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ADIPOSIDAD Y CARCINOGÉNESIS HEPÁTICA:  

UNA APROXIMACIÓN EPIGENÉTICA 

La enfermedad del hígado graso no alcohólica (NAFLD) es la principal 

causa del incremento de la incidencia del carcinoma hepatocelular 

(HCC) y se estima que su prevalencia relacionada con la NAFLD 

aumente concomitantemente con la creciente epidemia de la obesidad. 

Varios estudios epidemiológicos han demostrado que la obesidad es un 

factor de riesgo relevante para el HCC, sin embargo, los mecanismos 

moleculares a través de los cuales la obesidad causa el HCC todavía no 

están claros. De hecho, en la literatura no se han encontrado trabajos 

sobre la asociación entre la obesidad y el HCC centrados en estudiar si 

los mecanismos relacionados con las primeras fases del desarrollo 

tumoral podrían ser modificados hacia un estado procarcinogénico por 

efecto de la obesidad, antes incluso de la manifestación de una masa 

tumoral detectable en el hígado. Por tanto, el principal objetivo de la 

presente tesis doctoral consistió en evaluar la expresión de genes 

implicados en las primeras fases del desarrollo tumoral, 

específicamente en hígado, y su reflejo y regulación epigenética en los 

leucocitos circulantes de sangre periférica, según el grado de adiposidad 

y tras una intervención nutricional para inducir pérdida de peso en 

modelos animales y pacientes con obesidad. Los hallazgos de este 

trabajo determinaron que el exceso de adiposidad, característico de la 

obesidad, fue capaz de desencadenar una respuesta procarcinogénica en 

el hígado antes de la manifestación de una masa tumoral, asociada al 

estrés oxidativo e inflamación inducido por el tejido adiposo 

disfuncional obeso, y regulada por mecanismos epigenéticos como la 

metilación del ADN. Tras pérdida de peso por restricción calórica, los 

factores relacionados con la disfunción hepática y la expresión de los 

genes relacionados con la carcionogénesis se revirtió. Dichos resultados 

indican que una reducción en el grado de adiposidad es fundamental 

para prevenir la progresión hacia el HCC relacionado con la NAFLD 

causada por la obesidad. 
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ADIPOSITY AND LIVER CARCINOGENESIS:  

AN EPIGENETIC APPROACH 

Nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) is the main cause of the 

increased incidence of hepatocellular carcionoma (HCC) and its 

prevalence related to NAFLD is estimated to increase concomitantly 

with the growing obesity epidemic. Several epidemiological studies 

have shown that obesity is a relevant risk factor for HCC, however, the 

molecular mechanisms through which obesity causes HCC are still 

unclear. In fact, no studies have been found in the literature on the 

association between obesity and HCC focused on studying whether the 

mechanisms related to the early stages of tumor development could be 

modified towards a procarcinogenic state due to the effect of obesity, 

even before the manifestation of a detectable tumor mass in the liver. 

Therefore, the main objective of this thesis consisted in evaluating the 

expression of genes involved in the early stages of tumor development, 

specifically in the liver, and their reflection and epigenetic regulation in 

circulating peripheral blood leukocytes, according to the degree of 

adiposity and after a nutritional intervention to induce weight loss in 

animal models and obese patients. The findings of this work determined 

that excess adiposity, characteristic of obesity, was able to trigger a 

procarcinogenic response in the liver before the manifestation of a 

tumor mass, induced by oxidative stress and inflammation, and 

regulated by epigenetic mechanisms such as methylation. of DNA. 

After weight loss intervention by energy restriction, the liver 

dysfunction and expression of carcinogenesis-related genes was 

reverted. These results indicate that a reduction in the degree of 

adiposity is essential to prevent progression of NAFLD towards HCC 

related to obesity. 
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ADIPOSIDADE E CARCINOXÉNESE DO FÍGADO:  

UN ENFOQUE EPIXENÉTICO 

A enfermidade do fígado graxo non alcohólico (NAFLD) é a 

enfermidade hepática crónica máis común no mundo e a principal causa 

da maior incidencia de carcinoma hepatocelular (HCC). Estímase que a 

prevalencia de HCC relacionado coa NAFLD aumente concomitante co 

incremento da crecente epidemia de obesidade, considerada a principal 

causa de morte nos próximos anos. Estudos epidemiolóxicos recentes 

demostraron que a obesidade é un factor de risco relevante para o 

HCCs, non obstante, mecanismos moleculares a través dos cales a 

obesidade causa HCC aínda non están claros. Varias investigacións 

tenden a suxerir que a resistencia á insulina, os cambios nos lípidos 

séricos, a NAFLD e a esteatose non alcohólica exercen un papel 

importante. En suma, é sospeitoso de que os mediadores inflamatorios, 

metabólicos e endócrinos asociados á obesidade tamén contribúen para 

a promoción da hepatocarcinoxénese. Neste contexto, as hipóteses máis 

apoiadas pola comunidade científica sobre a asociación entre a 

obesidade e unha maior susceptibilidade ao desenvolvemento do cancro 

implica mecanismos biolóxicos responsables da resistencia á insulina, a 

inflamación xeral e de baixo grao do tecido adiposo, o estrés oxidativo, 

as alteracións na función inmune ou o papel dos perturbadores 

endócrinos, entre outros.  

En relación ao papel da inflamación e o estrés oxidativo como 

mediadores da conexión entre a obesidade e o cancro, traballos 

anteriores do noso grupo de investigación evidenciaron que factores 

secretados polo tecido adiposo obeso disfuncional teñen un efecto 

procarcinoxénico e son responsables da xeración dun microambiente 

favorable para o desenvolvemento tumoral. En consonancia con estes 

achados, algúns estudos realizados nos últimos anos demostraron o 

efecto da obesidade e da inflamación asociada á promoción da 

carcinoxénese e a progresión tumoral de varios tipos importantes de 



 

26 

cancro, incluído o cancro de fígado. Aínda que o vínculo entre a 

obesidade e o cancro é relativamente recente, hai actualmente evidencia 

científica suficiente sobre o efecto da obesidade como factor de risco 

potencial para o desenvolvemento do tumor. Segundo a Axencia 

Internacional para a Investigación do Cancro (IARC), o exceso de graxa 

corporal está asociado cun aumento do risco de 13 tipos diferentes de 

cancro, incluíndo endometrio, mama postmenopáusica, colorrectal, 

esofáxico, renal, meningioma, páncreas, estómago (cardias gástricas), 

fígado, mieloma múltiple, ovario, vesícula biliar e tiroide, destacando o 

cancro de mama, o colorrectal e o de fígado, xa que son dos máis 

prevalentes na poboación nos últimos anos. 

Durante as últimas décadas, propuxéronse diversas intervencións 

para o control do sobrepeso e a obesidade. Entre as estratexias eficaces 

actuais para o tratamento da obesidade están as intervencións 

nutricionais para a perda de peso, os tratamentos farmacolóxicos e os 

procedementos cirúrxicos como a cirurxía bariátrica nos casos máis 

graves de obesidade. Unha das intervencións para perda de peso que 

reportou importantes beneficios foi a dieta cetoxénica moi baixa en 

calorías (VLCKD), concretamente na mellora da calidade de vida dos 

doentes, na reducción da graxa visceral con preservación do músculo o 

una disminución da esteatose fídica. En consonancia cos beneficios 

reportados polas terapias de perda de peso en pacientes obesos, varios 

estudos demostraron que unha intervención no estilo de vida pode ser 

efectiva no tratamento de pacientes con NAFLD, o que resulta nun 

menor risco de desenvolver HCC. Describiuse que a perda de peso pode 

contribuír á regresión de enfermidades hepáticas, o que indica que 

incluso unha perda de peso moderada tamén pode contribuír 

positivamente á mellora da esteatose do fígado e da lipotoxicidade, 

consecuencia da acumulación excesiva de lípidos intrahepáticos desde a 

hiperplasia ata a hipertrofia dos adipocitos do tecido adiposo visceral 

obeso disfuncional. A actividade física e o exercicio tamén mostraron 

resultados satisfactorios na terapia de doentes con NAFLD. 

Recentemente, acordouse que a redución do peso corporal lograda 

mediante restrición calórica, con ou sen maior actividade física, leva a 

unha mellora da graxa no fígado, do grao de inflamación e da fibrose. 



27 

Ante as evidencias científicas descritas e baseadas en achados 

anteriores do grupo, plateámonos que a inflamación e o estrés oxidativo 

desencadeados pola graxa do tecido adiposo disfuncional poidan actuar 

como indutores na creación dun microambiente para a aparición da 

carcinoxénese no fígado e que este efecto protumoral asociado á 

obesidade podería estar mediado por mecanismos epixenéticos como a 

metilación do ADN. Neste contexto, sábese que, en resposta a un 

balance enerxético positivo, hai unha remodelación do tecido adiposo. 

Na obesidade, unha situación de equilibrio enerxético positivo 

prolongada no tempo, a remodelación do tecido adiposo sofre diferentes 

procesos celulares e estruturais que consisten nunha expansión tisular 

ligada a unha infiltración de células inmunes no tecido e na matriz 

extracelular. Como resultado desta expansión do tecido e do 

desequilibrio dos mecanismos homeostáticos adaptativos, prodúcese 

unha disfunción do tecido adiposo que desencadea un microambiente 

proinflamatorio. Esta inflamación local leva a un maior risco de 

comorbilidades metabólicas asociadas á obesidade como NAFLD, onde 

o estrés oxidativo xerado tamén é clave na patoxénese da obesidade e as 

súas comorbilidades asociadas. Neste sentido, propúxose que 

mecanismos epixenéticos como a metilación do ADN poden actuar 

como mediadores subxacentes nestes procesos patolóxicos. As marcas 

epigenéticas son adquiridas, herdadas e reversibles e son directamente 

moduladas pola acción do medio ambiente e axentes externos, xogando 

un papel importante na regulación de diversos procesos celulares 

importantes no corpo, incluíndo a patoxénese da enfermidade, de xeito 

que a presenza de alteracións aberrantes nos perfís de metilación 

globais do ADN foi asociada ao cancro, a obesidade e a enfermidade do 

fígado graxo.    

Como consecuencia, o principal obxectivo da tese doutoral foi 

avaliar a expresión de xenes implicados nas fases iniciais do 

desenvolvemento do tumor, especialmente no fígado, e a súa reflexión e 

regulación epixenética nos leucocitos de sangue periférico circulantes, 

segundo o grao de adiposidade. e despois dunha intervención 

nutricional para inducir a perda de peso en modelos animais e doentes 

con obesidade. Para facelo, investigamos se a obesidade e o seu 

microambiente relacionado, o estrés oxidativo e a inflamación, poderían 
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inducir a expresión diferencial dos xenes asociados coa fase inicial da 

carcinoxénese do fígado e tecido adiposo en ratos obesos e a súa 

reflexión nos leucocitos de doentes con obesidade. A continuación, 

quixemos explorar se a disfunción e a carcinoxénese do fígado asociada 

ao exceso de adiposidade poderían reverterse despois das intervencións 

de adelgazamento. Así mesmo, quixemos determinar o posible efecto 

do secretoma do tecido adiposo e do soro de doentes con obesidade 

grave na expresión de xenes relacionados coa esteatose e carcinoxénese 

nunha liña celular de fígado e a súa reversibilidade a través do 

tratamento con corpos cetónicos, baseado nos datos semellantes 

anteriores do grupo con este tipo de tratamentos in vitro. Finalmente, 

quixemos explorar o papel da regulación epixenética na expresión dos 

xenes estudados en relación á carcinoxénese e á esteatose no fígado, 

estudando os niveis de metilación de xenes en leucocitos circulantes de 

doentes con obesidade e despois da perda de peso inducida por unha 

intervención nutricional. 

Os principais resultados observados ao longo desta tese mostran 

que o exceso de adiposidade, ligada á manifestación de estrés oxidativo 

e inflamación está asociada á desregulación dos xenes implicados nas 

fases iniciais da carcinoxénese no fígado e no tecido adiposo de animais 

obesos e reflexada nos leucocitos de doentes obesos. É importante 

observar que a perda de peso inducida nos estudos in vivo foi capaz de 

reverter o patrón de expresión dos xenes implicados no inicio do 

desenvolvemento do cancro, xa que a diminución do peso corporal 

detectada despois das intervencións foi concomitante á redución de 

adiposidade, que reportou unha mellora na esteatose do fígado e na 

protección antioxidante. Estes resultados reforzáronse cos datos obtidos 

nunha liña celular de hepatocitos humanos, que recreou a desregulación 

xénica relacionada coa carcinoxénese nos tratamentos con secretoma de 

tecido adiposo e soro de doentes con obesidade grave, que foron 

capaces de reproducir o fenotipo de esteatose no fígado definido en 

probas de células tratadas con oleato de sodio. Ademais, o tratamento 

con corpos cetónicos en células con esteatose tratadas con oleato soubo 

inverter o patrón de expresión dos xenes ligado á carcinoxénese, 

concomitante coa redución da acumulación de pingas lipídicas 

citoplasmáticos vistas nas células despois do tratamento con butirato de 
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sodio, resultados similares aos obtidos en estudos in vivo despois da 

perda de peso. Os nosos descubrimentos sobre a asociación entre a 

adiposidade e a desregulación dos xenes implicados na iniciación da 

carcinoxénese poderían ser modulados pola acción das marcas 

epixenéticas, xa que a análise dos perfís de metilación do ADN dos 

xenes diana estudados en leucocitos circulantes de doentes obesos 

revelou cambios significativos en comparación cos perfís observados en 

voluntarios sans de peso normal e despois da intervención nutricional 

destes pacientes tras unha VLCKD. 

