk, Nro. Catálogo A5441), y anti-GAPDH (Abcam Nro. Catálogo ab9485).  Los 

anticuerpos secundarios utilizados son todos IgG conjugados a Peroxidasa de rábano 

(Horseradish peroxidase, HRP); específicamente, anti IgG de conejo, de ratón y de cabra 

(Merk, Nros. Catálogo A0545, A9044 y A8919, respectivamente). los resultados son 

cuantificados mediante densitometría con el software ImageJ (Rasband, W.S., Bethesda, 

Maryland, Estados Unidos). 
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4.3.3. Parámetros metabólicos 

4.3.3.1. Glicemia  

Ratones C57BL/6 WT y DBC1 KO son sometidos a punción de la vena lateral de la cola, 

para extracción de volumen de sangre suficiente para evaluar glicemia mediante glucómetro 

(Accu-Chek Active, Roche).  

 

4.3.3.2. Enzimas hepáticas 

La actividad de las enzimas hepáticas glutamato-piruvato transaminasa (GPT)  y glutamato-

oxalacetato transaminasa (GOT) es cuantificada mediante los kits GPT IFCC mod. liquiUV y 

GOT IFCC mod. liquiUV (Human Diagnostics Worldwide, Nro. Catálogos 12012 y 12011, 

respectivamente). En ambos casos, se lleva a cabo el mismo protocolo. Brevemente, la 

sangre extraída de ratones C57BL/6 WT y DBC1 KO se transfiere a tubo Eppendorf de 1.5 

mL conteniendo heparina para evitar coagulación. Se centrifuga durante 15 minutos a 1000 g 

a 4°C y se conserva el sobrenadante, correspondiente a la fracción plasmática. Por otro lado, 

se prepara una mezcla de solución de sustrato (2-oxoglutarato 90 mmol/L, NADH 0.9 mmol/L 

para GTP y 2-oxoglutarato 60 mmol/L, NADH 0.9 mmol/L para GOT) y solución enzimática 

(Tris-HCl pH 7.5 150 mmol/L, L-alanina 750 mmol/L, LDH ≥ 1.2 kU/I para GPT y Tris-HCl pH 

7.9 100 mmol/L, L-aspartato 300 mmol/L, MDH ≥ 0.6 kU/I para GOT), y se la calienta a 37°C. 

Se coloca en una cubeta 10 μL de plasma y 100 μL de la mezcla mencionada. Finalmente, 

se procede a medir la absorbancia a 340 nm 1, 2, 3 y 4 minutos después. Los datos de 

ΔAbsorbancia/min son entonces transformados a datos de U/I a partir de datos de referencia.  

 

4.4. Análisis estadístico 
Las gráficas y el análisis estadístico son realizadas con el software GraphPad Prism 6.0 (La 

Jolla, California, EEUU). Las condiciones experimentales cuantificadas comprenden un n ≥ 3, 

según lo especificado en cada experimento. Las gráficas exhiben los valores de media ± 

error estándar de la media (EEM). La significancia estadística es analizada mediante test T 

de Student de variables no pareadas. Se consideran diferencias estadísticamente 

significativas aquellas que presentan un valor de p < 0.05, y se indica con un asterisco. 
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5. Resultados y discusión 
 

Como se mencionó anteriormente, cuando ratones DBC1 KO son sometidos a una dieta 

hipercalórica, desarrollan una obesidad más pronunciada que sus contrapartidas WT. Sin 

embargo, a pesar de ser más obesos, presentan un fenotipo metabólico más saludable, y 

particularmente menos proinflamatorio (312, 313). Las bases que subyacen dicho fenómeno 

aún no han sido elucidadas, pero la evidencia apunta hacia DBC1 y un rol regulador sobre la 

vía clásica de NFκB, clave en el desarrollo del fenotipo proinflamatorio observado en la 

obesidad (324). NFκB es una familia de factores de transcripción y en mamíferos incluyen a 

p65/RelA, RelB, c-Rel, p50/p105 y p52/p100. Estos funcionan en forma de homo u 

heterdímeros regulando la expresión de genes que incluyen elementos κB en sus promotores 

o secuencias reguladoras, y por ende, participando en una vasta cantidad de procesos 

celulares que incluyen las respuestas inflamatorias, las respuestas de estrés y el control del 

ciclo celular. La vía clásica de NFκB involucra al heterodimero p65/RelA-p50, que 

normalmente se encuentra secuestrado en el citoplasma mediante su unión a  IκBα, uno de 

los miembros de la familia de inhibidores κB. No obstante, ante la activación de los 

receptores TLR, los receptores de citoquinas proinflamatorias, entre otros, el complejo de 

quinasas llamado IKK es activado; la subunidad IKKβ  de este complejo cataliza la 

fosforilación de  las serinas 32 y 36 de IκBα; este entonces es ubiquitinado y posteriormente 

degradado mediante el proteasoma 26S. Dicha degradación libera al heterodímero p65/RelA-

p50, que entonces se transloca al núcleo y lleva a cabo su actividad transcripcional (267). La 

Figura 5.1. muestra un esquema de la vía clásica de NFκB 

 

 
Figura 5.1. Esquema de la vía clásica de NFκB. 
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Por un lado, se ha descrito que DBC1 interactúa con la fracción nuclear de la quinasa IKKβ y 

promueve su actividad catalítica. La fracción nuclear de la quinasa IKKβ ha mostrado 

fosforilar la serina 536 de la subunidad de p65/RelA, lo cual conlleva a un aumento en su 

actividad a nivel transcripcional (264, 268). De esta manera, al promover la actividad de 

IKKβ, DBC1 se encuentra promoviendo la activación de la vía clásica de NFκB. Por otro lado, 

se ha descrito que DBC1 interactúa con las desacetilasas HDAC3 y SIRT1, y reprime su 

actividad catalítica (221, 222). HDAC3 y SIRT1 ha mostrado desacetilar diversas lisinas de 

p65/RelA; específicamente, la desacetilación de las lisinas 218 y 221 por HDAC3 promueve 

la unión de p65/RelA a la fracción nuclear del factor IκBα y su re-translocación al citoplasma; 

mientras que la desacetilación de la lisina 310 por HDAC3 o SIRT1 inhibe la unión de 

p65/RelA a sus sitios blanco en el ADN. En ambos casos, el efecto de estas desacetilasas 

sobre p65/RelA es una disminución en su actividad a nivel transcripcional (291, 325). De esta 

manera, al reprimir la actividad de HDAC3 y SIRT1, DBC1 también se encuentra 

promoviendo la activación de la vía clásica de NFκB. Curiosamente, las tres interacciones 

mediante las cuales DBC1 estaría promoviendo la activación de la vía clásica de NFκB 

involucran cambios post-traduccionales en p65/RelA. Siendo así, surge la interrogante de si 

DBC1 se encuentra regulando la actividad de dicho factor de alguna otra manera. 

Efectivamente, encontramos que tanto la expresión como la modificación post-traduccional 

de DBC1 regulan la expresión de p65/RelA. A continuación se desarrolla la evidencia que 

soporta tal apreciación.  

 

La expresión de DBC1 regula la expresión de p65/RelA  

En concordancia con el fenotipo menos proinflamatorio observado in vivo (312, 313), 

encontramos que tanto macrófagos (BMDM) como fibroblastos (MEF) derivados de ratones 

DBC1 KO presentan menor expresión de p65/RelA que sus contrapartidas WT (Figura 5.2 

A). Además, encontramos que tanto preadipocitos (3T3-L1) como hepatocitos (HEPG2) a los 

cuales se le induce la menor expresión de DBC1 mediante silenciamiento transitorio, 

presentan menor expresión de p65/RelA que sus contrapartidas control, lo cual demuestra 

una relación de causalidad entre uno y otro fenómeno (Figura 5.2. B). A destacar, pudimos 

comprobar que tanto en las células derivadas de ratones DBC1 KO como en aquellas a las 

cuales se le induce menor expresión de DBC1, la menor expresión de p65/RelA observada 

se corresponden con un menor expresión de su ARNm (Figura 5.2., gráficos).  
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Figura 5.2. Expresión de p65/RelA según expresión de DBC1. Se evalúan los niveles de ARNm y proteína de 

p65/RelA en condiciones donde la expresión de DBC1 es nula o disminuida. A. Células BMDM y MEF derivados de 

ratones WT y DBC1 KO. B. Células 3T3-L1 y HEPG2, en condiciones control y sometidas a silenciamiento 

transitorio de DBC1 mediante siRNA. La detección de DBC1 fue en todos los casos mediante anticuerpo que 

reconoce el extremo C-terminal de la proteína (residuos 875-923). 

 

Los resultados recién mostrados señalan que la expresión de DBC1 regula positivamente los 

niveles de ARNm y proteína de p65/RelA, y sugieren una nueva vía mediante la cual DBC1 

podría estar participando en el desarrollo del fenotipo proinflamatorio observado en la 

obesidad. Siendo así, decidimos evaluar diferentes estímulos fisiológicos típicamente 

alterados en la obesidad que pudiesen estar aumentando la expresión de DBC1, y por ende, 

la expresión de p65/RelA. Específicamente, evaluamos el efecto de insulina, IGF-1, TNF-α y 

LPS sobre la expresión de DBC1 y p65/RelA en células 3T3-L1 y HEPG2. Ninguno de los 

estímulos mencionados arrojó resultados claros, pero sí algunas observaciones: 1. La 

presencia constante de dos isoformas de DBC1 –una con el peso molecular esperado y otra 

de menor peso molecular–; 2. La aparente relación entre la expresión de la isoforma del peso 

molecular esperado de DBC1 y la expresión de p65/RelA en células 3T3-L1. 3. La aparente 

inmutabilidad de la expresión de una u otra isoforma de DBC1 y la expresión de p65/RelA en 

células HEPG2 (Figura 5.3).  
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Figura 5.3. Expresión de DBC1 y p65/RelA ante estímulos típicamente alterados en la obesidad en células 

3T3-L1 y HEPG2. Se evalúa la expresión de DBC1 y p65/RelA en células 3T3-L1 y HEPG2 en ante diferentes 

estímulos fisiológicos típicamente alterados en la obesidad, insulina, IGF-1, TNF-α y LPS. Los tratamientos con 

insulina e IGF-1 son en concentraciones de 0, 100, 300, 500, 700, y 1000 ng/L. Los tratamientos con TNF-α y LPS 

son en concentraciones de 0, 10, 30, 50, 70, y 100 ng/L. Se observa la presencia de dos isoformas de DBC1: una 

con el peso molecular esperado (banda superior) y otra de menor peso molecular (banda inferior). A. Células 3T3-