En suma, os nosos descubrimentos mostran que o exceso de 

adiposidade característico da obesidade é capaz de desencadear unha 

resposta procarcinóxena no fígado antes da manifestación dunha masa 

tumoral. Esta resposta protumoral é inducida por estrés oxidativo e 

inflamación e está regulada por mecanismos epixenéticos como a 

metilación do ADN. Do mesmo xeito, determinouse que a perda de 

peso xoga un papel fundamental para contrarrestar as características do 

fenotipo da obesidade. Os beneficios observados consistiron nunha 

diminución dos marcadores de estrés oxidativo e inflamación, 

concomitante cunha redución do grao de adiposidade, o que deu lugar a 

unha regulación descendente dos xenes implicados na promoción da 

carcinoxénese. Polo tanto, é esencial unha redución significativa do 

grao de adiposidade para evitar a progresión ao HCC relacionada coa 

NAFLD causada pola obesidade. 
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1. OBESIDAD 

El sobrepeso y la obesidad se definen como una acumulación excesiva 

de grasa corporal, la cual se desencadena como consecuencia de un 

desequilibrio en el balance energético donde la ingesta calórica excede 

al gasto de energía (1). La obesidad se describe como una enfermedad 

crónica grave que afecta negativamente la función de diferentes de 

sistemas de órganos, disminuyendo de manera significativa la calidad 

y la esperanza de vida, ocasionando importantes costes sanitarios 

(2,3). Su etiopatogenia es compleja e incluye factores ambientales, 

socioculturales, fisiológicos, médicos, conductuales, genéticos y 

epigenéticos. Estos factores contribuyen tanto a la aparición, al 

desarrollo como al mantenimiento de este trastorno metabólico (4–6). 

Además, la obesidad es el principal factor de riesgo para un conjunto 

cada vez mayor de enfermedades crónicas, especialmente para 

diabetes tipo 2, enfermedades cardiovasculares y cerebrovasculares, 

síndrome metabólico, enfermedad de hígado graso no alcohólico 

(NAFLD) y diferentes tipos de cáncer (Figura 1) (7–9). Esta 

naturaleza multifactorial, refuerza la idea de que la obesidad es una 

enfermedad compleja que requiere un nuevo enfoque 

multidimensional para integrar y comprender todos los mecanismos 

subyacentes que la causan (10). Así mismo, el desconocimiento acerca 

de los mecanismos patogénicos involucrados en el vínculo entre la 

obesidad y sus comorbilidades asociadas, pone de manifiesto la 

necesidad de nuevos avances en investigación que permitan 

desarrollar y consolidar potentes estrategias para la prevención, el 

control y el tratamiento de esta enfermedad. Por todo ello, en los 

últimos años, el sobrepeso y la obesidad están siendo uno de los 

principales problemas de salud pública en todo el mundo (11,12).  
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Figura 1. Representación de algunas de las enfermedades crónicas para las que la 
obesidad se ha descrito como el principal factor de riesgo. Fuente: elaboración 
propia creada con BioRender.com  

1.1. CLASIFICACIÓN Y EPIDEMIOLOGÍA 

La prevalencia del sobrepeso y la obesidad han aumentado 

notablemente a nivel mundial en las últimas décadas (13). De hecho, la 

obesidad está considerada como la pandemia del siglo XXI (14,15) y se 

estima que se convertirá en la principal causa de mortalidad en los 

próximos años (2), debido a la actual incapacidad para contener su alta 

prevalencia (11). Estimaciones recientes ajustadas por edad informan 

que en 2016 el 39% de la población adulta mundial tenía sobrepeso y 

que el 13% de esta padecía obesidad, según los datos del último 

informe de 2018 de la Organización Mundial de la Salud (14). Esta 

tendencia al alza de la obesidad en todo el mundo es extremadamente 

alarmante y convierte a esta enfermedad metabólica en un factor de 
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riesgo prioritario en la implementación de estrategias efectivas de 

control saludables (2). La incidencia ha aumentado tanto en los países 

desarrollados como en los países en vías de desarrollo debido, entre 

otros determinantes, a dietas desequilibradas, escasa actividad física, 

estrés crónico, ciertos tratamientos farmacológicos y contaminantes 

ambientales (16–20).  

Desde el punto de vista clínico, en la actualidad existen marcadores 

clásicos que se utilizan habitualmente para la definición y el diagnóstico 

de la obesidad. Al respecto, se ha propuesto el índice de masa corporal 

(IMC), que se calcula como la relación entre el peso corporal (kg) y la 

altura en metros al cuadrado (m
2
), como método más utilizado para 

definir el sobrepeso (IMC 25-29,9 kg/m
2
) y la obesidad (IMC≥30 

kg/m
2
) (21,22), debido a su fácil empleo en la práctica clínica (11,23). 

Recientes estudios epidemiológicos han identificado que un IMC alto se 

asocia a un mayor riesgo de desarrollo de enfermedades crónicas (13). 

Así, por cada aumento de 5 unidades en el IMC por encima de 25 

kg/m
2
, la mortalidad global aumenta en un 29%, la mortalidad vascular 

en un 41% y la mortalidad relacionada con la diabetes en un 210% (24). 

Sin embrago, este índice evalúa indirectamente la adiposidad, por lo 

que otros marcadores basados en las mediciones de la circunferencia de 

la cintura (CC) y la composición corporal están siendo ampliamente 

usados en clínica con el objetivo de cuantificar la adiposidad con más 

precisión que solo empleando los puntos de corte del IMC (25–27) 

(Tabla 1). El porcentaje de grasa corporal es uno de los estimadores 

más recomendados por su mayor capacidad para estratificar a los 

pacientes según sus riesgos metabólicos y cardiovasculares (28). En 

cuanto a su determinación, los métodos más precisos diseñados para 

medir la grasa corporal son la pletismografía por desplazamiento de 

aire, la impedancia bioeléctrica, la absorciometría de rayos X de energía 

dual y los calibradores de pliegues cutáneos (29).  
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Tabla 1. Marcadores empleados en clínica para definir y diagnosticar la obesidad. 

Obesidad 

IMC (kg/m2) 
Sobrepeso 

Obesidad 
tipo I 

Obesidad 
tipo II 

Obesidad 
tipo III 

25 - 29,9  30 - 34,9  35,0 - 39,9  ≥40  

 Hombres Mujeres 

CC (cm) >102 >88 

Grasa corporal (%) ≥25 ≥32 

IMC, índice de masa corporal; CC, circunferencia de cintura. 

1.2.   TRATAMIENTOS PARA LA OBESIDAD 

Los tratamientos para la obesidad deben adaptarse a las necesidades de 

cada paciente individual y deben estar enfocados a cumplir una serie de 

objetivos relacionados principalmente con la reducción del peso 

corporal a largo plazo, la mejora de factores de riesgo relacionados con 

la obesidad, la reducción de enfermedades relacionadas con la obesidad 

y la mejora de la calidad de vida (30). Además, todos los pacientes 

deben recibir por parte de los profesionales de la salud un 

asesoramiento sobre cambios potenciales en el estilo de vida basados en 

la promoción de una dieta saludable y actividad física (31). Durante las 

últimas décadas se han propuesto varias intervenciones para el manejo 

del sobrepeso y la obesidad. Entre las actuales estrategias efectivas para 

el tratamiento de la obesidad se encuentran las intervenciones 

nutricionales para pérdida de peso, los tratamientos farmacológicos y, 

en los casos más severos de obesidad, los procedimientos quirúrgicos 

como la cirugía bariátrica (29,32,33).  

La base de cualquier tratamiento de la obesidad implica disminuir la 

ingesta energética y/o aumentar el gasto energético (ejercicio) para 

crear un balance energético negativo (34–37). Respecto a las terapias 

dietéticas, en términos generales, se han descrito cuatro tipos de 

intervenciones para pérdida de peso utilizados en el tratamiento de las 
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personas con sobrepeso u obesidad, que incluyen dietas bajas en 

calorías (LCD), dietas bajas en grasas, dietas bajas en carbohidratos y 

dietas muy bajas en calorías (VLCD) (38–41). El método o estrategia 

de tratamiento mediante el cual se logra la reducción de la ingesta 

calórica varía de una dieta a otra, aunque en última instancia resultan en 

una reducción de las calorías consumidas (42). Los investigadores 

clínicos afirman que el impacto de la restricción calórica que produce 

una dieta supera el impacto de la composición de macronutrientes de las 

calorías consumidas en esa dieta (42,43) y que la adherencia a la dieta 

es un factor importante determinante de la pérdida de peso (44,45). En 

este sentido, se hace imprescindible identificar dietas capaces de 

producir una pérdida de peso significativa y mantenida en el tiempo. 

Por ello y de acuerdo a los alentadores resultados de las dietas VLCD, 

en los últimos años esta intervención ha evolucionado a las actuales 

dietas cetogénicas muy bajas en calorías (VLCKD), cuyos resultados 

han evidenciado ser efectivas para lograr una pérdida de peso rápida y 

significativa (46). 

1.2.1. Dieta cetogénica muy baja en calorías 

Recientemente, las VLCKD han ganado un creciente interés como 

opción terapéutica eficaz para el tratamiento de la obesidad y sus 

comorbilidades, así como herramienta útil para la pérdida de peso antes 

de procedimientos quirúrgicos como la cirugía bariátrica (47–50). 

Representa una intervención nutricional que imita el ayuno mediante 

una marcada restricción de la ingesta diaria de carbohidratos, 

generalmente inferior a 30 g/día (≃13% del total ingesta energética), 

con un aumento relativo de las proporciones de grasas (≃44%) y 

proteínas (≃43%) y una ingesta de energía diaria total <800 kcal 

(47,48). Se caracteriza por un bajo contenido en lípidos, principalmente 

derivados del aceite de oliva (≃20 g/día) y, a pesar de los porcentajes 

indicados, no es considerada como una dieta alta en proteínas, ya que la 

ingesta diaria de proteínas de alto valor biológico es de 

aproximadamente 1,2-1,5 g/kg de peso corporal ideal (51–53).  

El programa de adelgazamiento se estructura en diferentes etapas e 

incluye un período cetogénico, característico de este tipo de dieta. La 
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cetogénesis ocurre en las mitocondrias de los hepatocitos (54,55) y hace 

referencia a la producción de un grupo de pequeñas moléculas 

colectivamente conocidas como cuerpos cetónicos, entre los que se 

incluyen el betahidroxibutirato, el acetoacetato y la acetona, siendo el 

betahidroxibutirato el cuerpo cetónico más abundante en la sangre (56). 

Aunque los cuerpos cetónicos se producen en bajo grado en individuos 

sanos, la cetogénesis aumenta sustancialmente en condiciones de 

disponibilidad reducida de glucosa y después del agotamiento de las 

reservas celulares de glucógeno, incluyendo el ayuno, la actividad física 

intensiva y la VLCKD. Bajo estas circunstancias, los cuerpos cetónicos 

transfieren la energía almacenada como lípidos en el hígado a los 

órganos extrahepáticos, como corazón, riñón, músculo esquelético, 

sistema nervioso central, actuando como una fuente de combustible 

alternativa para los tejidos periféricos (57,58). Cabe remarcar, que la 

cetosis que ocurre durante la VLCKD representa un mecanismo 

fisiológico, completamente diferente de la condición patológica 

conocida como cetoacidosis diabética (59). De hecho, los estudios 

evidencian que las concentraciones de betahidroxibutirato durante este 

periodo de cetosis no suelen exceder de 0,70 mmol/l (60), 

concentración que se encuentra muy por debajo de la detectada en 

sangre en adultos con cetoacidosis diabética (3,8 mmol/l) (61).  