L1. B. Células HEPG2. La detección de DBC1 fue en todos los casos mediante anticuerpo que reconoce el extremo 

C-terminal de la proteína (residuos 875-923). 
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Tres estudios independientes han reportado la presencia de dos isoformas de DBC1 similar a 

lo observado en los experimentos recién mencionados (209, 305, 306). No obstante, las 

condiciones evaluadas en cada estudio son diferentes y no queda claro si realmente se trata 

del mismo fenómeno. El primero de estos estudios reporta la aparición de una isoforma de 

menor peso molecular frente a estímulos pro-apoptóticos, y se propone que sería generada 

mediante un mecanismo dependiente de caspasas que estaría removiendo una porción del 

extremo N-terminal de la proteína. Se plantea que la porción removida podría incluir la señal 

de localización nuclear y, en concordancia con ello, se muestra que mientras la isoforma 

completa presenta una localización principalmente nuclear, la isoforma de menor peso 

molecular presenta una localización principalmente citoplasmática (209). El segundo de 

estos estudios reporta la aparición de una isoforma de menor peso molecular frente a un 

estímulo proinflamatorio, y se propone que sería generada mediante un mecanismo 

dependiente de caspasas, pero también del proteasoma. Los autores hacen referencia a la 

hipótesis sugerida en el primer estudio respecto a la remoción de la señal de localización 

nuclear y, en concordancia con ello, muestran que mientras la isoforma completa presenta 

una localización principalmente nuclear, la isoforma de menor peso molecular presenta una 

localización principalmente citoplasmática (306). El último de estos estudios reporta la 

aparición de una isoforma de menor peso molecular en condiciones de arresto celular en G0 

y muestra que el patrón de isoformas observado difiere en células normales respecto a 

células cancerosas (305). 

 

La evidencia generada en los estudios mencionados nos detuvieron a reflexionar sobre los 

resultados obtenidos en los experimentos con insulina, IGF-1, TNF-α y LPS (Figura 5.3). Por 

una lado, estos experimentos requieren que durante las 24 horas previas al estímulo y 

durante las 24 horas del estímulo, las células sean mantenidas en condiciones de privación 

de suero, para evitar que los componentes del mismo –entre los que se incluyen la propia 

insulina y diversas citoquinas– interfieran con los estímulos a evaluar. A destacar, dicha 

privación de suero durante 48 horas podría estar induciendo el arresto celular en G0 de las 

células (326). Si la isoforma de menor peso molecular es generada en condiciones de arresto 

celular en G0 como habría sido planteado (305), las propias condiciones de los experimentos 

estarían explicando la presencia constante de las dos isoformas, independientemente del 

estímulo evaluado (Figura 5.3.). Por otro lado, gran cantidad de las proteínas que interactúan 

con DBC1 presentan localización exclusivamente nuclear, y tal interacción involucra el 

extremo N-terminal de DBC1. Si la isoforma de menor peso molecular carece de la señal de 

localización nuclear y otras regiones del extremo N-terminal como habría sido planteado 
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(209, 306), muchas de las interacciones descritas se verían impedidas, ya sea debido a la 

pérdida de co-localización subcelular o a la pérdida de dominios indispensables para la 

interacción. La actividad biológica de la isoforma de menor peso molecular podría entones 

presentar grandes diferencias respecto a la actividad biológica de la isoforma completa, lo 

cual podría estar explicando la aparente relación entre la expresión de la isoforma completa y 

no la de menor peso molecular con la expresión de p65/RelA (Figura 5.3. A). 

 

El arresto celular en G0 induce la aparición de la isoforma de menor peso 

molecular de DBC1, carente de una porción N-terminal de la proteína  

A partir de las reflexiones recién descritas, decidimos evaluar la presencia de las isoformas 

de DBC1 en fibroblastos derivados de ratones WT y DBC1 KO en estado proliferativo y de 

arresto celular en G0 inducido por privación de suero (326), y llevar a cabo la detección 

mediante un anticuerpo que reconociese el extremo C-terminal –residuos 875-923– o el 

extremo N-terminal –residuos 1-50– de la proteína. Encontramos que mientras en estado 

proliferativo predomina la isoforma completa, en estado de arresto celular en G0 también se 

detecta la isoforma de menor peso molecular. Aún más, la detección de la isoforma de menor 

peso molecular solo fue posible cuando utilizamos el anticuerpo que reconoce el extremo C-

terminal de la proteína (Figura 5.4. A, panel superior). Cuando utilizamos el anticuerpo que 

reconoce el extremo N-terminal de la proteína, solo fue posible observar la isoforma 

completa (Figura 5.4. B, panel superior). Los fibroblastos derivados de ratones DBC1 KO 

fueron indispensables para determinar cuáles de las señales detectadas correspondían 

realmente a la proteína DBC1 y cuáles eran inespecíficas. A destacar, no encontramos otras 

isoformas de DBC1 más allá de las recién mencionadas (Figura 5.4., paneles inferiores).  

 

En suma, estos resultados sugieren que en condiciones de arresto celular en G0 se genera 

una isoforma de menor peso molecular de DBC1 que carece de un porción del extremo N-

terminal de la proteína. Además, contamos con datos preliminares que muestran que lo 

anterior ocurre mediante un mecanismo dependiente de caspasas, pero también del 

proteasoma. Actualmente estamos llevando a cabo el estudio detallado de dicho mecanismo, 

incluyendo la identificación del sitio específico de corte y de las enzimas involucradas, así 

como de los posibles cambios a nivel de localización subcelular y el efecto sobre 

interacciones ya descritas. Lo anterior excede los objetivos de este trabajo y por tanto, no se 

muestran resultados de ello.  
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Figura 5.4. Detección de isoformas de DBC1. Se evalúa la presencia de las dos isoformas de DBC1 en MEF 

derivadas de ratones WT y DBC1 KO, en estado proliferativo (P) y de arresto celular en G0 inducido por privación de 

suero (recuperadas 48 h después de mantenimiento en FBS al 0.5%, G0). Las flechas negra y roja indican el peso 

molecular de la isoforma completa y de menor peso molecular, respectivamente. A. Detección mediante anticuerpo 

que reconoce el extremo C-terminal de la proteína (residuos 875-923, DBC1 C-term.) en la región de pesos 

moleculares esperados (panel superior) y mayor exposición en un rango de pesos moleculares mayor (panel 

inferior). B. Detección mediante anticuerpo que reconoce el extremo N-terminal de la proteína (residuos 1-50, DBC1 

N-term.) en la región de pesos moleculares esperados (panel superior) y mayor exposición en un rango de pesos 

moleculares mayor (panel inferior). 

 

El arresto celular en G0 induce la aparición de la isoforma de menor peso 

molecular de DBC1 y esto afecta la expresión de p65/RelA 

Habiendo confirmado que en condiciones de arresto celular en G0 se genera una isoforma de 

menor peso molecular que carece de una porción del extremo N-terminal de la proteína,  

decidimos evaluar si esto afectaba la expresión de p65/RelA. Siendo así, evaluamos la 

presencia de las isoformas de DBC1 y la expresión de p65/RelA en células 3T3-L1 en estado 

proliferativo y de arresto celular en G0 por privación de suero o inhibición por contacto (326, 
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327). Encontramos que mientras en estado proliferativo predomina la isoforma completa, en 

estado de arresto celular en G0 se detecta también la isoforma de menor peso molecular, lo 

cual además coincide con una menor expresión de p65/RelA (Figura 5.5. A). Esto recuerda a 

lo observado en las células derivadas de ratones DBC1 KO o aquellas con menor expresión 

de DBC1 debido a su silenciamiento transitorio (Figura 5.2. A y B), reforzando la idea de que 

la actividad biológica de la isoforma de menor peso molecular podría presentar grandes 

diferencias respecto a la actividad biológica de la isoforma completa.  

 

Por otro lado, si el arresto celular en G0 es el estímulo que induce la aparición de la isoforma 

de menor peso molecular, presumimos que las células HEPG2 no representarían el mejor 

modelo para su estudio. Estas son células tumorales cuyo ciclo celular se encuentra 

intrínsecamente alterado y no responde de forma “normal” a la inducción del arresto celular 

en G0 por privación de suero o por inhibición por contacto (328–330). En concordancia con lo 

anterior, cuando sometimos a estas células a  privación de suero o a “inhibición por 

contacto”, no encontramos mayores diferencias en la expresión de una u otra isoforma ni en 

la expresión de p65/RelA, respecto a lo observado en estado proliferativo (Figura 5.5. B).  

 

 

Figura 5.5. Expresión de DBC1 y p65/RelA ante arresto celular en células 3T3-L1. Se evalúa la presencia de las 

dos isoformas de DBC1 y la expresión de p65/RelA en células 3T3-L1 (A) y HEPG2 (B) en estado proliferativo (P) y 

de arresto celular en G0 inducido por privación de suero (recuperadas 24 h después de mantenimiento en FBS al 

1%, G0(PS)). o por inhibición por contacto (recuperadas 3, 5, 7 y 9 días después de haber alcanzado la máxima 

confluencia, G0 (IC)). La detección de DBC1 fue en todos los casos mediante anticuerpo que reconoce el extremo C-

terminal de la proteína (residuos 875-923). 
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Dado lo anterior, decidimos dejar de lado las células HEPG2 y profundizar en el fenómeno 

observado en las células 3T3-L1; específicamente, en estado de arresto celular en G0 

inducido por inhibición por contacto. Encontramos que la isoforma de menor peso molecular 

aumenta de forma progresiva a medida que se suceden los días bajo inhibición por contacto, 

y a esto le sigue una menor expresión de p65/RelA. Además, cuando células en estado de 

arresto celular en G0 son recuperadas y re-plaqueadas para inducir su re-ingreso al estado 

proliferativo, la isoforma de menor peso molecular desaparece. Cabe destacar que en esta 

situación la expresión de p65/RelA no se recupera. No obstante, la cinética de disminución 

de la expresión de p65/RelA respecto a la aparición de la isoforma de menor peso molecular 

nos sugiere que probablemente se requiera mayor cantidad de tiempo en el nuevo estado 

proliferativo para que esto ocurra (Figura 5.6.).  

 

 

 

Figura 5.6. Expresión de DBC1 y p65/RelA ante arresto celular en células 3T3-L1. Se evalúa la presencia de las 

dos isoformas de DBC1 en células 3T3-L1 en estado proliferativo (P), de arresto celular G0 inducido por inhibición 

por contacto (recuperadas 1-9 días después de haber alcanzado la máxima confluencia, G0 (IC)), y de estado 

proliferativo por re-ingreso al ciclo (recuperadas 24 horas después de haber sido re-plaqueadas, luego de 

encontrarse en estado de arresto celular en G0, P´). La detección de DBC1 fue mediante anticuerpo que reconoce el 

extremo C-terminal de la proteína (residuos 875-923).  

 

Los resultados obtenidos sugieren que la generación de la isoforma de menor peso 

molecular se trata de un proceso dinámico y finamente regulado según el estado del ciclo 

celular, y que a su vez conduce a cambios en la expresión de p65/RelA. Esto nos impulsó a 

evaluar el fenómeno en las células IMR-90, un modelo de fibroblastos primarios que 

conservan la regulación del ciclo celular intacta, y por ende es frecuentemente utilizado para 

su estudio (331–333). Siendo así, evaluamos la presencia de las isoformas de DBC1 y la 

expresión de p65/RelA en células IMR-90 en estado proliferativo y de arresto celular en G0 

inducido por pérdida de adherencia (334) o por inhibición por contacto. Encontramos que 
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mientras que en estado proliferativo predomina la isoforma completa, en estado de arresto 

celular en G0, e independiente de cómo haya sido inducido, predomina la isoforma de menor 

peso molecular, y que además, esto coincide con una muy fuerte disminución de la expresión 

de p65/RelA (Figura 5.7. A). Por otro lado, también evaluamos la presencia de las isoformas 

de DBC1 y la expresión de p65/RelA en células IMR-90 en estado de arresto celular no en 

G0, sino en G1; específicamente, un modelo de senescencia inducido por sobreexpresión de 

H-Ras (320). A destacar, mientras que en estado de arresto celular en G0 predomina la 

isoforma de menor peso molecular y una muy fuerte disminución de la expresión de 

p65/RelA, en estado de arresto celular en G1 predomina la isoforma completa y no se 

observa una disminución en la expresión de p65/RelA (Figura 5.7. B). Lo anterior señala que 

la generación de la isoforma de menor peso molecular no se debe a cualquier tipo de estado 

de arresto celular, sino específicamente al estado de arresto celular en G0; y además 

confirma que la menor expresión de p65/RelA observada en los casos de arresto celular en 

G0 estudiados se deben al cambio observado en la expresión de las isoformas de DBC1.  

 

 

 

Figura 5.7. Expresión de DBC1 y p65/RelA ante arresto celular en células IMR-90. Se evalúa la presencia de las 

dos isoformas de DBC1 en células IMR-90 en estado proliferativo y de arresto celular. A. Estados proliferativo (P) y 

de arresto celular en G0 inducido por pérdida de adherencia (recuperadas pocas horas después de su plaqueo, G0 

(PA)) o por inhibición por contacto (recuperadas 24 horas después de haber alcanzado la máxima confluencia, G0 (IC)). 

B. Estados proliferativo (P), de arresto celular en G0 inducido por inhibición por contacto recuperadas 7 días 

después de haber alcanzado la máxima confluencia, G0 (IC)), y de arresto celular en G1 por sobreexpresión de H-Ras 

(recuperadas 7 días después de inducir la sobreexpresión de H-Ras, G1). La detección de DBC1 fue en todos los 

casos mediante anticuerpo que reconoce el extremo C-terminal de la proteína (residuos 875-923). 
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El arresto celular en G0 in vivo  también induce la aparición de la isoforma de 

menor peso molecular de DBC1 y esta afecta la expresión de p65/RelA  

Para confirmar la relevancia fisiológica del fenómeno que estamos observando, decidimos 

evaluarlo en un modelo in vivo en el cual los estados proliferativo y de arresto celular en G0 

pudiesen ser modulados: el hígado. El hígado está compuesto en un 80% por hepatocitos, y 

en un 20% por las llamadas células no parenquimatosas, que incluyen las células de Kupffer, 

las células epiteliales biliares, las células endoteliales fenestradas y las células de Ito (335). 

Una vez que el hígado alcanza su tamaño adulto, los hepatocitos y la mayoría de las células 

no parenquimatosas entran en estado de arresto celular en G0. No obstante, en caso de 

pérdida de masa hepática, estas son capaces de re-ingresar al estado proliferativo y dividirse 

hasta recuperar el tamaño original, sin la necesidad de reclutar células progenitoras (335). 

Dicho fenómeno ha sido extensamente estudiado mediante el modelo quirúrgico de 

hepatectomía parcial, descrito inicialmente por Higgins y Anderson en ratas (336) y luego 

adaptado para su práctica en ratones (322, 337–339). La hepatectomía parcial consiste en la 

remoción de los lóbulos medio e izquierdo del hígado, lo cual representa aproximadamente 

dos tercios de la masa hepática total. Minutos después de realizada la cirugía, ocurre la 

activación de los llamados genes de respuesta temprana, que promueven la salida de los 

hepatocitos y las células no parenquimatosas del estado de arresto celular en G0 para 

reingresar al estado proliferativo (340–343). Las primeras células en proliferar son los 

hepatocitos, que hacia 36-42 horas después de realizada la cirugía ya se encuentran en fase 

S del ciclo celular, y llevarán a cabo una o dos rondas de división. Se cree que los 

hepatocitos en estado proliferativo generan los estímulos mitogénicos necesarios para las 

células no-parenquimatosas, que recién 24 horas después que los hepatocitos se las 

encuentra en fase S del ciclo celular (344). El mayor incremento de la masa hepática ocurre 

en los primeros 3 días después de realizada la cirugía; y normalmente la masa hepática total 

es recuperada a los 5-7 días (335). Ante esto, la proliferación de las células hepáticas se 

detiene y comienza la restauración de la arquitectura normal del órgano (345, 346). 

 

Considerando que el estado proliferativo del hígado varía según si sigue en crecimiento o ya 

ha alcanzado su tamaño adulto, decidimos evaluar la presencia de las isoformas de DBC1 en 

tejido hepático de ratones de un amplio rango de edades. Encontramos que en el tejido 

hepático aún en crecimiento –células en estado proliferativo– se detectan las dos isoformas 

de DBC1, mientras que en el tejido hepático adulto –células en estado de arresto celular en 

G0– predomina la isoforma de menor peso molecular (Figura 5.8). Lo anterior concuerda con 
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los resultados ya mostrados, según los cuales en estado proliferativo predomina la isoforma 

completa y en estado de arresto celular en G0 predomina la isoforma de menor peso 

molecular. Curiosamente, encontramos que en el tejido hepático derivado de embriones de 

14 días no hay niveles detectables de ninguna de las isoformas de DBC1. Cabe destacar que 

en ese momento del desarrollo embrionario, el hígado está compuesto principalmente por 

hepatoblastos y células hematopoyéticas, siendo el principal órgano responsable de la 

hematopoyesis en el embrión (347, 348). Considerando que los hepatoblastos juegan un rol 

fundamental en promover el ambiente necesario para la hematopoyesis, y que pierden dicha 

capacidad al diferenciarse en hepatocitos (349, 350), sería de interés investigar si la 

ausencia de DBC1 guarda algún tipo de relación con la conservación del estado no 

diferenciado de las células cuando es necesario.  

 

 

 

Figura 5.8. Expresión de DBC1 según estado proliferativo in vivo. Se evalúa la expresión de DBC1 en tejido 

hepático derivado de ratones C57BL/6 WT en estado embrionario de 14 días (E14), y machos de 1 semana, 2 

meses, 4 meses, 6 meses, 1 año y 2 años de edad. La detección de DBC1 fue mediante anticuerpo que reconoce el 

extremo C-terminal de la proteína (residuos 875-923). 

 

Dado que el estado pro-inflamatorio del organismo se agudiza con el envejecimiento (351, 

352), para evaluar si la presencia de las isoformas de DBC1 afecta la expresión de p65/RelA 

en el tejido hepático, era necesario analizar tejidos derivados de ratones de edades 

similares. Siendo así, evaluamos la expresión de p65/RelA en tejido hepático derivado de 

ratones de 2 y 4 meses de edad; edades similares pero que ya muestran diferencias en la 

presencia de las isoformas de DBC1. Encontramos que en el tejido hepático que predomina 

la isoforma de menor peso molecular, también presenta menor expresión de p65/RelA 

(Figura 5.9. A). Lo anterior concuerda con los resultados ya mostrados, pero además señala 

que la presencia de una u otra isoforma de DBC1 y los consecuentes cambios en la 
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expresión de p65/RelA tienen una fuerte relevancia fisiológica in vivo. Siendo así, decidimos 

evaluar si la presencia de una u otra isoforma de DBC1 en tejido hepático también es 

modulada ante el cambio del estado de ciclo celular inducido por hepatectomía parcial. 

Efectivamente, mientras que en el tejido hepático no hepatectomizado –células en estado de 

arresto celular en G0– predomina la isoforma de menor peso molecular, en el tejido hepático 

36 horas después de realizada la hepatectomía –células en estado proliferativo– se detectan 

las dos isoformas, lo cual además coincide con un aumento en la expresión de p65/RelA. 

Aún más, en el tejido hepático 7 días después de realizada la hepatectomía –ya se ha 

recuperado la masa hepática original, células nuevamente en estado de arresto celular en 

G0– predomina nuevamente la isoforma de menor peso molecular, y esto coincide con una 

disminución en la expresión de p65/RelA (Figura 5.9. B). En suma, estos resultados 

refuerzan la idea que la presencia de una u otra isoforma de DBC1 y los consecuentes 

cambios en la expresión de p65/RelA, presentan una fuerte relevancia fisiológica in vivo. 