Entre los actuales hallazgos y principales beneficios reportados 

desde los estudios realizados con intervenciones basadas en VLCKD 

destacan la disminución significativa del tejido adiposo visceral (62), la 

preservación de la masa muscular y la fuerza (63), la no afectación de la 

tasa metabólica en reposo (64), el mantenimiento de un estado de ánimo 

favorable y calidad de vida (65) así como, la seguridad en términos de 

equilibrio ácido-base (60). Actualmente, las VLCKD se recomiendan 

como una intervención dietética rápida y eficaz, donde los cuerpos 

cetónicos generados actúan como poderosos agentes anorexigénicos, 

dando como resultado una reducción general de la percepción de 

hambre e ingesta de alimentos (46,48,66,67). 
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2. OBESIDAD Y CÁNCER 

La asociación entre la obesidad y el cáncer es relativamente reciente, 

siendo publicado en 2001 el primer metaanálisis que evidenció la 

asociación entre la obesidad y el cáncer (68). Las investigaciones 

llevadas a cabo en esta línea han evolucionado rápidamente durante las 

últimas dos décadas y en la actualidad existe suficiente evidencia 

científica sobre el efecto de la obesidad como potencial factor de riesgo 

para el desarrollo tumoral (69). Según la Agencia Internacional para la 

Investigación del Cáncer (IARC) el exceso de grasa corporal se asocia 

con un mayor riesgo de 13 tipos diferentes de cáncer (Figura 2), 

incluidos endometrio, mama posmenopáusica, colorrectal, esofágico, 

renal, meningioma, páncreas, estómago (cardias gástrico), hígado, 

mieloma múltiple, ovario, vesícula biliar y tiroides (70), destacando el 

cáncer de mama, el colorrectal y el hepático por encontrarse entre los 

más prevalentes en la población en los últimos años (71). 

Las elevadas tasas de sobrepeso y obesidad en la población mundial 

constituyen el determinante principal de la creciente prevalencia de 

muchos de estos tipos de cáncer, incluso superando al tabaquismo como 

la principal causa prevenible de cáncer (72). En este sentido, se estima 

que entre el 30% y el 40% de los cánceres se podrían prevenir mediante 

cambios en el estilo de vida, como una mejora de la dieta, promoción de 

la actividad física y menor exposición a factores ambientales de riesgo 

(73–77).  
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Figura 2. Representación de los 13 tipos de cáncer asociados a la obesidad. 
Fuente: elaboración propia creada con BioRender.com  

Sin embargo, a pesar de las consistentes evidencias epidemiológicas 

hasta la fecha, los mecanismos moleculares subyacentes que podrían 

explicar cómo el exceso de adiposidad corporal se vincula con una 

mayor incidencia de cáncer todavía se desconocen. Las hipótesis más 

respaldadas por la comunidad científica, acerca del vínculo entre la 

obesidad abdominal y la susceptibilidad tumoral hacen referencia a los 

mecanismos biológicos responsables de la resistencia a la insulina, la 

inflamación general y de bajo grado del tejido adiposo, el estrés 

oxidativo, las alteraciones en la función inmunológica, o el papel de los 

disruptores endocrinos, entre otros (78–82). 
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En relación al papel de la inflamación y el estrés oxidativo como 

mediadores del vínculo entre la obesidad y el cáncer, anteriores trabajos 

realizados por nuestro grupo de investigación evidencian que los 

factores secretados por el tejido adiposo disfuncional obeso tienen un 

efecto procarcinogénico y son los responsables de la generación de un 

microambiente favorable para el desarrollo tumoral (80,83,84).  

En línea con estos hallazgos, algunos estudios llevados a cabo en los 

últimos años han demostrado el efecto que ejerce la obesidad y la 

inflamación asociada a la obesidad en la promoción de la 

carcinogénesis y la progresión tumoral de varios tipos de cáncer 

importantes (79), como el cáncer de mama (85–87) el cáncer colorrectal 

(88–91) y cáncer de hígado (92–95), entre otros.  

Estudios epidemiológicos han demostrado que la obesidad es un factor 

de riesgo relevante para el carcinoma hepatocelular (HCC) (96,97). En 

este sentido, se ha postulado que la asociación del HCC con la obesidad 

represente muy probablemente la progresión de la enfermedad del 

hígado graso no alcohólico (NAFLD) subyacente a la cirrosis (97), por 

lo que se estima que la prevalencia de HCC relacionado con NAFLD 

aumente concomitantemente con la creciente epidemia de la obesidad 

(98,99). 

Los mecanismos a través de los cuales la obesidad causa el HCC 

todavía no están claros, aunque se ha observado que la resistencia a la 

insulina, las alteraciones de los lípidos séricos, la NAFLD y la 

esteatosis no alcohólica juegan un papel importante (100). Además, se 

sospecha que los mediadores inflamatorios, metabólicos y endocrinos 

asociados a la obesidad también contribuyen a la hepatocarcinogénesis 

(101). 

 





Introducción 

55 

3. ENFERMEDAD DE HÍGADO  

GRASO NO ALCOHÓLICO 

La NAFLD es la forma más común de enfermedad hepática crónica en 

el mundo, afectando aproximadamente al 25% de la población general 

(98,102). La NAFLD es la principal causa del incremento de la 

incidencia del HCC, definido como el sexto cáncer más común en el 

mundo y la tercera causa de muerte relacionada con el cáncer 

(99,103,104). Además, debido al aumento alarmante de las 

enfermedades metabólicas, se espera que la incidencia del HCC 

relacionado con NAFLD se multiplique en el futuro y que este aumento 

sea concomitante a la creciente epidemia de la obesidad (99,103). 

Clínicamente, NAFLD abarca un espectro de características 

histológicas que van desde la esteatosis simple, caracterizada por la 

acumulación de grasa en el hígado, hasta la esteatohepatitis no 

alcohólica (NASH), asociada con la hinchazón de los hepatocitos, 

inflamación y/o fibrosis, conduciendo finalmente a cirrosis hepática y 

HCC (105) (Figura 3). 

 

Figura 3. Representación del espectro de características histológicas de NAFLD. 
NAFLD, enfermedad del hígado graso no alcohólico; NASH, esteatohepatitis no 
alcohólica; HCC, carcinoma hepatocelular. Fuente: elaboración propia creada con 
BioRender.com  
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La patogenia de NAFLD y los mecanismos moleculares subyacentes de 

su progresión a NASH se han estudiado extensamente. Sin embargo, 

aunque los procesos que determinan la acumulación de grasa son en su 

mayoría claros, los mecanismos asociados con la progresión de la 

enfermedad no están completamente caracterizados (106). Se sabe que 

el primer paso en el desarrollo de NAFLD/NASH está representado por 

la acumulación de grasa en el hígado, una condición que comúnmente 

se asocia con características del síndrome metabólico, como obesidad, 

diabetes tipo 2, dislipidemia e hipertensión (102). La obesidad 

incrementa el riesgo de NAFLD (107,108) y datos recientes reflejan 

que la prevalencia de NAFLD es proporcional al incremento de IMC y 

que aumenta a más del 90% para las personas con obesidad (109). En 

este contexto, cada vez son más los estudios que demuestran que el 

efecto perjudicial que ejerce la obesidad sobre el desarrollo de NAFLD 

puede revertirse en las primeras fases de la esteatosis hepática mediante 

intervenciones para pérdida de peso basadas en dieta y ejercicio (110–

113), donde las VLCKD también han evidenciado ser una alternativa 

eficaz para el tratamiento de NAFLD (114) . 

Otros mecanismos que participan en la patogénesis y progresión de 

NAFLD están asociados con la resistencia a la insulina y el síndrome 

metabólico, incluyendo, además de la acumulación de lípidos, la 

lipotoxicidad, el estrés oxidativo, la disfunción mitocondrial y las 

alteraciones en la señalización del eje intestino-hígado (115) (Figura 

4). 

Desde el punto de vista patológico, se han identificado al menos 3 

mecanismos como fuente de acumulación excesiva de lípidos en el 

hígado. El mecanismo principal está representado por el aumento de la 

lipólisis de los depósitos de grasa visceral y su consiguiente flujo 

excesivo de ácidos grasos libres al hígado (59%), seguido de la 

activación de la lipogénesis de novo hepática (26%) y el alto contenido 

de calorías y/o grasas en la dieta (15%) (116). La acumulación de 

lípidos puede promover la lipotoxicidad y la disfunción mitocondrial, 

desencadenando así la muerte de los hepatocitos, la inflamación y la 

fibrosis (106). Mientras que la esteatosis simple se considera una 

afección más benigna, su evolución a NASH se asocia con un mayor 
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riesgo de cirrosis y desarrollo de HCC (117), resultado de una 

interacción compleja que involucra a las células hepáticas y a señales 

patológicas provenientes de otros órganos, como el tejido adiposo y el 

intestino (115). 

 

Figura 4. Esquema de los sellos de identidad de NAFLD. RE, retículo 
endoplasmático. Fuente: elaboración propia creada con BioRender.com  

Los mecanismos moleculares asociados con el desarrollo y la 

progresión de NAFLD deben explorarse más a fondo. En este contexto, 

la identificación precoz de los pacientes predispuestos a desarrollar 

NAFLD sería útil para establecer procedimientos que modifiquen el 

estilo de vida de los pacientes para evitar la progresión a enfermedad 

hepática grave y sus complicaciones (118). Durante la última década, 

los estudios de asociación genética han demostrado ser útiles para 

identificar biomarcadores de susceptibilidad a enfermedades complejas 

multifactoriales, incluida la NAFLD (119), aunque en la mayoría de los 

casos, las pruebas funcionales de los genes identificados son 

insuficientes. Por lo tanto, son necesarias más investigaciones que 

permitan identificar los genes y las vías subyacentes que están 

asociadas e influyen directamente en el desarrollo de NAFLD. 
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3.1.  ACUMULACIÓN DE LÍPIDOS Y LIPOTOXICIDAD COMO 

MECANISMOS PRINCIPALES EN EL DESARROLLO DE NAFLD 

Como se ha mencionado, la distribución de los depósitos de grasa en el 

cuerpo es importante. Los ácidos grasos libres que proceden de la lipólisis 

activa del VAT son absorbidos por el hígado para convertirse en la 

principal fuente de lípidos que contribuyen al almacenamiento de 

triglicéridos hepáticos en NAFLD (120,121). Esta liberación masiva de 

ácidos grasos libres por parte del tejido adiposo tiene lugar en un estado de 

resistencia a la insulina, evento patogénico clave asociado con el desarrollo 

de esteatosis hepática (122). Además de la acumulación de triglicéridos, la 

lipotoxicidad es otro de los mecanismos más investigados en la patogenia 

de NAFLD. La lipotoxicidad juega un papel relevante en la patogénesis de 

la esteatosis hepática, la inflamación y la fibrosis, dado que no sólo la 

cantidad de lípidos acumulados es importante en la lesión de las 

células hepáticas, sino también el tipo de molécula lipídica (123,124).  

En este contexto, los triglicéridos representan una forma principal de 

lípidos intrahepáticos acumulados en NAFLD y son responsables de la 

esteatosis hepática. El aumento de la ingesta de triglicéridos en la dieta y 

el transporte de ácidos grasos liberados del tejido adiposo resistente a la 

insulina, así como la lipogénesis de novo intensiva en el hígado, son las 

vías más importantes que conducen a la acumulación intrahepática de 

triglicéridos, almacenados como pequeñas gotas lipídicas (125,126).  

Otras moléculas lipídicas, los ácidos grasos no esterificados, se 

encuentran entre las moléculas más comunes susceptibles de producir 

lipotoxicidad. Los ácidos grasos hepáticos derivan principalmente de la 

reserva de plasma (lipólisis del tejido adiposo), de la síntesis o 

lipogénesis de novo en el hígado o liberados de los lisosomas después de 

la autofagia (127). La acumulación de ácidos grasos hepáticos como 

lípidos complejos promueve la esteatosis y el exceso que no es 

incorporado como formas más complejas es lipotóxico, conduciendo a 

los hepatocitos a estrés del retículo endoplásmico, disfunción 

mitocondrial y estrés oxidativo seguido de la formación de especies 

reactivas de oxígeno (ROS). Estos procesos activan vías 

proinflamatorias y profibróticas, promoviendo la progresión de la 

enfermedad hacia NASH (126,128). 
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3.2.  PRINCIPALES MODELOS IN VITRO E IN VIVO DE NAFLD 

Los modelos in vitro de NAFLD han variado desde sistemas basados en 

cultivos celulares simples expuestos a varios lípidos y citocinas hasta 

modelos más sofisticados basados en cultivos de organoides 

multicelulares en 3D (129,130). Los hepatocitos humanos primarios se 

consideran el modelo “estándar de oro” a corto plazo para representar el 

modelo de hígado humano in vitro para los estudios de toxicidad y 

metabolismo de xenobióticos, debido a su alta funcionalidad en relación 

con el órgano humano in vivo (131). Sin embargo, a causa de sus 

importantes limitaciones (obtención de la muestra, variabilidad y escasa 

duración en cultivo), en los últimos años se ha propuesto el uso de 

líneas celulares de hepatoma humano como alternativa fiable para 

modelizar la esteatosis y NAFLD in vitro (130,132). 

En este contexto, las células HepG2 se han utilizado ampliamente (133–

135), sin embargo, un inconveniente importante en el uso de HepG2 es 

la pérdida de diversas funciones específicas del hígado, como su falta o 

baja expresión de enzimas metabolizadoras de fármacos. Estudios 

recientes realizados con la línea celular HepaRG exhiben mejoras 

relevantes (136–138). Estas células se caracterizan por formar colonias 

típicas de tipo hepatocito rodeadas por células de tipo epitelial biliar, 

por expresar varios citocromos (CYP1A2, 2B6, 2C9, 2E1, 3A4) y 

receptores nucleares constitutivos a niveles comparables a los 

encontrados en hepatocitos humanos primarios cultivados, junto con 

albúmina, haptoglobina y aldolasa B, un marcador específico de los 

hepatocitos adultos (139–141). Así, se evidencia la utilidad de las 

células HepaRG como un sistema de ensayo para el cribado de la 

esteatosis hepática inducida por fármacos (141) y para estudios de 

toxicidad y metabolismo xenobiótico (142). 