 

 

 

Figure 5.9. Expresión de DBC1 y p65/RelA según estado proliferativo in vivo. Se evalúa la expresión de DBC1 

y p65/RelA en tejido hepático en diferente estado proliferativo. A. Tejido hepático derivado de ratones C57BL/6 WT 

machos de 2 meses y 4 meses de edad. B. Tejido hepático derivado de ratones C57BL/6 WT machos de 4 meses 

de edad, control, 36 horas y 7 días post-hepatectomía parcial. La detección de DBC1 fue en todos los casos 

mediante anticuerpo que reconoce el extremo C-terminal de la proteína (residuos 875-923). 
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El tej ido hepático de los ratones DBC1 KO presenta menor expresión de 

p65/RelA, y en concordancia con el lo, una alteración en la transición G0/G1 y 

en la regeneración hepática in vivo   

El hecho que el estado del ciclo celular se encuentre modulando la presencia de una u otra 

isoforma de DBC1 y la expresión de p65/RelA in vivo sugiere que este fenómeno presenta 

una fuerte relevancia fisiológica. Lo anterior resulta especialmente relevante por el rol que 

juega p65/RelA y la activación de la vía clásica de NFkB en el control del ciclo celular en 

general (353–359), y en el proceso de regeneración hepática en particular (335, 344, 360, 

361). Existe una gran cantidad de evidencia que, directa o indirectamente, ha demostrado 

que la activación de la vía clásica de NFκB es uno de los eventos fundamentales para el 

inicio de la regeneración hepática. Dicha evidencia ha sido adecuadamente colectada y 

organizada en diversas revisiones (335, 344, 360, 361), que han permitido establecer un 

panorama global del proceso. Brevemente, una vez realizada la hepatectomía parcial, el 

tejido hepático remanente se encuentra ante un aumento en las concentraciones relativas de 

los diferentes componentes del plasma –considerando que el flujo sanguíneo no varía y la 

masa hepática es un tercio de lo que era originalmente–. Dentro de estos componentes se 

incluyen el LPS, que al unirse a receptores específicos en las células de Kupffer, las células 

endoteliales y las células de Ito, inducen la activación de la vía clásica de NFκB. Lo anterior 

promueve la producción y secreción de citoquinas como TNF- α, IL-1 e IL-6, que entonces 

generan un efecto autócrino en las células ya mencionadas, así como parácrino en los 

hepatocitos vecinos. Por una parte, la secreción de TNF-α e IL-1 conduce a la activación de 

la vía clásica de NFκB, mientras que la secreción de IL-6 a la activación de factores de 

transcripción como STAT3 y AP1, así como también de las vías de MAPK, PI3K y AKT. En 

conjunto, la activación de dichos factores de transcripción y vías de señalización celular 

conducen a la expresión de los llamados genes de respuesta temprana, que inician entonces 

el proceso de salida del estado de arresto celular en G0 y la entrada al estado proliferativo en 

los hepatocitos, responsable de la posterior regeneración hepática.  

 

En este trabajo mostramos que la ausencia de DBC1 conduce a una menor expresión de 

p65/RelA, que a su vez podría conducir a la disminución en la actividad de NFκB. Siendo así, 

presumimos que los ratones DBC1 KO podrían presentar una menor expresión de p65/RelA, 

que podría conducir a la disminución en la actividad de NFκB ya reportada en el modelo 

(312–314), y a su vez traducirse en una alteración en la transición desde el arresto celular en 

G0 al estado proliferativo inducido por hepatectomía parcial. Para confirmar dicha hipótesis, 
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llevamos a cabo el procedimiento de hepatectomía parcial en ratones WT y DBC1 KO, y en 

el tejido hepático remanente evaluamos la expresión de p65/RelA y de marcadores de ciclo 

celular que se sabe son regulados por NFκB, y específicamente por p65/RelA: p27kip1, Ciclina 

D1 y Ciclina E1.  

 

La proteína p27kip1 forma parte del grupo Kip/Cip de la familia de inhibidores de quinasas 

dependientes de Ciclina (Cyclin-Dependent Kinases, CDKs), que inhibe la transición G1/S al 

unirse e inhibir la actividad de los complejos Ciclina E-CDK2 (362) y Ciclina D-CDK4 (363). 

Su expresión se encuentra aumentada en células en estado de arresto celular en G0 y 

disminuye drásticamente una vez que las células re-ingresan al estado proliferativo (364). 

Respecto a la regulación por p65/RelA, se ha demostrado que este favorece la estabilidad y 

por tanto aumenta los niveles de expresión de p27kip1 (357).  

 

Ciclina D1, en asociación con CDK4 y CDK6, promueve la transición G1/S al favorecer la 

fosforilación de pRb, y la consecuente liberación del factor de transcripción E2F, necesario 

para la activación de los genes específicos de fase S (365). La expresión de Ciclina D1 

aumenta progresivamente desde el re-ingreso al estado proliferativo en fase G1, se hace 

máxima en la transición G1/S, y a partir de allí disminuye abruptamente; se mantiene baja 

durante toda la fase S y recién vuelve a aumentar durante la fase G2, para mantenerse así 

durante la fase mitótica y posterior re-ingreso a fase G1 (366, 367). Cabe destacar que su 

alta expresión en la transición G1/S es indispensable para que esta ocurra (368), así como 

también su baja expresión durante la fase S es indispensable para que esta progrese (369). 

Respecto a la regulación por p65/RelA, se ha demostrado que este favorece tanto la 

transcripción del ARNm como la estabilidad de la proteína, y por tanto, aumenta los niveles 

de expresión de Ciclina D1 (356, 358, 370). 

 

Ciclina E1, en asociación con CDK2, promueve la transición G1/S al favorecer la fosforilación 

de pRb (365), pero también lo hace de forma independiente a este (371). La expresión de 

Ciclina E1 aumenta abruptamente haciéndose máxima en la transición G1/S, y a partir de allí 

disminuye; se mantiene baja durante toda la fase S y recién vuelve a aumentar previo a una 

nueva transición G1/S (372). Al igual que Ciclina D1, su alta expresión en la transición G1/S 

es indispensable para que esta ocurra (368), y su baja expresión durante la fase S es 

indispensable para que esta progrese de forma normal (373, 374). Respecto a la regulación 

por p65/RelA, se ha demostrado que este inhibe la transcripción del ARNm, y por tanto, 

disminuye los niveles de expresión de Ciclina E1 (359). 
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En concordancia con nuestra hipótesis, encontramos que 36 horas después de realizada la 

hepatectomía parcial, los ratones DBC1 KO presentan una menor expresión de p65/RelA 

(Figura 5.10. A), y a su vez, una menor expresión de p27kip, una menor expresión de Ciclina 

D1 y una mayor expresión de Ciclina E1 (Figura 5.10. B). Cabe destacar que la menor 

expresión de p65/RelA no resultó estadísticamente significativa (p = 0.06); no obstante, los 

resultados mostrados a lo largo de este trabajo y los recién descritos para p27kip, Ciclina D1 y 

Ciclina E1, nos hace creer que pueda estar relacionado al tamaño de los cohortes evaluados. 

 

 

 

Figure 5.10. Expresión de p65/RelA y de marcadores de ciclo celular según expresión de DBC1 in vivo. Se 

evalúa la expresión de p65/RelA (A) y los marcadores de ciclo celular p27kip1, Ciclina D1 y Ciclina E1 (B), en tejido 

hepático derivado de ratones C57BL/6 WT (n =5) y DBC1 KO (n=7) machos de 2 meses de edad, control y 36 horas 

post-hepatectomía parcial. Las gráficas exhiben los valores de media ± EEM. La detección de DBC1 fue en todos los 

casos mediante anticuerpo que reconoce el extremo C-terminal de la proteína (residuos 875-923). 

 

El hecho de contar con un solo punto temporal después de realizada la hepatectomía parcial 

nos impide establecer de qué modo se encuentra afectada la transición desde el arresto 

celular en G0 al estado proliferativo en los ratones DBC1 KO. Siendo así, decidimos evaluar 

distintos parámetros que nos permitieran establecer de qué modo se encuentra afectada la 

regeneración hepática en estos. Encontramos que los ratones DBC1 KO presentan un 

retraso en la recuperación de la masa hepática (Figura 5.11. A), y también de la 

funcionalidad hepática. Por un lado, los ratones DBC1 KO no son capaces de recuperar los 

valores de glicemia normales en el rango de tiempo en que lo hacen los ratones WT (Figura 

5.11. B), al tiempo que presentan mayores niveles en plasma de las enzimas glutamato-



 69 

piruvato transaminasa (GPT) y glutamato-oxalacetato transaminasa (GOT), indicativo de 

mayor daño hepático. En conjunto, estos resultados nos llevan a especular que en ausencia 

de DBC1, las células podrían estar llevando a cabo la transición de G0 al estado proliferativo 

de forma más abrupta, pero podrían estar presentando un enlentecimiento en la transición 

G1/S, lo cual determinaría entonces el enlentecimiento en la capacidad regenerativa del 

hígado.  

 

 

 

Figura 5.11. Parámetros metabólicos post-hepatectomía parcial según expresión de DBC1.  Se evalúan 

parámetros metabólicos en ratones C57BL/6 WT y DBC1 KO machos de 4-5 meses de edad,  24 (n = 3 y n = 2), 36 

(n = 4 y n = 4), 48 (n = 6 y n = 4) y 72 (n = 3 y n = 3) horas post-hepatectomía. A. Recuperación de masa hepática 

calculada como peso de hígado remanente / peso corporal inicial, expresada en valores de porcentaje respecto al 

valor inicial. B. Valores de glicemia a las 24 y 40 horas post-hepatectomía (n = 3 y n = 3), expresada en valores de 

porcentaje respecto al valor inicial. C. Actividad de GPT expresada en U/I. D. Actividad de GOT expresada en U/I. 

Las gráficas exhiben los valores de media ± EEM.  
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La correlación entre la expresión de DBC1 y p65/RelA también se observa en 

el tej ido adiposo de pacientes obesos 

El objetivo de este trabajo era establecer el rol de la proteína DBC1 en el desarrollo del 

fenotipo proinflamatorio observado en la obesidad, e identificar los estímulos fisiológicos que 

estuviesen modulándolo. Efectivamente, pudimos determinar que la expresión de una u otra 

isoforma de DBC1 se encuentra regulando la expresión de p65/RelA, hecho que podría estar 

modificando la actividad de la vía clásica de NFκB. Inicialmente, nuestro foco estaba en la 

regulación de la respuesta proinflamatoria; sin embargo, nuestros resultados nos han 

conducido a incorporar la regulación del ciclo celular. Es necesario recordar que el control del 

ciclo celular se encuentra estrechamente relacionado a la fisiopatología de la obesidad. Por 

un lado, la expansión del tejido adiposo resulta en un fenotipo más saludable cuando se ve 

involucrada la hiperplasia de los adipocitos, hecho que ocurre principalmente a nivel del 

tejido adiposo subcutáneo, que debido a su localización carece virtualmente de restricciones 

espaciales (147, 183, 184). Por otro lado, el fenómeno de senescencia observado en las 

células de la fracción estromal-vascular del tejido adiposo como células endoteliales y 

preadipocitos, se encuentra estrechamente relacionada con un fenotipo no saludable y que 

este hecho ocurre principalmente a nivel de tejido adiposo visceral (176). En esta última 

sección, mostramos que la correlación entre la expresión de DBC1 y p65/RelA también se 

observa en tejido adiposo de pacientes obesos de dos cohortes diferentes. 

 

Por un lado, gracias a la colaboración del Dr. Steen Bønløkke Pedersen obtuvimos muestras 

de tejido adiposo subcutáneo y visceral de una cohorte de pacientes obesos con Diabetes 

Tipo 2, en los cuales encontramos una correlación positiva entre la expresión de la isoforma 

completa de DBC1 y la expresión de p65/RelA (Figura 5.12.). Lo anterior no solo refuerza la 

relevancia fisiológica de los resultados mostrados hasta el momento, sino que además incita 

a profundizar en el estudio de DBC1 en la fisiopatología de la obesidad. En línea con lo 

anterior y gracias a la colaboración del Dr. José Manuel Fernández-Real obtuvimos muestras 

de tejido adiposo subcutáneo y visceral de pacientes obesos con Diabetes Tipo 2 o 

metabólicamente saludables. A destacar, en ambos tejidos, e independientemente si se trate 

de pacientes obesos con Diabetes Tipo 2 o metabólicamente saludables, predomina la 

isoforma de menor peso molecular de DBC1 (Figura 5.13.), sugiriendo que esta 

efectivamente presenta un relevancia fisiológica in vivo. Además, y en concordancia con lo 

observado en la primer cohorte de pacientes, observamos una correlación positiva entre la 

expresión de la isoforma completa de DBC1 y la expresión de p65/RelA (Figura 5.13.). 
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Curiosamente, aunque siempre manteniendo la correlación positiva, la expresión de la 

isoforma completa de DBC1 y de p65/RelA se comporta de modo opuesto según si se trata 

del tejido adiposo subcutáneo o del tejido adiposo visceral. Por un lado, el tejido adiposo 

subcutáneo de pacientes obesos saludables presenta mayor expresión de la 

isoforma completa de DBC1 y de p65/RelA, que el de pacientes obesos con Diabetes tipo 2 

(Figura 5.13. A). En este trabajo mostramos que la expresión de la isoforma completa de 

DBC1 y de p65/RelA se encuentra asociada a células en estado proliferativo; y cabe recordar 

que el fenotipo de obesidad saludable ha sido asociado a la expansión hiperplásica del tejido 

adiposo subcutáneo (147, 183, 184). Siendo así, podríamos pensar que la mayor expresión 

de la isoforma completa de DBC1 y de p65/RelA se encuentren regulando el control del ciclo 

celular en procesos fundamentales en la hiperplasia del tejido adiposo subcutáneo, y el 

consecuente fenotipo de obesidad saludable, como lo son la generación de nuevos 

preadipocitos a partir de células madre mesenquimales pluripotentes, y la expansión clonal 

que sufren los preadipocitos previo a su diferenciación en adipocitos (375, 376). Por otro 

lado, el tej ido adiposo visceral de pacientes con Diabetes Tipo 2 presenta mayor 

expresión de la isoforma completa de DBC1 y mayor expresión de p65/RelA, que el de 

pacientes obesos saludables (Figura 5.13. B). Cabe recordar que el tejido adiposo visceral se 

encuentra fuertemente asociado a los efectos adversos de la obesidad, incluyendo Diabetes 

Tipo 2 (78, 79), y que uno de sus pilares resulta el fenotipo senescente de sus células (176). 

En este trabajo mostramos que las células con fenotipo senescente mantienen la expresión 

de la isoforma completa de DBC1 y de p65/RelA, a pesar de encontrarse en estado de 

arresto celular. Siendo así, podríamos pensar que la mayor expresión de la isoforma 

completa de DBC1 y de p65/RelA se encuentren mediando el fenotipo senescente de los 

preadipocitos y células endoteliales del tejido adiposo visceral, su consecuente disfunción y 

la ocurrencia de Diabetes Tipo 2.  Por supuesto, lo anterior se encuentra en el plano de 

especulación y requiere de mayor investigación para determinar si efectivamente se 

corresponde con la realidad. Por último, cabe aclarar que de los resultados descritos en 

pacientes, muchos de ellos resultan en tendencias y no diferencias estadísticamente 

significativas. No obstante, también es importante tener en cuenta que este tipo de muestras 

presentan una gran variabilidad, y que el número de muestras analizadas por grupo fue 

particularmente bajo (n = 9 en los grupos de la primer cohorte; n = 6 en los grupos de la 

segunda cohorte). Siendo así, y basándonos en los resultados obtenidos en modelos 

animales y celulares, podría pensarse de que dichas tendencias se volverán diferencias 

estadísticamente significativas al evaluar cohortes de mayor tamaño.   
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Figura 2.12. Correlación entre expresión de DBC1 y p65/RelA en pacientes obesos. Se evalúa la expresión de 

la isoforma completa de DBC1 y p65/RelA en tejido adiposo de pacientes obesos con Diabetes tipo 2 (BMI > 30 

kg/m2, n = 9) mediante Western Blot. La detección de DBC1 fue en todos los casos mediante anticuerpo que 

reconoce el extremo C-terminal de la proteína (residuos 875-923). Los gráficos de correlación exhiben los valores de 

expresión de la isoforma completa de DBC1 y p65/RelA, la línea de tendencia (línea continua) y la región de 

confianza (95%, líneas punteadas). A. Tejido adiposo subcutáneo. B. Tejido adiposo visceral.  

 

 

 

 

Figura 5.13. Expresión de DBC1 y p65/RelA en pacientes obesos. Se evalúa la expresión de DBC1 y p65/RelA 

en tejido adiposo de pacientes obesos (BMI > 30 kg/m2) metabólicamente saludables (n = 6) y con Diabetes tipo 2 

(DT2, n = 6). Las gráficas exhiben los valores de media ± EEM. A. Tejido adiposo subcutáneo. B. Tejido adiposo 

visceral. La detección de DBC1 fue en todos los casos mediante anticuerpo que reconoce el extremo C-terminal de 

la proteína (residuos 875-923). 
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6. Conclusiones y perspectivas 
 

La evidencia generada en los últimos años demuestra que la proteína DBC1 se trata de un 

regulador a gran escala del proteoma celular que estaría potencialmente regulando una 

vasta cantidad de procesos celulares. De nuestro particular interés, DBC1 se encuentra 

involucrada en la homeostasis del metabolismo y además parece tener un rol clave en el 

desarrollo de la obesidad y las patologías típicamente asociadas a esta; hecho que la 

posiciona como un potencial blanco terapéutico (312–316). En este trabajo se intentó 

profundizar sobre el rol de DBC1 en el desarrollo del fenotipo proinflamatorio observado 

durante la obesidad, haciendo énfasis en la regulación de la vía clásica de NFκB, clave en el 

desarrollo del fenotipo proinflamatorio observado en la obesidad (324). Hasta el momento, lo 

anterior podía ser vinculado a la modificación post-traduccional de la subunidad de NFκB 

p65/RelA por parte de varios de sus interactores (221, 222, 264, 268, 291, 325); no obstante, 

en este trabajo introducimos una nueva variante: la expresión de p65/RelA.   

 

Inicialmente, encontramos que la expresión de DBC1 regula positivamente los niveles de 

ARNm y proteína de p65/RelA, planteando una nueva vía mediante la cual DBC1 podría 

estar participando en el desarrollo del fenotipo proinflamatorio observado en la obesidad. 

Siendo así, decidimos evaluar diferentes estímulos fisiológicos típicamente alterados en la 

obesidad que pudiesen estar aumentando la expresión de DBC1, y por ende, la expresión de 

p65/RelA. No obstante, lo que encontramos fue que el estado del ciclo celular regula la 

expresión de la isoforma completa de DBC1, o en su defecto de una isoforma de menor peso 

molecular, y que la expresión de una u otra se encuentra regulando la expresión de 

p65/RelA. Específicamente, encontramos que en estado proliferativo predomina la isoforma 

completa de DBC1, mientras que en estado de arresto celular en G0, aumenta la expresión o 

predomina la isoforma de menor peso molecular, y que esto a su vez conduce a una 

disminución en la expresión de p65/RelA.  

 

Este fenómeno fue observado en diversos modelos celulares así como también en modelos 

in vivo en el cual los estados proliferativo y de arresto celular en G0 pudiesen ser modulados. 

Por una lado, encontramos que en el tejido hepático aún en crecimiento –células en estado 

proliferativo– se detectan las dos isoformas de DBC1, mientras que en el tejido hepático 

adulto –células en estado de arresto celular en G0– predomina la isoforma de menor peso 

molecular, y que esto a su vez coincide con una menor expresión de p65/RelA. Por otro lado 
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encontramos que en el tejido hepático de hígados no hepatectomizados –células en estado 

de arresto celular en G0– predomina la isoforma de menor peso molecular, mientras que en 

el tejido hepático recuperado 36 horas después de realizada la hepatectomía –células en 

estado proliferativo– se detectan las dos isoformas, y que esto a su vez coincide con una 

mayor expresión de p65/RelA. Aún más, encontramos que en el tejido hepático recuperado 7 

días después de realizada la hepatectomía –células nuevamente en estado de arresto celular 

en G0– predomina nuevamente la isoforma de menor peso molecular; y que esto a su vez 

coincide con una recuperación de los niveles iniciales de p65/RelA. 