Los modelos animales de NASH se pueden clasificar en términos 

generales como modelos inducidos por la dieta, modelos genéticos o 

una combinación de más de una intervención (143). Aunque muchos 

modelos pueden conducir a la acumulación de lípidos en el hígado, no 

todos lo hacen por vías que se sabe que son relevantes para NASH 

humana, y aunque la apariencia histológica de muchos modelos puede 
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parecerse es posible que las características metabólicas y 

transcriptómicas en el hígado no lo sean (144). Por ello, cada vez más 

los modelos se evalúan sobre la base de las características proteómicas, 

lipidómicas y transcriptómicas, en lugar de la histología sola, para 

evaluar su relevancia para las enfermedades humanas (128). 

Dentro de los modelos animales de NASH desarrollados a partir de 

obesidad inducida por la dieta, es muy común emplear ratones de la 

cepa C57Bl/6J (145,146) y ratas Sprague Dawley (147,148), aunque 

estos roedores no desarrollan de forma constante esteatohepatitis o 

fibrosis avanzada con una dieta rica en grasas (149). 

Los principales modelos animales genéticos de NASH incluyen los 

ratones ob/ob (deficiencia de leptina) y db/db (deficiencia del receptor 

de leptina), y las ratas Zucker (fa/fa, deficiencia del receptor de leptina). 

Entre estos, el modelo más comúnmente usado de NAFLD es 

empleando ratas Zucker obesas, también utilizadas como modelo 

animal de obesidad genética y síndrome metabólico (150).  

Las ratas Zucker se caracterizan por desarrollar obesidad grave, son 

hiperleptinémicos, hiperfágicos, inactivos, resistentes a la insulina, con 

presión arterial sistólica aumentaba (a las 28 semanas) y niveles de 

adiponectina plasmática más altos en comparación a las ratas delgadas 

(Fa/fa) (151–154). En los animales con fenotipo obeso (fa/fa), la 

acumulación de grasa en forma de triglicéridos en el hígado se localiza 

en el área periportal (155,156), la esteatosis macrovesicular o 

microvesicular está presente (157) y se detectan bajas cantidades de 

GSH y vitamina E junto con una actividad disminuida de la catalasa, 

relacionado con la presencia de estrés oxidativo (158).  
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3.3. GENES RELACIONADOS CON EL METABOLISMO DE LOS LÍPIDOS 

DESREGULADOS EN NAFLD 

3.3.1. Genes regulados positivamente  

La acetil-CoA carboxilasa beta (ACACB) es una enzima asociada 

a la membrana de la mitocondria que regula negativamente la oxidación 

de ácidos grasos, produciendo malonil-CoA, sustrato para la biosíntesis 

de ácidos grasos e inhibidor de la cetogénesis (159). Juega un papel 

crucial en el metabolismo de los ácidos grasos y se expresa 

principalmente en tejidos oxidativos como corazón y músculo 

esquelético (160), y en hígado (161), donde su expresión génica está 

regulada por el estado nutricional (162). En modelos animales de 

NAFLD y resistencia a la insulina, modelos de obesidad inducida por 

dieta y en pacientes con hígado graso se ha descrito que tratamientos 

que inhiben o disminuyen los niveles de expresión hepática de ACACB 

dan como resultado una reducción de la esteatosis hepática con 

elevación de los triglicéridos plasmáticos (163–166). También se ha 

observado un aumento de la expresión de ACACB en HCC, por lo que 

varios estudios postulan que los inhibidores de ACACB podrían ser 

agentes terapéuticos potenciales para el tratamiento eficaz de los 

cánceres relacionados con la obesidad (167).   

La piruvato deshidrogenasa quinasa isoenzima 4 (PDK4) es una 

enzima mitocondrial que juega un papel clave en el metabolismo de la 

glucosa, regulando la actividad del complejo piruvato deshidrogenasa 

(168). PDK4 está altamente expresada en hígado, corazón y músculo 

esquelético, y es un regulador de control para el metabolismo de la 

glucosa (169,170). La expresión hepática de PDK4 está aumenta tanto 

en humanos como en ratones con NAFLD, así como en hepatocitos 

tratados con ácido oleico, cuya función se ha relacionado con el 

metabolismo de los lípidos hepáticos (171,172). Cuando se produce una 

deficiencia de PDK4, se observa una alteración del metabolismo de la 

glucosa y los lípidos en el hígado. Como consecuencia de esta 

deficiencia, en ratones NASH se evidencia una mejora significativa de 

la esteatosis hepática, reflejada como un menor peso del hígado y 

niveles reducidos de TG hepáticos (173). Estos hallazgos evidencian 
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que PDK4 contribuye potencialmente a la patogénesis de NAFLD y 

NASH a través de la regulación de vías del metabolismo de la glucosa y 

de los lípidos en hígado, por lo que puede ser una nueva estrategia 

terapéutica contra NAFLD (173,174). 

La perilipina 2 (PLIN2) o proteína relacionada con la 

diferenciación adiposa  es una proteína constitutivamente ubicada en la 

superficie de las gotas de lípidos (175). En NAFLD está regulada al 

alza y se encuentra asociada a los hepatocitos inflamados, demostrando 

que PLIN2 se une preferentemente a lípidos proinflamatorios 

(176,177).  En ratones, la ablación global de PLIN2 disminuyó los 

niveles de triglicéridos hepáticos y protegió contra la obesidad inducida 

por la dieta, la inflamación adiposa y la esteatosis hepática (178,179), 

Estos ratones también exhibieron una expresión hepática disminuida de 

marcadores proinflamatorios y una expresión reducida de las proteínas 

de estrés del retículo endoplásmico (180).  La reducción de sus niveles 

de PLIN2 resultó en una disminución de los lípidos hepáticos, 

acumulación y aumento de la sensibilidad a la insulina (181). Estos 

datos apoyan el papel de PLIN2 en la promoción de la esteatosis 

hepática y su uso como objetivo terapéutico, aunque se sabe 

relativamente poco acerca de si esta proteína contribuye a la 

patogénesis de NAFLD relacionada con la inflamación (180). 

La interleucina 6 (IL-6) es una citoquina inflamatoria importante. 

En condiciones fisiológicas, es esencial para la correcta homeostasis del 

tejido hepático, la regeneración del hígado, la defensa contra 

infecciones y la regulación de las funciones metabólicas. Sin embargo, 

la activación persistente de la IL-6 parece ser perjudicial e incluso 

puede conducir al desarrollo de cáncer de hígado (182). La síntesis y 

secreción de IL-6 por parte de fibroblastos, monocitos, macrófagos, 

células T y células endoteliales se induce durante condiciones 

inflamatorias (183). Varios estudios han explorado las asociaciones 

entre el gen de la IL-6 y la susceptibilidad a las enfermedades hepáticas. 

Aunque los resultados siguen siendo ambiguos, la IL-6 podría 

desempeñar un papel central en el desarrollo y progresión de las 

enfermedades hepáticas, así como en la regeneración del hígado (184–

186). En este contexto, se han evidenciado altos niveles séricos de IL-6 
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en las enfermedades hepáticas, (187) y niveles plasmáticos altos de IL-6 

se han sugerido como un biomarcador para el pronóstico precario de los 

pacientes con HCC (188), ya que la IL-6 es crucial para el desarrollo 

del HCC. El papel de la señalización de IL-6 en el metabolismo 

hepático, la obesidad y la resistencia a la insulina también es 

controvertido, aunque se ha detectado que los niveles séricos de IL-6 se 

correlacionan con el grado de obesidad (189) y el desarrollo de diabetes 

tipo 2 (190), lo que sugiere que la IL-6 está relacionada causalmente 

con el desarrollo de enfermedades metabólicas (182). 

3.3.2. Genes regulados negativamente 

El miembro 1 de la familia de transportadores facilitadores de 

glucosa (SLC2A1), está expresado en músculo, tejido adiposo y 

particularmente en hígado, donde recientemente se le ha definido como 

marcador de enfermedades oncogénicas y metabólicas hepáticas (191). 

Aunque previamente SLC2A1 ha sido relacionado con diabetes tipo 2 

(192), en los últimos años se ha observado que la expresión de SLC2A1 

está disminuida en biopsias hepáticas de pacientes con NAFLD y que 

su silenciamiento en líneas celulares aumenta significativamente los 

niveles de especies reactivas del oxígeno (ROS), indicando que 

SLC2A1 contribuye activamente a regular un entorno proinflamatorio 

en las primeras etapas de la enfermedad del hígado graso (119,193). 

Estas observaciones ponen de manifiesto el papel potencial de SLC2A1 

en el hígado, por su implicación en el almacenamiento de lípidos y en la 

respuesta inflamatoria y dañina, ambas características críticas de 

NAFLD, proporcionan nuevos conocimientos relevantes sobre la 

patogénesis de NAFLD (194,195).  

La apolipoproteína C3 (APOC3) es una proteína de unión a lípidos 

que circula principalmente en lipoproteínas ricas en TG. Es secretado 

principalmente por el hígado y afecta al metabolismo de los TG a través 

de múltiples mecanismos (196–198). Su desregulación se asocia con un 

metabolismo anormal de los TG, de ahí su importancia en la patogenia 

de la hipertrigliceridemia (199,200). Sin embargo, la contribución 

funcional de APOC3 como factor predisponente para NAFLD sigue 

siendo controvertido, aunque estudios en esta línea han evidenciado que 
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APOC3 es un factor de riesgo para NAFLD y podría contribuir a un 

mayor contenido de grasa hepática (201–203), ya que en un estudio en 

humanos se determinó que una disminución de la expresión de APOC3 

se correlacionaba con un aumento del nivel de TG hepáticos y una 

mayor prevalencia de NAFLD (203). 

La estearoil-CoA desaturasa (SCD) es una enzima involucrada en 

la biosíntesis de ácidos grasos monoinsaturados (principalmente oleato 

y palmitato), sustratos principales para la síntesis de triacilgliceroles y 

otros lípidos, a partir de la conversión de los ácidos grasos saturados 

(204). Se considera una enzima clave en la regulación del metabolismo 

de los lípidos y la síntesis de triacilgliceroles y se expresa de forma 

diferencial en el hígado (205). Diversos estudios han demostrado que 

SCD participa en la modulación de fenotipos asociados al síndrome 

metabólico (206), incluida la obesidad (207), la resistencia a la insulina 

(208) y NAFLD (209), aunque su papel específico en el desarrollo de 

enfermedades metabólicas humanas es controvertido. Estudios han 

indicado que la actividad y la expresión de SCD no están reguladas 

positivamente en sujetos con hígado graso y que el índice de actividad 

de SCD hepático se correlaciona negativamente con el contenido de 

grasa hepática (210). En modelos animales de NAFLD inducido por la 

dieta, hígado graso se asocia con la regulación a la baja de la 

transcripción hepática de SCD, cambios que no se vieron muy afectados 

por el estado de resistencia a la insulina periférica (205). 
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4. TEJIDO ADIPOSO EN LA 

FISIOPATOLOGÍA DE LA OBESIDAD 

En mamíferos, el tejido adiposo se divide en tejido adiposo pardo, 

responsable de la actividad termogénica, y tejido adiposo blanco, 

responsable del almacenamiento de grasa (211–213), sobre el que 

centraremos este apartado. El tejido adiposo blanco se distribuye en 

múltiples depósitos en el cuerpo y se compone de células grasas o 

adipocitos, células progenitoras adiposas o preadipocitos y otros tipos 

de células no adipogénicas (fibroblastos, células endoteliales, 

macrófagos y otras células inmunes) (214). Los adipocitos, el principal 

componente celular, son células secretoras metabólicamente activas y 

potentes capaces de liberar una gran cantidad de adipocinas 

involucradas en la regulación del apetito, funciones inflamatorias e 

inmunes, metabolismo de la glucosa y de los lípidos, homeostasis 

cardiovascular y reproducción, entre otras importantes funciones 

biológicas y fisiológicas (215,216).  

El tejido adiposo blanco es muy heterogéneo y desempeña un papel 

clave en el metabolismo energético, ya que su principal función es el 

mantenimiento de la homeostasis energética (217). Atendiendo a la 

disposición anatómica, el tejido adiposo blanco consta principalmente 

de un componente intraabdominal central, denominado tejido adiposo 

visceral (VAT), y un depósito periférico superficial, denominado tejido 

adiposo subcutáneo (SAT) (217,218). Estos depósitos de grasa 

presentan importantes diferencias entre ellos. En concreto, el VAT 

comparado con el SAT se ha descrito como más vascular e inervado, 

caracterizado por contener un mayor número de células inflamatorias e 

inmunes, menor capacidad de diferenciación de preadipocitos, mayor 

porcentaje de adipocitos maduros grandes y más receptores de 

glucocorticoides y andrógenos. Además, los adipocitos de tipo visceral 
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son más activos metabólicamente, más sensibles a la lipólisis y más 

resistentes a la insulina, tienen una mayor capacidad para generar 

ácidos grasos libres y captar glucosa. En cambio, el SAT presenta una 

mayor capacidad de absorción de ácidos grasos libres y triglicéridos 

circulantes (219,220). 

En términos generales, el VAT se ha asociado con riesgo metabólico y 

el SAT con efectos protectores sobre la homeostasis energética (218), o 

lo que es lo mismo, la adiposidad central, más que la adiposidad 

periférica, es un factor de riesgo importante en el establecimiento de 

enfermedades metabólicas (221,222). En este sentido, la distribución 

anatómica de los diferentes depósitos de grasa en el interior del cuerpo 

determina su identidad metabólica y roles fisiológicos siendo también 

un factor relevante que influye en el desarrollo de comorbilidades 

asociadas a la obesidad (223).  

4.1.  TEJIDO ADIPOSO COMO ÓRGANO ENDOCRINO 

Tradicionalmente, se consideraba al tejido adiposo como un órgano de 

almacenamiento de energía a largo plazo a partir del cual se liberan 

ácidos grasos libres durante el ayuno para cubrir las demandas de 

energía del organismo (224). Actualmente, la visión del tejido adiposo 

ha cambiado significativamente y ahora se reconoce como un órgano 

endocrino complejo y dinámico que ejerce un papel importante en la 

homeostasis corporal (225–227). 

El tejido adiposo se comunica con otros órganos centrales y periféricos 

mediante la síntesis y secreción de una gran cantidad de moléculas 

denominadas adipocinas, sustancias bioactivas que participan en la 

homeostasis de varios procesos fisiológicos (228). Entre las principales 

adipocinas secretadas por el tejido adiposo encontramos la leptina, el 

factor de necrosis tumoral alfa (TNFα), la interleucina-6 (IL-6), el 

inhibidor del activador del plasminógeno 1 (PAI-1), la adiponectina, la 

resistina, la visfatina, la omentina y la apelina (228,229). Los niveles de 

algunas adipocinas se correlacionan con estados metabólicos 

específicos y su desregulación se ha relacionado con obesidad, diabetes 
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tipo 2, hipertensión, enfermedades cardiovasculares y una lista cada vez 

mayor de cambios patológicos en varios órganos (228). 

La implicación de las adipocinas en la respuesta inflamatoria también 

ha sido descrita, destacando el papel de la leptina, TNF, IL-6 y 

adiponectina. La leptina es secretada en proporción al contenido de 

grasa y estado nutricional para regular la ingesta de alimentos creando 

una sensación de saciedad (230), de ahí que la obesidad se haya 

asociado con niveles altos de leptina, lo que promueve inflamación y 

estrés oxidativo (231–233). El TNFα, una de las primeras citocinas 

identificadas, participa en la respuesta inflamatoria sistémica (234,235) 

y en la patogénesis del síndrome metabólico incluyendo resistencia a la 

insulina, obesidad y diabetes (236,237). La IL-6 ejerce muchos efectos 

en relación a la inflamación y daño tisular (238) y sus niveles 

circulantes se han correlacionado con IMC, resistencia a la insulina e 

intolerancia a los carbohidratos (239,240). La adiponectina tiene fuerte 

acción antiinflamatoria, participa en la regulación de la homeostasis 

energética y el metabolismo de la glucosa y los lípidos (241,242) y su 

expresión está disminuida en obesidad y resistencia a la insulina 

(243,244). Además, una producción irregular de adipocinas se ha 

asociado con la generación de estrés oxidativo en enfermedades 

metabólicas (245–248). 

4.2.  DISFUNCIÓN DEL TEJIDO ADIPOSO 

En respuesta a un balance energético positivo, una serie de eventos y 

mecanismos dinámicos reorganizan el tejido adiposo, proceso que se 

conoce como "remodelación del tejido adiposo" (249). En obesidad, 

situación de balance energético positivo prolongado en el tiempo, el 

remodelado del tejido adiposo experimenta diferentes procesos de tipo 

celular y estructural para adaptarse a esta captación y almacenamiento 

excesivo de grasa (250,251). Estos procesos consisten en una expansión 

tisular mediante la regulación de la hiperplasia de adipocitos (aumento 

del número de células) y la hipertrofia (aumento del tamaño de las 

células) (252) junto con una infiltración de células inmunitarias en el 

tejido (253,254) y la matriz extracelular (255) (Figura 5).  
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Figura 5. Representación de la disfuncionalidad del tejido adiposo y sus 
principales consecuencias en el organismo. ROS, especies reactivad del oxígeno; 
HCC, carcinoma hepatocelular. Fuente: elaboración propia creada con 
BioRender.com  

Resultado de esta expansión tisular y desequilibrio de los mecanismos 

homeostáticos adaptativos, se produce una disfuncionalidad del tejido 

adiposo (252,256), donde los adipocitos hipertróficos-hiperplásicos 

estimulan la infiltración de monocitos al estroma adiposo 

desencadenando un microambiente proinflamatorio (228). En 

consecuencia, se induce la desregulación de las citocinas secretadas por 

el tejido adiposo dando lugar a una inflamación sistémica y 

adipogénesis alterada de las células precursoras (257). La inflamación 

local conduce a una resistencia a la insulina y un mayor riesgo de 

comorbilidades metabólicas asociadas a la obesidad (258). Estas 

alteraciones metabólicas junto con la limitación en la capacidad de 

expansión del tejido adiposo (plasticidad) afectan a su correcto 
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funcionamiento, interfiriendo en la homeostasis metabólica global y 

provocando una acumulación de grasa ectópica en tejidos periféricos, 

con consecuencias lipotóxicas como la NAFLD y su posterior 

evolución al HCC (259–261).  

4.2.1. Estrés oxidativo e inflamación asociado a la disfunción 

del tejido adiposo obeso 

El estrés oxidativo se desencadena como consecuencia de un 

desequilibrio entre la producción de ROS y las defensas antioxidantes 

(82,262). Concentraciones bajas de radicales libres y de ROS son 

necesarias para estado redox normal de las células, para la función 

celular y para la señalización intracelular (263). Sin embargo, en 

situaciones no fisiológicas, se produce un exceso de radicales libres y 

un aumento en la concentración de ROS, los cuales generan estrés 

oxidativo celular pudiendo ocasionar daño en el ADN, en las proteínas 

o en los componentes lipídicos y por consiguiente promoviendo el 

desarrollo de enfermedades (264). Para evaluar el estrés oxidativo, a 

menudo se utilizan técnicas simples que miden biomarcadores o 

productos finales de procesos oxidativos mediados por radicales libres. 

El malondialdehído (MDA), biomarcador de estrés oxidativo de 

referencia, se utiliza ampliamente como indicador del daño por 

peroxidación lipídica (265). 

En este contexto, estudios recientes evidencian que el estrés 

oxidativo juega un papel crítico en la patogénesis de la obesidad y sus 

comorbilidades asociadas (266–268). Entre los posibles factores que 

contribuyen al estrés oxidativo en la obesidad se incluyen 

hiperglucemia, niveles elevados de lípidos tisulares, baja defensa 

antioxidante, inflamación, hiperleptinemia, deterioro de la función 

mitocondrial y tipo de dieta, entre otros (246,266,269–272). La 

obesidad per se también puede inducir estrés oxidativo sistémico a 

través de varios mecanismos bioquímicos, como la generación de 

superóxido a partir de las NADPH oxidasas, la fosforilación oxidativa, 

la autooxidación de gliceraldehído o la activación de proteína quinasa C 

(268). Este estrés oxidativo inducido por la obesidad provoca el 

desarrollo de varios eventos patológicos, como resistencia a la insulina 
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y diabetes, complicaciones cardiovasculares, trastornos del sueño, 

carcinogénesis e insuficiencia hepática (246,273). Además, se ha 

demostrado que el estrés oxidativo puede desencadenar la obesidad, 

provocando un aumento de la proliferación de los preadipocitos, de la 

diferenciación de los adipocitos y del tamaño de los adipocitos maduros 

(274,275), o debido a la implicación de las ROS en el control del peso 

corporal, ejerciendo diferentes efectos sobre las neuronas hipotalámicas 

que controlan el comportamiento de saciedad y hambre (276).  

La inflamación se desencadena como consecuencia de un excesivo 

incremento de la adiposidad asociada a la disfuncionalidad del tejido 

adiposo (277,278). La disfunción del tejido adiposo obeso altera la 

funcionalidad celular y modifica el perfil de secreción de varias 

adipocinas proinflamatorias y citosinas (215,279). El aumento en la 

secreción de TNFα, IL-6, IL-8 y la proteína quimioatrayente de 

monocitos 1 (MCP-1) (280–282) por parte de los adipocitos 

hipertróficos conduce a cambios en la señalización de la insulina (283), 

promueve la inflamación local y sistémica y aumenta el reclutamiento 

de macrófagos y células T (257,284). Esta hipertrofia también induce 

hipoxia local del tejido adiposo (285,286) y compromete la 

diferenciación a adipocito maduro, ya que se inhibe la adipogénesis por 

la liberación del factor de crecimiento transformante beta (TGFB) por 

parte de los adipocitos hipertróficos (287,288). En este sentido, la 

obesidad ha sido asociada con la generación de un microambiente 

inflamatorio crónico de bajo grado consecuencia de una disfunción del 

tejido adiposo (279,289,290). La secreción de citocinas 

proinflamatorias también se ha vinculado a un incremento de la lipólisis 

basal, aumentando la fuga de ácidos grasos libres hacia tejidos 

periféricos (291,292), efecto relevante en enfermedades asociadas a la 

obesidad. Algunos biomarcadores clásicos implicados en el proceso 

inflamatorio son la proteína C reactiva (PCR) y, especialmente, MCP-1 

(293–295).  

En resumen, en estado de obesidad, el tejido adiposo experimenta 

una producción aberrante de varios factores moleculares debido al 

significativo aumento del grado de adiposidad corporal. En 

consecuencia, se genera un tejido adiposo disfuncional capaz de 
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desencadenar una respuesta inflamatoria crónica y un aumento del 

estrés oxidativo, potenciales mediadores en la promoción de un 

microambiente celular favorable para el desarrollo de comorbilidades 

asociadas a la obesidad como la carcinogénesis (296–298), la esteatosis 

hepática y el HCC (123,299) (Figura 6). 

 

Figura 6. Representación de la disfuncionalidad del tejido adiposo obeso como 
promotor de un microambiente favorable para el desarrollo de la carcinogénesis. 
ROS, especies reactivad del oxígeno; NASH, esteatohepatitis no alcohólica; HCC, 
carcinoma hepatocelular. Fuente: elaboración propia creada con BioRender.com 
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5. CARCINOGÉNESIS Y GENES 

RELACIONADOS CON LAS PRIMERAS 

FASES DEL DESARROLLO TUMORAL 

La carcinogénesis se define como el proceso a través del cual las células 

normales son transformadas en células cancerosas. Este complejo 

proceso comprende tres etapas bien diferenciadas, tales como inicio, 

promoción y progresión, donde las dos primeras etapas subyacen al 

desencadenamiento de la transformación celular y la tercera determina 

la transformación, el mantenimiento y la evolución de la malignidad 

(300,301). Se sabe que en la compleja etiología de la carcinogénesis 

contribuyen tanto factores exógenos como endógenos (302). 

En los últimos años, los conocimientos acerca de los mecanismos 

moleculares y celulares que median la carcinogénesis han evolucionado 

notablemente (303). Entre los principales determinantes de la 

carcinogénesis, se estima que la inflamación crónica contribuye a 

aproximadamente el 25% de los cánceres humanos (304). Como se ha 

mencionado anteriormente, en condiciones inflamatorias, las células 

liberan ROS capaces de causar daño al ADN, el cual puede provocar 

mutaciones e inestabilidad genómica si no se repara adecuadamente. 

Esta respuesta al daño del ADN también puede inducir un 

microambiente inflamatorio, caracterizado por hipoxia, que aumenta los 

niveles de ROS intracelulares dando como resultado daño del ADN en 

progresión con mal pronóstico. La interconexión entre el daño del ADN 

y la inflamación puede desempeñar un papel importante en el desarrollo 

del cáncer (305,306). 

Entre los principales genes descritos con potenciales acciones en las 

primeras fases de la carcinogénesis, recopilamos una serie de genes 

implicados en la proliferación celular, la protección antioxidante y la 
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supresión de tumores en base a los hallazgos obtenidos acerca de la 

modulación de su expresión génica en estudios previos del grupo sobre 

la asociación entre la obesidad y el cáncer de mama (83) (Figura 7).  