 

El hecho que el estado del ciclo celular se encuentre modulando la presencia de una u otra 

isoforma de DBC1 y la expresión de p65/RelA in vivo sugiere que este fenómeno presenta 

una fuerte relevancia fisiológica. Especialmente, por el rol que juega p65/RelA y la activación 

de la vía clásica de NFkB en el control del ciclo celular en general y particularmente en el 

proceso de regeneración hepática. Dado lo anterior, decidimos evaluar de qué modo podrían 

verse afectado el control del ciclo celular y el proceso de regeneración hepática en ratones 

DBC1 KO. En concordancia con los resultados anteriores, encontramos que después de 

realizada la hepatectomía parcial, los ratones DBC1 KO presentan una menor expresión de 

p65/RelA. Esto además se acompaña con una alteración en la expresión de marcadores de 

ciclo celular que se sabe se encuentran bajo la regulación de NFκB, y concretamente por 

p65/RelA. Específicamente, encontramos que los ratones DBC1 KO presentan una menor 

expresión de p27kip, una menor expresión de Ciclina D1 y una mayor expresión de Ciclina 

E1. El hecho de contar con un solo punto temporal después de realizada la hepatectomía 

parcial nos impide establecer de qué modo lo anterior se encuentra afectando la transición 

desde el arresto celular en G0 al estado proliferativo. No obstante, encontramos que los 

ratones DBC1 KO presentan un retraso en la recuperación tanto de la masa como de la 

funcionalidad hepática, lo cual nos permite especular que la ausencia de DBC1, y 

consecuente menor expresión de p65/RelA, podría estar provocando un enlentecimiento en 

la transición desde el estado de arresto celular en G0 al estad proliferativo, lo cual 

determinaría entonces el enlentecimiento en la capacidad regenerativa del hígado.   

 

Finalmente, encontramos que la correlación entre la expresión de la isoforma completa de 

DBC1 y p65/RelA también se observa en tejido adiposo subcutáneo y visceral de pacientes 

obesos de dos cohortes diferentes. Curiosamente, aunque siempre manteniendo la 

correlación positiva, la expresión de DBC1 y de p65/RelA en pacientes obesos con Diabetes 

Tipo 2 y metabólicamente saludables se comporta de modo opuesto según si se trata del 
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tejido adiposo subcutáneo o del tejido adiposo visceral. Siendo así, resulta de gran interés 

investigar de qué modo esto se encuentra afectando procesos relacionados con el control del 

ciclo celular en la fracción estromal-vascular del tejido adiposo, como lo son la generación de 

nuevos preadipocitos a partir de células madre mesenquimales pluripotentes, y la expansión 

clonal que sufren los preadipocitos previo a su diferenciación en adipocitos, fundamental 

para la expansión hiperplásica del tejido adiposo; así como la transformación de 

preadipocitos y células endoteliales a un fenotipo senescente, fundamental en el 

establecimiento de la fisiología patológica del tejido adiposo.  

 

Cabe destacar que en ambos tejidos, e independientemente si se trate de pacientes obesos 

con Diabetes Tipo 2 o metabólicamente saludables, encontramos que predomina la isoforma 

de menor peso molecular de DBC1. Lo anterior sugiere que esta isoforma presenta un 

relevancia fisiológica in vivo, lo cual incita a profundizar su estudio. En este trabajo 

demostramos que la generación de esta isoforma se trata de un proceso dinámico y 

finamente regulado según el estado del ciclo celular. Su generación ocurre en condiciones de 

arresto celular en G0, como las inducidas por privación de suero, inhibición por contacto o 

pérdida de adherencia; pero no en condiciones de arresto celular en G1, como las inducidas 

por senescencia celular. En este trabajo, el modelo de senescencia celular estudiado 

corresponde al inducido por sobreexpresión de H-Ras; no obstante, actualmente nos 

encontramos llevando a cabo otros modelos de senescencia, incluyendo los inducidos por 

tratamiento con Doxociclina y peróxido de hidrógeno, que nos permitirán si efectivamente se 

trata de un fenómeno específico de arresto celular en G0 y no en G1.   

 

Por otro lado, en este trabajo mostramos que la isoforma de menor peso molecular carece de 

un porción del extremo N-terminal de la proteína, y contamos con datos preliminares que 

muestran que su generación ocurre mediante un mecanismo dependiente de caspasas, pero 

también del proteasoma. Actualmente nos encontramos llevando a cabo el estudio detallado 

de dicho mecanismo, incluyendo la identificación del sitio específico de corte y de las 

enzimas involucradas. Cabe recordar que una gran cantidad de las proteínas que interactúan 

con DBC1 presentan localización exclusivamente nuclear, y tal interacción involucra el 

extremo N-terminal de DBC1. Siendo así, la identificación del sitio específico de corte resulta 

de extrema relevancia, porque si esta isoforma carece de la señal de localización nuclear y 

otras regiones del extremo N-terminal, muchas de las interacciones descritas se verían 

imposibilitadas, ya sea debido a la pérdida de co-localización subcelular o a la pérdida de 

dominios indispensables para la interacción. La actividad biológica de la isoforma de menor 
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peso molecular podría entonces presentar grandes diferencias respecto a la actividad 

biológica de la isoforma completa; quizás implicando una pérdida de función respecto a 

ciertas interacciones, o una ganancia de función respecto a otras. Por lo pronto, en lo que 

respecta a la expresión de p65/RelA, la expresión de la isoforma de menor peso molecular 

provoca un efecto análogo al observado a la ausencia o disminución de la expresión de 

DBC1; lo cual sugiere que en este caso, estaría representando una pérdida de función. En 

concordancia con lo anterior, contamos con datos preliminares que muestran que la 

regulación de los niveles de ARNm y proteína de p65/RelA por parte de DBC1 es mediada 

por su interacción con SIRT1, unas de las proteínas cuya interacción con DBC1 

probablemente se encuentre imposibilitada en la isoforma de menor peso molecular.   

 

Por último, debido a la aproximación experimental utilizada, nos es imposible distinguir si las 

isoformas completa y de menor peso molecular de DBC1 se encuentran coexistiendo dentro 

de la célula o si son mutuamente excluyentes, y su aparición simultánea es en realidad un 

reflejo de distintas poblaciones celulares. Resolver dicha incógnita puede arrojar luz sobre 

algunas particularidades observadas durante este trabajo, como el hecho que en 

determinados casos encontremos ambas isoformas y en otros solo una u otra; variando entre 

modelos celulares y también en los diferentes casos in vivo. En suma, creemos que el 

esclarecimiento de este tipo de preguntas en conjunto con los datos obtenidos durante este 

trabajo, nos permitirán establecer de forma más certera el rol de DBC1 en la fisiopatología de 

la obesidad.  
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7. Anexo 
 

Nøhr, M. K., Bobba, N., Richelsen, B., Lund, S., and Pedersen, S. B. (2017) Inf lammation 

downregulates UCP1 expression in brown adipocytes potential ly via SIRT1 and 

DBC1 interaction. Int. J. Mol. Sci. 10.3390/ijms18051006 
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Abstract: Brown adipose tissue thermogenesis at the cost of energy is not only important for the
development of obesity, but also possesses great promise in anti-obesity treatment. Uncoupling
protein 1 (UCP1) expression has been reported to be under control of the intracellular deacetylase
SIRT1. Here, we investigated the effect and mechanism of inflammation and sirtuin-1 (SIRT1)
activation on the induction of thermogenic genes in immortalized brown adipocytes incubated with
LPS or IL1β and mice with elevated inflammatory tone. In vitro stimulation of brown adipocytes
with dibutyryl cyclic adenosine monophosthate (dbcAMP) reduced the expression of deleted in breast
cancer-1 (Dbc1) (SIRT1 inhibitor) and increased the Ucp1 expression. Silencing of SIRT1 attenuated
dbcAMP induction of Ucp1. In contrast, IL1β increased the expression of Dbc1 and greatly reduced
the induction of Ucp1. Similarly, in vivo studies revealed decreased expression of Ucp1 in brown
adipose tissue (BAT) in mice chronically infused with LPS. Resveratrol, a known SIRT1 activator,
partly rescued the Ucp1 downregulation by inflammation in both the cell cultures and mice. Here,
we describe how the expression of Ucp1 in BAT is controlled via SIRT1 and is reduced under
inflammation and can be rescued by SIRT1 activation by resveratrol. We suggest the reduced UCP1
expression under inflammation is mediated by the increased expression of DBC1, which inhibits
SIRT1 activity.

Keywords: IL1β; LPS; BAT; UCP1; DBC1; obesity; SIRT1

1. Introduction

Obesity is, today, a major health concern affecting millions of people worldwide. With obesity,
a number of disorders, such as low-grade inflammation, insulin resistance, and type 2 diabetes, are
seen [1].

Obesity-associated low-grade inflammation is a potential contributor of insulin resistance [2–4].
However, the eliciting factor of low-grade inflammation is not currently known, though adipose tissue
hypoxia [5], free fatty acids [6,7], and metabolic endotoxemia [8] have been mentioned. Metabolic
endotoxemia is presumably caused by “leaky” gut epithelium causing lipopolysaccharides (LPSs)
originating from Gram-negative gut bacteria to enter the systemic circulation. LPS binds to Toll-like
receptor 4 (TLR4) on innate immune cells and signals nuclear factor κB (NF-κB) translocation to the
nucleus and transcription of proinflammatory cytokines [9]. White adipocytes express TLR4 [6] and
are, as such, important immunomodulators. In recent reports, immortalized murine brown adipocytes
were reported to express TLR4 and cytokine production when stimulated with LPS [10,11].
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In the hunt for new effective anti-obesity treatments, brown adipose tissue (BAT) manipulation
has become an attractive candidate. Brown adipocytes express the mitochondrial protein uncoupling
protein 1 (UCP1) which uncouples the respiratory chain and thereby generates heat (non-shivering
thermogenesis). Thus, instead of storing energy, as seen in white adipose tissue (WAT), BAT burns
energy in a process which could be exploited therapeutically. Originally, BAT was believed to be
present only in newborns, and gradually lost thereafter. However, later evidence identified areas in,
e.g., the neck region of adult humans which were reported as BAT [12–14]. Despite the rather limited
amount of BAT in adult humans, WAT has a high degree of plasticity and can undergo a “browning”
process, i.e., increased expression of BAT-related genes, such as Ucp1 [15].