 

Figura 7. Principales genes implicados en las primeras fases de desarrollo de la 
carcinogénesis. Fuente: elaboración propia creada con BioRender.com  

5.1.  ONCOGENES 

El oncogen SURVIVINA, también designado como BIRC5, es un 

miembro de la familia de proteínas inhibidoras de la apoptosis que 

funciona como un regulador clave de la apoptosis y la proliferación 

celular. Se expresa en tejidos fetales y apenas está presente en tejidos 

diferenciados, aunque su expresión se incrementa en la mayoría de 

tumores (79,307–310). Niveles altos de SURVIVINA/BIRC5 pueden 

afectar a la respuesta al tratamiento de las células tumorales y su 

sobrexpresión se ha asociado con alteraciones en la supervivencia y 

peor pronóstico de los pacientes en diversos procesos carcinogénicos 
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(310–313). En los últimos años se ha demostrado que la SURVIVINA 

actúa sobre varios tipos de células no tumorales y tejidos libres de 

tumor (314), como la fracción de células madre derivadas del tejido 

adiposo (ADSC) de sujetos obesos (315), y ha sido identificado como 

un regulador clave del almacenamiento de lípidos y el metabolismo de 

los adipocitos (316). En estudios previos de nuestro grupo, se ha 

encontrado una expresión alterada de SURVIVINA/BIRC5 en tejido 

mamario no tumoral de ratas y en una línea celular humana de mama no 

tumoral en asociación con el efecto de factores secretados por el tejido 

adiposo en obesidad (83). Estos efectos se reflejaron en los leucocitos 

circulantes de mujeres con obesidad con cáncer de mama y libres de 

tumor (83). Además, la sobreexpresión de SURVIVINA/BIRC5 ha sido 

ampliamente descrita en HCC humano (317–320). Recientemente, un 

estudio ha evidenciado que la SURVIVINA/BIRC5 impulsa la 

reprogramación de macrófagos asociados a tumores, descrito como un 

mecanismo novedoso con potencial impacto para la obesidad (321).  

El oncogen de la familia MYC tiene un papel central en casi todos los 

aspectos del proceso oncogénico, orquestando la proliferación, 

apoptosis, diferenciación y metabolismo (322,323). Está desregulado en 

más del 50% de los cánceres humanos, y esta desregulación se asocia 

con frecuencia con un pronóstico desfavorable y una supervivencia 

desfavorable del paciente (324). La mayor parte de los datos muestran 

que la sobreexpresión de MYC estimula progresión del ciclo celular, 

mientras que su regulación a la baja la inhibe (325–327). Aunque la 

inhibición de MYC sería un enfoque eficaz para el tratamiento de 

muchos tipos de cánceres, esto ha supuesto un desafío en las últimas 

décadas debido a su estructura proteica "no farmacológica" (324). 

Diversos estudios han reflejado que la sobreexpresión de MYC es uno 

de los eventos genéticos más frecuentes en HCC (328–331). 

5.2.  GENES VINCULADOS A LA PROTECCIÓN ANTIOXIDANTE 

La glutatión S-transferasa Mu 2 (GSTM2) es una enzima antioxidante 

que desempeña un papel importante en el metabolismo celular y en la 

detoxificación, por lo que es clave en la resistencia al estrés oxidativo 
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confiriendo protección contra insultos tóxicos (332–335). GSTM2 es 

una isoenzima específica del músculo estriado (336) implicadas en 

muchos procesos celulares importantes, como las respuestas al estrés, la 

proliferación, la apoptosis, la oncogénesis, la progresión tumoral y la 

resistencia a los fármacos (337–339). Aunque se conoce poco acerca de 

la relación entre GSTM2 y el pronóstico del cáncer, se ha reportado que 

la falta de expresión de GSTM2 puede estar relacionada con la 

susceptibilidad al cáncer y que su actividad tiene un papel relevante en 

la prevención del daño del ADN (340,341). Se expresa en niveles bajos 

en algunos tipos de cáncer (339,342), en cambio, está altamente 

expresada en cáncer de hígado de ratón (343). En cáncer de próstata se 

ha propuesto como un potencial supresor de tumores (344).  

La sirtuina 1 (SIRT1), una proteína desacetilasa, es el miembro más 

ampliamente expresado y estudiado de la familia de las sirtuinas 

(345,346). Se encuentra tanto en el núcleo como en el citoplasma y 

tiene un papel fundamental en el desarrollo del cáncer, la muerte celular 

programada, la regulación de la expresión génica, la reparación del 

ADN y los mecanismos de envejecimiento (347–350). SIRT1 controla 

la homeostasis energética durante el estrés celular y en ausencia de 

control promueve el envejecimiento celular para evitar la inestabilidad 

genómica (351). Así, SIRT1 regula la estabilidad del ADN y asegura la 

supervivencia de la célula (352,353). Está involucrada en las 

enfermedades del hígado graso y desempeña funciones beneficiosas en 

la regulación del metabolismo de los lípidos hepáticos, el control del 

estrés oxidativo hepático y la mediación de la inflamación hepática 

(354–357) por lo que se ha postulado como un potencial objetivo 

terapéutico para el tratamiento de NAFLD (358). 

La sirtuina 6 (SIRT6), es una enzima histona desacetilasa considerada 

como la enzima pro-longevidad, la cual presenta múltiples funciones en 

el mantenimiento de la homeostasis celular, siendo crítica en la 

modulación de la expresión génica, el metabolismo, o la reparación del 

ADN y regulación de la vida útil (359–362). Se ha demostrado que 

SIRT6 desempeña un papel clave como supresor de tumores y 

modulador crítico de la homeostasis metabólica (363,364). En este 

contexto, recientemente se ha evidenciado que SIRT6 se relaciona con 
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la iniciación y desarrollo de tumores, como cáncer hepático, cáncer de 

pulmón, cáncer de mama y tumores del sistema genital, generalmente 

actuando como supresor tumoral (365), aunque se ha demostrado una 

función dicotómica en la determinación del destino celular que 

interfiere en la iniciación y progresión del cáncer (365). Los trastornos 

asociados con la deficiencia de SIRT6 incluyen diabetes, obesidad, 

disfunción inflamatoria, cáncer y envejecimiento poco saludable de los 

organismos (366–368). En cuanto al papel de SIRT6 en hígado, se ha 

descrito que la deleción hepática específica de SIRT6 en ratones 

conduce a un aumento de la glucólisis, síntesis de triglicéridos, 

reducción de la beta-oxidación y formación de hígado graso (369), que 

SIRT6 juega un papel crítico en la protección contra el desarrollo de 

NASH y puede servir como un objetivo terapéutico potencial para 

combatir NASH (370) y como un biomarcador pronóstico del HCC 

(371). Además, SIRT6 regula varias vías metabólicas y prepara la 

transcripción para responder rápidamente a las fluctuaciones de energía, 

como los cambios en la disponibilidad de nutrientes, lo que sugiere un 

mecanismo por el cual SIRT6 mantiene un hígado sano (372). En 

definitiva, la importancia de SIRT6 en la biología humana y las 

enfermedades justifica más investigaciones sobre su función y potencial 

utilidad como diana terapéutica (373). 

5.3.  SUPRESORES TUMORALES 

La proteína tumoral (TP53) es un supresor de tumores crítico que juega 

un papel fundamental y multifacético en el desarrollo y la terapia del 

cáncer (374–376), afectando prácticamente a todas las características 

distintivas del cáncer (377). La importancia de TP53 como supresor 

tumoral se destaca en el cáncer humano, donde es el gen mutado con 

más frecuencia, con mutaciones encontradas en una amplia variedad de 

tipos de cáncer (378–380). Las terapias dirigidas específicamente a 

aumentar o restaurar la función de TP53 han demostrado ser efectivas 

para provocar la regresión tumoral en modelos preclínicos (381,382). 

Puede ser activado por diversos estreses celulares, incluida la expresión 

de oncogenes, daño del ADN, hipoxia, disfunción metabólica y estrés 

replicativo, resultando su activación en una variedad de respuestas 
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celulares como apoptosis, senescencia celular, detención del ciclo 

celular, reparación del ADN, adaptaciones metabólicas y cambios en las 

características celulares (374,381). Además, ejerce un control sustancial 

sobre la homeostasis celular en estado estable, incluso antes de la 

activación por señales de estrés  (383). Las perturbaciones de las 

funciones metabólicas reguladas por TP53 contribuyen a diversos 

trastornos metabólicos y son fundamentales durante la progresión del 

cáncer, jugando un papel fundamental en obesidad, diabetes tipo 2 y 

NAFLD (384–388).  

La fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa (PTEN) se descubrió 

por primera vez como un supresor de tumores con funciones 

reguladoras de crecimiento y supervivencia (389–391) y, en los últimos 

años, se ha evidenciado su función como regulador metabólico (392), 

con efectos en la glucólisis, la gluconeogénesis, la síntesis de 

glucógeno, el metabolismo de lípidos y el metabolismo mitocondrial 

(392–394). Su papel en la carcinogénesis como supresor tumoral ha 

sido bien definido (395,396), pero se requiere más información acerca 

de su uso en aplicaciones clínicas y posibles terapias contra el cáncer 

(397). En este contexto, la pérdida de función PTEN es uno de los 

eventos más comunes observados en muchos tipos de cáncer humanos 

primarios y metastásicos (398,399). Además, respecto a las funciones 

de PTEN en la regulación metabólica, existen estudios que demuestran 

su acción en el desarrollo de la esteatosis hepática (395,396), así como 

su participación en resistencia a la insulina asociada con la obesidad 

(400). 

El factor de crecimiento transformante beta1 (TGFB1) es una potente 

citocina que participa en la regulación del crecimiento celular, la 

proliferación celular y la apoptosis (401,402). TGF-β1 tiene un papel 

importante en procesos fisiopatológicos como la reparación de tejidos, 

la defensa inmunológica, la inflamación y la carcinogénesis (403). El 

papel de TGFB1 como supresor de tumores en la carcinogénesis es 

fundamental para mantener el control homeostático del crecimiento, no 

solo en las células premalignas, sino también en las células que 

progresan a través de las primeras etapas de la carcinogénesis 

(404,405). Sin embargo, se han encontrado datos contradictorios sobre 
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su participación en el desarrollo del cáncer, probablemente relacionado 

a su efecto pleiotrópico (406–408). También se ha estudiado el papel 

TGFB1 en el desarrollo de la fibrosis hepática (409), en la enfermedad 

del hígado graso asociado a la obesidad (410), en la progresión de 

NAFLD (411), en obesidad (412,413) y en la asociación entre obesidad 

y envejecimiento (414). 

En los últimos años, numerosas evidencias científicas señalan que 

procesos biológicos fundamentales implicados en la carcinogénesis son 

regulados por la acción de mecanismos epigenéticos, como procesos 

relacionados con el ciclo celular, el crecimiento y la diferenciación 

celular, la replicación y la recombinación del ADN y/o la 

transformación y la progresión de la enfermedad, poniendo de 

manifiesto la importancia de comprender sistemáticamente esta 

regulación de la maquinaria celular y su papel en la patogenia del 

cáncer (415–419). 

Por tanto, a luz de estos hallazgos, hoy en día la comunidad científica 

ha corroborado y reforzado el papel central de las aberraciones 

epigenéticas en la etiología del cáncer (420), manifestando que marcas 

epigenéticas, como la metilación del ADN, pueden considerarse 

marcadores potenciales del desarrollo y la progresión del cáncer 

(421,422). 
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6. REGULACIÓN EPIGENÉTICA 

El concepto de epigenética (del griego epi, “en” o “sobre”, y –

genética) fue establecido por primera vez en 1942 por Conrad 

Waddington, quien la definió como la rama de la biología que estudia 

las interacciones causales entre los genes y sus productos que dan 

lugar al fenotipo (423). Posteriormente, el término epigenética fue 

redefinido por varios autores y en la actualidad se define como la 

ciencia encargada de estudiar los cambios en la expresión de los genes 

que no implican alteraciones en la secuencia de nucleótidos del ADN 

subyacente del organismo (424–426). 

En los últimos años, los estudios realizados en el campo de la 

epigenética han demostrado que el epigenoma, a diferencia del 

genoma que generalmente permanece inmutable a lo largo de la vida, 

puede ser modulado por el ambiente, en concreto por la acción de 

determinados factores externos como el estilo de vida, la dieta, la 

actividad física, el estrés, los ritmos circadianos, la exposición a 

toxinas o los tratamientos farmacológicos (427,428), de esta forma 

permitiendo al organismo proporcionar una respuesta dinámica en un 

corto período de tiempo (429). Así, la epigenética actúa como una 

conexión entre el genotipo y el fenotipo, determinando las complejas 

interacciones que tienen lugar entre el genoma y el ambiente y que 

afectan al desarrollo y la diferenciación de organismos pluricelulares 

(430).  

Las marcas epigenéticas son estables y pueden transmitirse a las 

siguientes generaciones (431), aunque también pueden cambiar en 

respuesta a estímulos específicos del organismo (432). Por tanto, 

las marcas epigenéticas se caracterizan por ser adquiridas, heredables 

y reversibles (433). 
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6.1.  MECANISMOS EPIGENÉTICOS 

En la regulación epigenética están involucrados diversos mecanismos 

moleculares (Figura 8). Entre ellos, los más relevantes son (428,434): 

□ Metilación del ADN. 