Opposite to increasing the amount of BAT and UCP1 expression, having none, or reduced,
BAT could also be a contributing factor in the development of obesity. Indeed, the probability
of having BAT is inversely correlated with age and body weight [12]. Thus, efforts are being
made to elucidate potential mechanisms by which the BAT activity is reduced. In the context of
obesity, proinflammatory cytokines, such as interleukin-1β (IL1β) and tumor necrosis factor α (TNFα),
or endotoxins (LPS) from the intestine, could influence the expression of thermogenic genes in BAT
cells. Furthermore, it was recently shown that reduced browning of white adipose tissue is directly
regulated by macrophages docking on adipocytes via integrin α4 and its receptor vascular cell adhesion
protein 1 [16]. Additionally, UCP1 was recently shown to be downregulated in brown adipocytes
treated with LPS [10].

In WAT, the induction of BAT-associated genes (Ucp1, Cidea, Dio2) is under the control of
sirtuin-1 (SIRT1)-dependent deacetylation of the transcription factor peroxisome proliferator-activated
receptor-γ (PPARγ) [17]. SIRT1 is a NAD+-dependent intracellular deacetylase with pleiotropic
effects, such as inhibition of NF-κB activity [18] and stimulation of PPARγ co-activator 1α (PGC1α)
activity [19] in addition to the already-mentioned PPARγ deacetylation [17]. Additionally, the deletion
of the endogenous intracellular SIRT1 inhibitor deleted in breast cancer-1 (DBC1) [20,21] resulted in
significant upregulation of brown genes in WAT [17].

Despite the mechanism not being fully established [22–25], the naturally-occurring (found
especially in red wine) polyphenol resveratrol enhances the activity of SIRT1. This results in increased
UCP1 expression in HIB-1B brown adipocytes [17].

In the present study, we investigated the expression of brown genes in BAT harvested from
a murine model of low-grade inflammation in which LPS was continuously infused via osmotic
mini-pumps for 28 days. Furthermore, utilizing immortalized brown adipocytes, we studied regulatory
mechanisms of brown genes during inflammation induced by IL1β and low-dose LPS. In addition,
resveratrol was tested for its effects on brown adipocyte activity.

2. Results

2.1. Inflammation Reduces Expression of Ucp1 in Mature Brown Adipocytes

To investigate inflammatory effects on Ucp1 expression, we used immortalized brown adipocytes
to test their ability to induce brown genes after incubation with low-dose LPS or IL1β. As Ucp1
expression is induced by cAMP in BAT, we stimulated cells 4 h with dibutyryl cyclic adenosine
monophosthate (dbcAMP) to induce Ucp1 [26]. Following stimulation with dbcAMP, Ucp1 expression
increased dramatically (Figure 1A). To mimic metabolic low-grade inflammation, we tested rather
low concentrations of LPS. However, neither 2 nor 20 ng/mL of LPS affected the expression of Ucp1
(Figure 1A). Oppositely, IL1β at a concentration of 2 ng/mL greatly reduced the induction of Ucp1
(Figure 1A). In addition, IL1β reduced the induction of the brown genes Prdm16 and Cidea together with
Pgc1a important for mitochondrial biogenesis (Figure 1B). Additionally, there was a non-significant
trend towards reduced Dio2 expression by IL1β (Figure 1B).
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silencing by Sirt1 siRNA significantly reduced Ucp1 induction (n = 6); (D) Dbc1 was reduced in 
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reciprocal expression of Ucp1 (Figure 1A). 

Figure 1. Effects of lipopolysaccharide (LPS) and interleukin 1β (IL1β) on the induction of brown genes
in cultured immortalized brown adipocytes. (A) 4 h stimulation with dibutyryl cyclic adenosine
monophosthate (dbcAMP) significantly induced Ucp1 expression in mature brown adipocytes.
Incubation with low-doses (2 and 20 ng/mL) of LPS did not affect the induction of Ucp1. Incubation
with IL1β (2 ng/mL) significantly reduced the induction of Ucp1 (n = 6); (B) IL1β incubation also
affected the induction other brown adipose tissue (BAT)-associated genes such as Pgc1a, Prdm16, Cidea.
Dio2 showed a non-significant trend towards reduced expression by IL1β (n = 6); (C) SIRT1 silencing by
Sirt1 siRNA significantly reduced Ucp1 induction (n = 6); (D) Dbc1 was reduced in stimulated brown
adipocytes and significantly (Student’s t-test) upregulated with additional IL1β incubation. * denotes
p < 0.05, ** denotes p < 0.01, *** denotes p < 0.001, **** denotes p < 0.0001 according to one-way ANOVA
followed by Bonferroni’s post hoc analysis or Student’s t-test.

2.2. Regulation of Ucp1 Expression (dbcAMP and SIRT1 Knock-down Experiments)

In our experiments dbcAMP increased Ucp1 expression ≈ 120-fold (p < 0.0001). Previously, SIRT1
activity has been described to be an important regulator of brown remodeling in WAT, including
increased expression of UCP1 [17]. In support of this view, we found that partial knock-down of
Sirt1 expression by Sirt1 siRNA in mature brown adipocytes resulted in reduced induction of Ucp1
(Figure 1C) by dbcAMP. As SIRT1 activity is regulated at the molecular enzymatic level rather than
expressional level [27] by DBC1 [21], we investigated the expression of the endogenous SIRT1 inhibitor
DBC1 in our system. When cells were stimulated with dbcAMP, there was a 50% reduction in Dbc1
expression, which was partly reversed by IL1β (Student’s t-test; Figure 1D) resembling the reciprocal
expression of Ucp1 (Figure 1A).
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2.3. Resveratrol Partly Rescues Ucp1 Downregulation by IL1β

Though the mechanism is not precisely known, resveratrol has been described to enhance
the activity of SIRT1. We, therefore, wanted to investigate whether resveratrol could rescue the
IL1β-induced decline in Ucp1 expression. Both 12.5 and 25 µM of resveratrol partly reduced the
downregulation of Ucp1 induced by IL1β (Figure 2A). The former concentration showed the highest
effect. Resveratrol showed no rescuing effect of Pgc1a expression or the brown genes Prdm16, Cidea,
and Dio2 and 25 µM resveratrol actually further downregulated Pgc1a (Figure 2B).

Int. J. Mol. Sci. 2017, 18, 1006  4 of 12 

 

2.3. Resveratrol Partly Rescues Ucp1 Downregulation by IL1 

Though the mechanism is not precisely known, resveratrol has been described to enhance the 
activity of SIRT1. We, therefore, wanted to investigate whether resveratrol could rescue the IL1-
induced decline in Ucp1 expression. Both 12.5 and 25 M of resveratrol partly reduced the 
downregulation of Ucp1 induced by IL1β (Figure 2A). The former concentration showed the highest 
effect. Resveratrol showed no rescuing effect of Pgc1a expression or the brown genes Prdm16, Cidea, 
and Dio2 and 25 M resveratrol actually further downregulated Pgc1a (Figure 2B). 

 
Figure 2. Resveratrol partly rescues IL1β-induced downregulation of Ucp1. (A) Resveratrol at 12.5 
and 25 M reduced IL1β-mediated downregulation of Ucp1 (n = 5 to 6); (B) Resveratrol showed no 
ameliorating effects on IL1β-mediated downregulation of Pgc1a, Prdm16, Cidea, and Dio2 (n = 5 to 6). 
Resveratrol at 25 M further downregulated the expression of Pgc1a. * denotes p < 0.05 ** denotes p < 
0.01, **** denotes p < 0.0001 according to one-way ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc analysis. 

2.4. Effects of Chronic Inflammation on Thermogenic Genes in BAT and WAT in Mice 

To investigate LPS-mediated alterations of brown genes in BAT and subcutaneous WAT 
(scWAT), we used a murine model where LPS was infused for 28 days via osmotic mini-pumps [28]. 
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Figure 2. Resveratrol partly rescues IL1β-induced downregulation of Ucp1. (A) Resveratrol at 12.5
and 25 µM reduced IL1β-mediated downregulation of Ucp1 (n = 5 to 6); (B) Resveratrol showed no
ameliorating effects on IL1β-mediated downregulation of Pgc1a, Prdm16, Cidea, and Dio2 (n = 5
to 6). Resveratrol at 25 µM further downregulated the expression of Pgc1a. * denotes p < 0.05
** denotes p < 0.01, **** denotes p < 0.0001 according to one-way ANOVA followed by Bonferroni’s
post hoc analysis.

2.4. Effects of Chronic Inflammation on Thermogenic Genes in BAT and WAT in Mice

To investigate LPS-mediated alterations of brown genes in BAT and subcutaneous WAT (scWAT),
we used a murine model where LPS was infused for 28 days via osmotic mini-pumps [28]. Harvested
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interscapular BAT showed decreased expression of Ucp1 by LPS treatment, which was reversed by
resveratrol (Figure 3A). Furthermore, LPS reduced the expression of Cidea (Figure 3C), but not Prdm16
(Figure 3B) and Dio2 (Figure 3D). Resveratrol showed no significant effect on Prdm16, Cidea, or Dio2
expression (Figure 3B–D).
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Figure 3. The effects of selected brown genes’ expression in BAT in mice treated with LPS via osmotic
mini-pumps and resveratrol through the diet for 28 day. (A) Ucp1; (B) Prdm16; (C) Cidea; and (D) Dio2
expression in control, LPS-treated, or LPS- and resveratrol-treated mice (n = 14 to 15). * denotes p < 0.05,
** denotes p < 0.01 according to one-way ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc analysis.

In scWAT from mice treated with LPS, there was a similar inhibitory pattern on the thermogenic
genes (Figure 4). The decrease in Ucp1 (Figure 4A) and Dio2 (Figure 4D) expression did not reach
statistical significance, whereas the inhibition of Prdm16 and Cidea after LPS treatment was significant
(Figure 4B,C). For all thermogenic genes in WAT resveratrol seemed to attenuate the LPS induced
inhibition (albeit not statistically significant) (Figure 4).
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Figure 4. Gene expression of thermogenic genes in subcutaneous white adipose tissue in mice treated
with LPS via osmotic mini-pumps and resveratrol through the diet for 28 day. (A) Ucp1; (B) Prdm16;
(C) Cidea; and (D) Dio2 expression in control, LPS-treated, or LPS- and resveratrol-treated mice (n = 10).
* denotes p < 0.05, ** denotes p < 0.01 according to one-way ANOVA followed by Bonferroni’s post
hoc analysis.