La metilación del ADN, foco de interés en nuestros estudios, es el 

mecanismo epigenético más abundante en el organismo humano y, 

en consecuencia, ha sido uno de los más estudiados en las últimas 

décadas (435). 

 

□ Modificaciones postraduccionales de las histonas (PTM). 

 

□ ARN no codificantes (ARNnc). 

Estos incluyen a los microARN (mi-ARN) y a los ARN largos no 

codificantes (ARNlnc). 

 

Figura 8. Representación esquemática de los principales mecanismos 
epigenéticos. Mi-ARN, micro ARN; ARNlnc, ARN pequeños no codificantes. Fuente: 
elaboración propia creada con BioRender.com  
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6.1.1. Metilación del ADN 

La metilación del ADN es una marca epigenética por excelencia. 

Desempeña un papel importante en la regulación de la estructura de la 

cromatina y la expresión génica (435), es elativamente estable, 

específica de tejido, dinámica y heredada entre generaciones (436–438). 

En la mayoría de las células eucariotas, se define como el proceso 

bioquímico que implica la adición covalente de un grupo metilo (-CH3) 

al quinto carbono de la citosina (C), dando como resultado la 5-

metilcitosina (5mC) (439). Esta actividad enzimática es catalizada por 

las enzimas ADN metiltransferasas (DNMTs) (440). Las principales 

DNMTs incluyen a la DNMT1, que interviene principalmente en el 

mantenimiento de los perfiles de metilación en cada replicación celular 

y preferentemente metila el ADN hemimetilado (441) y a las DNMT3a 

y DNMT3b, con una actividad de metilación de novo relativamente alta 

(442).  

En mamíferos, la metilación del ADN generalmente se limita a las 

citosinas que están unidas a las guaninas por los grupos fosfato, 

llamados sitios CpG (440,443), aunque un pequeño porcentaje de 

metilación puede ocurrir en sitios no CpG como CHG y CHH (H = 

Adenina (A), Citosina (C) o Timina (T)) (440,444). Nuestro genoma 

tiene aproximadamente 28 millones de sitios CpG, de los cuales del 60 

al 80% están metilados (444). Las regiones genómicas con una alta 

densidad de dinucleótidos CpG, conocidas como islas CpG (CGI), a 

menudo se encuentran en las regiones promotoras de los genes 

(445,446), aunque también aparecen en otros contextos como los 

cuerpos del gen, los sitios de inicio de la transcripción, los elementos 

reguladores y las secuencias de repetición (447,448). En general, la 

mayoría de las CGI ubicadas en los promotores no están metilados para 

mantener la transcripción del gen activo (449), al contrario de lo que 

suele ocurrir en los sitios CpG de las regiones intergénicas (450). 

Según esto, se ha establecido como regla general que la metilación 

en las regiones promotoras del gen se correlaciona con el silenciamiento 

génico, mientras que en el resto de regiones genómicas se correlaciona 
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positivamente con la expresión génica (435,447), aunque recientes 

estudios han determinado que no siempre ocurre así (451,452). 

Recientemente, el análisis de la metilación del ADN se ha 

centrado en identificar las regiones diferencialmente metiladas 

(DMRs) entre diferentes condiciones biológicas (453). Las DMRs 

constituyen áreas del genoma con múltiples sitios CpG adyacentes con 

diferentes estados de metilación entre los fenotipos, consideradas 

potenciales regiones funcionales involucradas en la regulación 

transcripcional de los genes (454,455). Desde el punto de vista 

biológico, la metilación diferencial del ADN ha sido definida como 

una herramienta más interpretable y con mayor poder estadístico que 

los sitios CpG medidos individualmente (456). Estas características 

hacen que las DMRs sean consideradas potentes biomarcadores, los 

cuales podrían emplearse como alternativa a tratamientos basados en 

intervenciones terapéuticas (457,458). 

La metilación del ADN está implicada en una multitud de 

procesos biológicos como la represión transcripcional, la inactivación 

del cromosoma X, el desarrollo embrionario, la impronta genómica o 

la inactivación de los transposones, entre otros (447,459). Sin 

embargo, la participación más significativa de la metilación del ADN 

en las células es el papel que ejerce en la expresión de los genes (435). 

En este sentido, la evaluación de los niveles de metilación del 

ADN en el genoma humano se ha postulado como una herramienta 

poderosa en el manejo de enfermedades (439,460,461). En los últimos 

años, se han descrito importantes hallazgos acerca del uso de la 

metilación del ADN en las enfermedades autoinmunes, las 

enfermedades metabólicas, los trastornos psicológicos y en el 

envejecimiento (462). 

 



ANDREA GONZÁLEZ IZQUIERDO 

84 

6.1.2. Modificaciones postraduccionales de las histonas (PTM) 

Las PTM son los principales reguladores de la maquinaria 

epigenética debido a su capacidad para modular la expresión génica, la 

reparación del ADN y la condensación cromosómica (463). Las 

histonas son los componentes principales de la cromatina, proteínas 

que forman junto con el ADN los cromosomas (424). Después de la 

traducción, las histonas se pueden modificar mediante metilación, 

fosforilación, acetilación o ubiquitinación (464). Estos procesos 

químicos están asociados con la remodelación de la cromatina, 

produciendo un estado más o menos compactado que activa 

(eucromatina) o inactiva (heterocromatina) la transcripción del ADN 

(424). 

Estas modificaciones pueden ocurrir en diferentes sitios de 

manera simultánea y su regulación puede tener lugar dentro del mismo 

sitio, entre diferentes colas de histonas o en la misma cola de histonas 

(430). Además, estos procesos requieren de metabolitos que actúen 

como cosustratos activadores o inhibidores, lo que ocasiona que el 

metabolismo pueda verse influenciado por el cambio en las 

concentraciones locales de estos metabolitos clave (465). 

Las PTM están involucradas tanto en la homeostasis celular como 

en condiciones patológicas relacionadas con diversas enfermedades 

(464). Los últimos avances en metodologías analíticas han aportado 

información adicional sobre las PTMs de factores transcripcionales 

implicados en el desarrollo de enfermedades, evidenciando así su 

relevancia en la clínica (466). Específicamente, estudios recientes han 

revelado el efecto de las PTM sobre procesos celulares como la 

adipogénesis (467,468) y sobre trastornos metabólicos como la 

obesidad (469–471), la resistencia a la insulina (466) y la diabetes tipo 

2 (472,473). 
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6.1.3. ARN no codificantes (ARNnc) 

Los ARNnc son reguladores epigenéticos caracterizados por su 

potencial papel en la regulación de la cromatina (474). Están 

involucrados en el establecimiento y mantenimiento de muchas marcas 

epigenéticas y en la transmisión multigeneracional de los rasgos 

epigenéticos (475). Participan como factores transcripcionales 

relevantes en la modulación de las vías adaptativas en condiciones 

fisiológicas y patológicas, por lo que su uso en procesos de 

silenciamiento génico podría utilizarse como estrategia terapéutica 

(476). Estudios de genoma completo han determinado la existencia de 

diferentes tipos de ARNnc, clasificados en función de su tamaño en el 

genoma humano en mi-ARN y ARNlnc (477). 

Los mi-ARN se definen como pequeñas moléculas de ARN no 

codificantes monocatenarias de entre 21 a 25 nucleótidos, conservadas 

evolutivamente. Representan del 1 al 5% del genoma humano y regulan 

al menos el 30% de los genes que codifican a las proteínas (478). 

Actualmente, se sabe poco sobre sus funciones biológicas, aunque 

existen evidencias de su papel en la regulación de la expresión génica 

en el control de diversas rutas metabólicas (479). Estudios recientes han 

destacado su uso potencial como dianas terapéuticas (480,481) y cada 

vez son más los estudios que describen a los mi-ARN como moléculas 

que afectan a vías determinantes para el control metabólico en los 

organismos superiores (482–484). En esta línea, varios mi-ARN se han 

relacionado con la regulación del desarrollo y metabolismo del tejido 

adiposo y con la secreción y acción de la insulina, indicando que su 

desequilibrio puede jugar un papel relevante en el desarrollo de la 

obesidad y sus complicaciones metabólicas asociadas (485–487). 

Los ARNlnc se definen como moléculas de ARN no codificantes 

con más de 200 nucleótidos presentes en grandes cantidades en el 

genoma e implicadas en procesos como la remodelación de la 

cromatina y la regulación transcripcional y postranscripcional (488). 

Durante mucho tiempo se los consideró como el "ruido" transcripcional 

del genoma, por lo que su función es aún menos conocida que la de los 

mi-ARN (425). Sin embargo, en los últimos años estudios han 
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determinado que pueden ser elementos clave de la homeostasis celular 

(PMID: 22094949). Se han identificado varios ARNlnc por su papel en 

la regulación de la adipogénesis y el metabolismo energético (489–

491), por lo que actualmente se están considerando como nuevas dianas 

terapéuticas para combatir enfermedades metabólicas y patologías 

asociadas (492–494). 

6.2.  LA EPIGENÉTICA EN LA ENFERMEDAD HUMANA 

Como se ha descrito, la epigenética juega un papel importante en la 

regulación de muchos procesos celulares importantes en el organismo, 

incluyendo la patogenia de la enfermedad (461). La presencia de 

alteraciones aberrantes en los patrones globales de metilación del ADN 

se han asociado con diversas enfermedades humanas, como el cáncer 

(495,496), la hipertensión (497), las enfermedades cardiovasculares 

(498), los procesos inflamatorios (499), las enfermedades autoinmunes 

(499), la obesidad (500), la diabetes tipo 2 (501), el síndrome 

metabólico (502) y NAFLD (503). 

A pesar de las evidencias científicas y de los recientes avances 

tecnológicos, los procesos moleculares implicados en la determinación 

de estos perfiles epigenéticos todavía se desconocen (417), 

evidenciando la necesidad por comprender cómo la epigenética regula 

la maquinaria celular en la patogénesis de la enfermedad (Figura 9). 

En los últimos años, el creciente interés por el epigenoma se ha 

centrado en avanzar en el conocimiento de las marcas epigenéticas 

subyacentes a la fisiopatología de las enfermedades, con el objetivo de 

dirigir los tratamientos hacia una medicina de precisión y terapia 

personalizadas (504,505). En consecuencia, marcas epigenéticas como 

la metilación del ADN están emergiendo como potenciales 

biomarcadores de diagnóstico y pronóstico de numerosas patologías y 

enfermedades metabólicas (506–508). 
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Figura 9. Representación de los principales factores y agentes externos 
contribuyentes a la modulación de la acción de los mecanismos epigenéticos y su 
potencial efecto sobre la salud y la enfermedad. Fuente: elaboración propia 
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6.2.1. Metilación del ADN en la obesidad y sus enfermedades 

asociadas 

Cada vez son más las evidencias científicas que demuestran la 

importancia de la metilación del ADN en el estudio de la obesidad y sus 

comorbilidades. Este creciente interés radica en el hecho de que esta 

marca epigenética está modulada por diferentes agentes externos, lo que 

la conecta con el efecto que ejercen factores como el ambiente y el 

estilo de vida en la determinación de las enfermedades metabólicas 

(509–511). En la actualidad, es posible identificar biomarcadores 

epigenéticos para la obesidad y sus patologías asociadas, los cuales se 

postulan como potenciales predictores del estado biológico específico 

de gran utilidad para el futuro de la medicina personalizada (512,513). 

Los descubrimientos acerca del perfil de metilación global del 

ADN en obesidad han sido numerosos en la última década. Los 

principales hallazgos en esta línea han proporcionado nuevos y valiosos 

biomarcadores epigenéticos relevantes en la patogénesis del tejido 

adiposo relacionada con la obesidad (514–516). 

Además, estudios recientes llevados a cabo en nuestro grupo de 

investigación también han evidenciado el reflejo de estas marcas 

epigenéticas del tejido adiposo obeso en leucocitos circulantes de 

sangre periférica de pacientes con obesidad (427,517), poniendo de 

manifiesto el potencial uso de este tipo de muestras mínimamente 

invasivas en estudios en lo que la recolección de muestras de tejido 

diana es cada vez más compleja (518,519). 