2.5. Expression of Tlr4 in Brown Adipocytes

As we found no effects of LPS on brown adipocyte induction in vitro, as opposed to our findings
in vivo of Ucp1, we questioned whether brown adipocytes express TLR4, which is the receptor mediator
of LPS-effects. Previously, white adipocytes have been reported to express TLR4 [6]. Thus, to get an
impression of TLR4 gene expression in our brown adipocytes, we combined it with the expression
in 3T3-L1 cells originally isolated from white adipose tissue. Brown adipocytes showed a higher
Tlr4 expression compared to white adipocytes (Avg. Ct: 26.6 (brown) vs. 27.1 (white); Figure 5A).
Additionally, we compared the Tlr4 expression of various tissues in normal C57BL/6 mice; epididymal
(white) adipose tissue (eWAT) showed the highest expression compared to BAT, which had a higher
expression than intestine (Figure 5B).
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Figure 5. Expression of Tlr4 in adipocytes and whole tissue. (A) Expression of Tlr4 in mature
immortalized brown adipocytes and white 3T3-L1 adipocytes (n = 6 to 7); (B) Expression of Tlr4
in BAT, epididymal adipose tissue, and small intestine (ileum) of wild-type C57BL/6 mice (n = 10 to 17).
* denotes p < 0.05, **** denotes p < 0.0001 according to one-way ANOVA followed by Bonferroni’s post
hoc analysis.

Despite the expression of Tlr4, we could not detect any inflammatory response of LPS treatment
on expression of the NF-κB target genes Il1b and Tnfa in BAT cells. However, LPS stimulation of
3T3-cells elicited an inflammatory response. Similarly, IL1β stimulation induced a robust rise in the
inflammatory status of 3T3-cells (TNFα and IL1β mRNA levels), whereas IL1β stimulation in BAT did
not increase the mRNA levels of TNFa and IL1β (data not shown).

3. Discussion

In this investigation, we showed the reduced expression of Ucp1 and Cidea in mice continuously
infused with LPS for 28 days. In immortalized brown adipocytes, incubation with low-dose LPS
(2 and 20 ng/mL) did not affect the induction of brown genes. However, incubation with IL1β greatly
reduced the induction of Ucp1 and other brown genes. SIRT1 is probably an important mediator of
Ucp1 induction as Dbc1 (SIRT1 inhibitor) was upregulated by IL1β incubation and co-incubation with
resveratrol (SIRT1 activator) reduced the detrimental effects of IL1β on Ucp1 induction.

We found a reduced expression of brown genes in mice chronically infused with low-dose LPS
(Figure 3) and, in agreement with a recent publication [10], we report the gene expression of the LPS
sensing receptor TLR4 by brown adipocytes (Figure 5). Thus, brown adipocytes are probably capable
of sensing LPS, but we did not find a direct effect of LPS in mature BAT cells in vitro. In contrast, we
found that IL1β reduces the expression of brown genes in mature BAT cells in vitro. This opens the
possibility that the observed reduced Ucp1 expression in vivo by LPS is not directly caused by LPS
stimulation of adipocytes, but mediated indirectly via LPS stimulation of macrophages within the
tissue to release catecholamines [29], a hypothesis that was recently challenged as macrophages seem
to lack the rate-limiting enzyme tyrosine hydroxylase [30], or by LPS stimulating the inflammatory
tone and, thus, eliciting other cell types, either locally or more distant to release IL1 that subsequently
inhibits UCP1 expression. In support of the latter, recent reports have suggested an important
role of macrophage-derived IL1β in diminished browning of white adipocytes in an extracellular
signal-regulated kinase-dependent manner [31,32]. Our study supports this notion as we found that
chronic inflammation by LPS treatment of the mice generally resulted in a decreased expression of the
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thermogenic genes in subcutaneous WAT and Prdm16 (a marker of browning), indicating that LPS
treatment diminish browning of WAT.

Surprisingly, treatment of BAT cells in vitro with either IL1β or LPS did not result in transcription
of NF-κB target genes (Il1b, Tnfa) suggesting brown adipocytes are immunologically naïve and do not
participate in the escalation of inflammatory responses. In white adipocytes, LPS and IL1β treatment
results in increased expression of proinflammatory markers such as monocyte chemoattractant
protein-1, interleukin-6, and TNFα [33,34]. However, despite the lack of inflammatory response
in brown adipocytes, IL1β does modulate expression of Ucp1.

An interesting observation was the expression pattern of the endogenous SIRT1 inhibitor DBC1.
Stimulation (with dbcAMP) of brown adipocytes resulted in downregulation of Dbc1, which was
partly reversed by IL1β. Previously, the expression of Ucp1 has been described to be under influence of
SIRT1 activity [17], which we also confirmed in mature brown adipocytes (Figure 1C). It is, therefore,
intriguing to suggest that IL1β might control the expression of UCP1 via altering the expression of
DBC1 (Figure 6).
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Figure 6. The suggested hypothesis of IL1β-mediated regulation of UCP1 in brown adipocytes.
IL1β stimulation upregulates the expression of the SIRT1 inhibitor DBC1. SIRT1 has, here, and
previously [17], been shown to be an important regulator of UCP1. Furthermore, enhancing the
SIRT1 activity by, e.g., resveratrol, can upregulate the expression of UCP1. Arrow: stimulation;
T bar: inhibition.

In support of SIRT1 as a regulator of UCP1 expression, we saw that resveratrol, a known SIRT1
activator, partly rescued the Ucp1 gene expression following LPS and IL1β treatment in either in vivo
or in vitro experiments, respectively. Resveratrol has previously been described to increase energy
expenditure in mice [35], which could be explained by the increased expression of Ucp1, as we report.
Regulation of SIRT1 by resveratrol is a direct effect resulting in increased acetylase activity of the
SIRT1 enzyme [23], whereas SIRT1 expression is not commonly regulated by resveratrol [27]. This is in
accordance with our findings as we did not detect any effect of LPS or resveratrol on SIRT1 mRNA
expression in vivo.

Here, we have shown that low-grade inflammation could be a potential mechanism behind
reduced UCP1 expression, which could ultimately lead to obesity or worsen the consequences of
obesity. In addition, we have provided data showing that the Ucp1 expression is regulated by the
SIRT1 activity, as DBC1 (SIRT1 inhibitor) and resveratrol (SIRT1 activator) showed opposing effects
on Ucp1 expression. We suggest the manipulation of the SIRT1 activity and its potentially-coupled
regulation of UCP1 could be a possible future drug target in anti-obesity treatment.
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4. Materials and Methods

4.1. Cell Cultures

Murine immortalized brown preadipocytes [26] (a kind gift from Bruce Spiegelman, Boston,
MA, USA) were grown to approximately 80% confluence in growth medium consisting of Dulbecco
Modified Eagle Medium (DMEM) supplemented with 20% fetal calf serum (FCS) and 1% pen/strep.
The medium was changed every second day. For initiation of the differentiation into mature brown
adipocytes, cells were changed to a differentiation medium (day 0) consisting of DMEM, 10% FCS,
1% pen/strep, 0.02 µM insulin, 5 µM dexamethasone, 125 µM indomethacin, 1 nM T3, and 500 µM
isobutylmethylxanthine (IBMX) for 48 h after which the cells were changed (day 2) to the differentiation
medium omitting dexamethasone, indomethacin, and IBMX. After five days of differentiation, the cells
were ready for experiment procedure.

The incubation period with LPS (Escherichia coli serotype 0111:B4, Sigma, St. Louis, MO, USA),
IL1β (Sigma, St. Louis, MO, USA) and resveratrol (Evolva, Copenhagen, Denmark) was 24 h at 37 ◦C.
After 20 h of treatment, and cells were supplemented with 500 µM dbcAMP for 4 h to induce the
thermogenic program. Concentrations of the used compounds were: LPS: 2 and 20 ng/mL, IL1β:
2 ng/mL, and resveratrol: 12.5 and 25 µM. Resveratrol was diluted in dimethyl sulfoxide.

3T3-L1 cells were grown and differentiated as previously published [33].

4.2. Gene Silencing

Silencing of SIRT1 gene expression was obtained with Lipofectamine 2000 Reagent (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) according to manufacturer’s instructions. Sirt1 (MSS234959) or control (4390843)
siRNA (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) was added to the cells at day 2 of the
differentiation process and incubated for 20 h. At day 3, the medium was changed and the cells
were incubated for further 24 h (day 4) and subjected to the treatment protocol. Cells were harvested
at day 5.

4.3. Animal Experiments

A murine model of low-grade inflammation was used to test the effect of inflammation and
resveratrol on BAT. The procedures have previously been published [28]. Briefly, C57BL/6N mice
were subcutaneously implanted with osmotic mini-pumps which infused either LPS (Escherichia
coli serotype 055:B55, Sigma) at a dose of 600 µg/kg/day or vehicle (saline) for 28 days. Mice had
ad libitum access to water and control (Ctr) or resveratrol (Rsv) diet (24% protein, 12% fat, 64%
carbohydrates) throughout this treatment period. The Rsv diet consisted of 4 g Rsv per kg chow diet.
Interscapular BAT, eWAT, scWAT, and intestine (ileum) were harvested and frozen for gene expression
analysis. Animal experiments were approved by the Danish Council for Animal Experiments (No.:
2013-15-2934-00899) and followed the guidelines given in the European Communities Directive of
24 November 1986 (86/609/ECC).

4.4. Gene Expression

For extraction of total RNA from cell cultures, cells were briefly incubated in Trizol reagent
(Invitrogen), collected in tubes, and frozen for later RNA isolation. For tissue RNA extraction, tissues
were homogenized in Trizol reagent with a mixer mill. RNA isolation, reverse transcription, and
quantitative PCR (qPCR) followed the principles published previously [28]. Primer sequences for
qPCR were designed with QuantPrime [36] and can be found in Table S1. Generally, Rplp0 was used as
a housekeeping gene except for Figure 3 (Polr2a) and Figures 4 and 5A (Gapdh).
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4.5. Statistics

Data are presented as means ± standard error of the mean (SEM). Differences of means were
evaluated by Student’s t-test or ANOVA, followed by a post hoc test where appropriate. Calculation
of p values and the generation of figures were performed with GraphPad Prism v. 7.0B (GraphPad
Software Inc., La Jolla, CA, USA).

Supplementary Materials: Supplementary materials can be found at www.mdpi.com/1422-0067/18/5/1006/s1.
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