En cuanto al efecto de la metilación del ADN en la promoción de 

las comorbilidades de la obesidad, existe abundante evidencia en la 

literatura. En este contexto, se han realizado análisis del perfil de 

metilación global del ADN en obesidad asociada a la resistencia la 

insulina (418,520–522), en obesidad y NAFLD (523–525) y en la 

asociación entre la obesidad y el cáncer (91,526,527). Algunos de estos 

estudios fueron realizados por nuestro grupo de investigación. 
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Además, las conexiones entre intervenciones para pérdida de peso y las 

alteraciones epigenéticas también han sido analizadas. En esta línea, 

existen estudios que han demostrado el efecto que ejerce una 

determinada dieta, suplemento dietético o intervención nutricional, así 

como el tratamiento quirúrgico de la obesidad mediante cirugía 

bariátrica (528–530), sobre el epigenotipo en la obesidad (511,531–533) 

y enfermedades asociadas (75,534–536). 
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Numerosos estudios han demostrado que la obesidad es el principal 

factor de riesgo para un conjunto cada vez mayor de enfermedades 

crónicas, entre las que se incluyen la NAFLD y el HCC. En este 

sentido, cada vez son más las evidencias epidemiológicas que muestran 

la fuerte asociación entre la obesidad y el HCC, indicando que muy 

probablemente la progresión del NAFLD inducido por la obesidad 

represente el puente o el vínculo en esta asociación. De hecho, se estima 

que la prevalencia de HCC relacionado con NAFLD aumente 

concomitantemente con la creciente epidemia de la obesidad. Sin 

embargo, los mecanismos moleculares subyacentes a la asociación entre 

la obesidad y el HCC todavía no están claros. 

En la literatura se ha propuesto que la NAFLD y la esteatosis no 

alcohólica juegan un papel importante o que mediadores inflamatorios, 

metabólicos y endocrinos asociados a la obesidad también contribuyen 

a la hepatocarcinogénesis. En este contexto, la mayor parte de la 

investigación reciente se ha centrado en la disfunción del tejido adiposo 

obeso como potencial mediador entre la obesidad y sus comorbilidades 

y se ha puesto de manifiesto la relevancia de la regulación epigenética 

en la fisiopatología de la obesidad.  

En base a estos hallazgos y a estudios realizados previamente por el 

grupo, hipotetizamos que los factores secretados por el tejido adiposo 

obeso disfuncional, responsables de desencadenar inflamación y estrés 

oxidativo en tejidos periféricos como el hígado, podrían actuar como 

potenciales promotores en el desarrollo de un microambiente favorable 

para el inicio de la carcinogénesis hepática y que este efecto podría 

estar mediado por mecanismos epigenéticos como la metilación del 

ADN.  
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El principal objetivo de la presente tesis doctoral consistió en evaluar la 

expresión de genes implicados en las primeras fases del desarrollo 

tumoral, específicamente en hígado, y su reflejo y regulación 

epigenética en los leucocitos circulantes de sangre periférica, según el 

grado de adiposidad y tras una intervención nutricional para inducir 

pérdida de peso en modelos animales y pacientes con obesidad. 

Dicho objetivo principal se desglosó en los siguientes objetivos 

específicos: 

1. Investigar si la obesidad en sí misma y el microambiente relacionado 

con la obesidad (p. ej., estrés oxidativo e inflamación) pueden 

inducir la expresión diferencial de genes comúnmente asociados con 

la fase inicial de la carcinogénesis en el hígado y tejido adiposo de 

ratas obesas y su reflejo en leucocitos circulantes de pacientes con 

obesidad. 

2. Explorar si los cambios moleculares observados en el modelo de 

obesidad en ratas y en pacientes con obesidad en relación a la 

disfunción y carcinogénesis hepática podrían revertirse después de 

intervenciones para pérdida de peso. 

3. Evidenciar el efecto del secretoma de tejido adiposo y el suero de 

pacientes con obesidad severa sobre la expresión de genes 

relacionados con la esteatosis y la carcinogénesis en una línea celular 

hepática y su reversibilidad mediante el tratamiento con cuerpos 

cetónicos. 

4. Estudiar los niveles de metilación de los genes relacionados con la 

esteatosis y la carcinogénesis hepática en leucocitos circulantes de 

pacientes con obesidad y tras pérdida de peso inducida por una 

intervención nutricional.  
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1. ESTUDIOS IN VIVO 

1.1.  ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN 

Los procedimientos experimentales con animales incluidos en la 

presente tesis doctoral fueron realizados en la Universidad de Santiago 

de Compostela y aprobados por el Comité de Ética de Experimentación 

Animal (CEEA) de la Consellería de Medio Rural de la Xunta de 

Galicia, registrados bajo el número de procedimiento 15005/2015/003 

(IP: Felipe Casanueva Freijo), de acuerdo a la legislación vigente 

europea y española para el cuidado y uso de animales de 

experimentación (Directiva 2010/63/UE del Parlamento y Consejo 

Europeo del 22 de septiembre de 2010 relativa a la protección de los 

animales utilizados para fines científicos; Real Decreto 53/2013, del 1 

de febrero, por el que se establecen las normas básicas aplicables para la 

protección de los animales utilizados en experimentación y otros fines 

científicos, incluyendo la docencia).  

Los certificados de capacitación en materia de protección de animales 

utilizados, criados o subministrados con fines de experimentación y 

otros fines científicos, incluyendo la docencia conforme con la Orden 

ECC/566/2015 de 20 de marzo son B522, C560 y D316, expedidos por 

la Consellería de Medio Rural de la Xunta de Galicia – Agencia Gallega 

de la Calidad Alimentaria.  

Los centros usuarios autorizados donde se realizó la experimentación 

con animales fueron las instalaciones del Animalario de la Facultad de 

Medicina y Odontología de la Universidad de Santiago de Compostela, 

con código REGA ES 150780263401, y del lnstituto de lnvestigación 

Sanitaria de Santiago de Compostela (IDIS), con código REGA ES 

1507802928[01].  
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Todos los animales de experimentación fueron mantenidos bajo 

condiciones controladas de temperatura de 20-24ºC y ciclos de 12h de 

luz/oscuridad, con un periodo de aclimatación de 4-7 días previo al 

inicio de cualquier experimento donde tuvieron acceso libre a agua y 

comida estándar. La estabulación de los animales fue colectiva (a 

excepción de los casos en los que se requiera una estabulación 

individual) para preservar el comportamiento social de los mismos. Una 

valoración del correcto aspecto físico y adaptación de los animales fue 

seguida periódicamente con el fin de minimizar el posible estrés, 

sufrimiento o angustia generado durante el desarrollo de los distintos 

procedimientos experimentales. 

Para todos los animales, la monitorización semanal del peso corporal e 

ingesta de alimentos se determinó mediante una balanza de precisión y 

el registro la composición corporal se evaluó periódicamente por 

resonancia magnética nuclear usando un sistema EchoMRI-700 (Echo 

Medical Systems, Houston, TX, EE. UU.). La ingesta de alimentos fue 

promediada en función del número de individuos por caja.  

Al término de los experimentos, los animales fueron eutanasiados por 

decapitación. Inmediatamente, se recogieron muestras de sangre del 

tronco, que se mantuvieron a 4ºC y, su llegada al laboratorio, se 

centrifugaron a 3500 rpm durante 15 minutos a una temperatura de 4ºC 

para la obtención de plasma, que fue almacenado a -80ºC para 

posteriores mediciones bioquímicas. 

Los órganos y tejidos extraídos fueron pesados y congelados en hielo 

seco y, su llegada al laboratorio, almacenados a -80ºC hasta el momento 

de su posterior procesamiento y análisis. Para el estudio histológico de 

las muestras hepáticas, la fijación de las piezas se realizó en 

paraformaldehido al 4% para su posterior inclusión en parafina. 
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1.1.1. Cepas de roedores y dietas 

La caracterización de los animales empleados en los distintos 

modelos experimentales se detalla a continuación. 

□ Ratas macho de la cepa Zucker de 5 y 8 semanas de edad, 

fenotipo delgado (Fa/fa) y obeso (fa/fa), procedentes de los 

Laboratorios Charles River de Barcelona. 

 

□ Ratas macho de la cepa Sprague Dawley de 3 semanas de edad, 

procedentes del Animalario Central de la Universidad de 

Santiago de Compostela. 

 

□ Ratones macho de la cepa C57BL/6J de 8 semanas de edad, 

procedentes del Animalario Central de la Universidad de 

Santiago de Compostela. 

 

La alimentación de los animales se realizó en base a dos tipos de 

dieta, cuya composición calórica de macronutrientes constaba de lo 

siguiente:  

 Dieta estándar de animalario, compuesta por 5,5% de lípidos, 

23% de proteínas y 70% de carbohidratos (3,5 Kcal/g) (SAFE-

Panlab, Barcelona, España). 

 

 Dieta alta en grasa, compuesta por 60% de lípidos, 20% de 

proteínas y 20% de carbohidratos (5,24 Kcal/g) (High Fat Diet 

D12492; Research Diets, Inc., New Brunswick, NJ, EE. UU.). 
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1.1.2. Diseños experimentales 

1.1.2.1.  Modelo de obesidad monogénica 

Se seleccionaron las ratas de la cepa Zucker como modelo de 

obesidad genética (153,537), cuyo proceso experimental constó de dos 

partes (Figura 10).  

 

Figura 10. Representación del diseño experimental empleado en ratas Zucker 
como modelo de obesidad genética. n, tamaño muestral. Fuente: elaboración 
propia creada con BioRender.com  
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En la primera parte, se emplearon un total de 20 ratas jóvenes 

(5 semanas de edad) obesas y delgadas (n=10/grupo experimental), 

mantenidas ad libitum con dieta estándar y eutanasiadas después de una 

semana de experimento (6 semanas de edad).  

En la segunda parte, se emplearon un total de 50 ratas adultas 

(8 semanas de edad) obesas (n=40) y delgadas (n=10), mantenidas ad 

libitum con dieta estándar durante 8 semanas y eutanasiadas tras 12 

semanas de periodo experimental (20 semanas de edad). Parte del set de 

ratas adultas obesas (n=30) fueron sometidas a intervenciones para 

pérdida de peso basadas en restricción energética y/o ejercicio durante 

las últimas 4 semanas de experimento, mientras que el grupo de ratas 

obesas control (n=10) se mantuvieron ad libitum con dieta estándar, al 

igual que el grupo de ratas adultas delgadas. 

Al término de la fase 1 o fase de engorde, después de las 8 

semanas de alimentación ad libitum con dieta estándar, las ratas adultas 

obesas se dividieron aleatoriamente en los siguientes grupos 

experimentales de acuerdo a los protocolos para pérdida de peso 

seleccionados (Figura 11): grupo Ad-L, ratas obesas control, grupo ER, 

ratas sometidas a restricción energética, grupo EX, ratas sometidas a 

ejercicio, y grupo EREX, ratas sometidas a restricción energética y 

ejercicio (n=10/grupo experimental). 

A lo largo de este periodo de intervenciones de 4 semanas, 

designado como fase 2 o fase de dieta y ejercicio, las ratas del grupo 

Ad-L control continuaron su alimentación ad libitum con dieta estándar, 

como se ha descrito previamente, y el resto de grupos se sometieron a 

los distintos protocolos experimentales que se detallan seguidamente. 
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Figura 11. Representación de los protocolos de intervención para pérdida de peso 
basados en restricción energética y/o ejercicio en ratas Zucker adultas. n, tamaño 
muestral; Ad-L, grupo de ratas obesas control ad libitum; ER, grupo de ratas 
restricción energética; EX, grupo de ratas ejercicio; EREX, grupo de ratas restricción 
energética y ejercicio. Fuente: elaboración propia creada con BioRender.com  

 

1.1.2.1.1. Protocolo de restricción energética de la dieta 

En el grupo ER, el protocolo de restricción energética se 

basó en una reducción del 30% de la ingesta de alimento respecto a los 

datos medios registrados la semana anterior. Para ello, las ratas se 

estabularon de manera individual durante el tiempo establecido para la 

intervención (4 semanas). En la primera semana, se registró la ingesta 

individual de los animales para promediar la cantidad de comida (peso 

en gramos) correspondiente a un 30% menos del total que ingerían en 

cada caso. El resto de semanas del protocolo, consistieron en alimentar 

a las ratas con esta restricción del 30% respecto a la ingesta ad libitum.  

En el grupo EREX, las ratas fueron sometidas a una 

intervención para pérdida de peso que combina este protocolo de 

restricción energética junto con el un protocolo de ejercicio, el cual se 

describe a continuación. 
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1.1.2.1.2. Protocolo de ejercicio físico 

En el grupo EX, el protocolo de ejercicio se basó en poner 

a correr a las ratas en una cinta rodante para roedores (Treadmill system 

303401-R-04/C, TSE-Systems, Inc., Chesterfield, MO, EE. UU.). 

Durante la primera semana, el tiempo de exposición a la cinta fue de 10 

minutos/día, con una velocidad inicial de 10 m/min aumentada hasta 

una final de 20 m/min, y con una inclinación de 0º. Una vez los 

animales se familiarizaron con el equipo, durante las últimas semanas el 

tiempo sobre la cinta alcanzó los 30 minutos/día, a una velocidad 

estable de 20 m/min y con una inclinación de 0º. Para incitar a las ratas 

a correr y permanecer en la cinta, el equipo incorpora en la parte de 

atrás un dispositivo que aplica un ligero estímulo eléctrico cuya 

intensidad no supera los 3 mA.  

Por último, como se ha mencionado anteriormente, los 

animales pertenecientes al grupo experimental EREX fueron alojados 

individualmente y sometidos a ambos protocolos de pérdida de peso 

descritos (restricción energética + ejercicio). 

 

1.1.2.2. Modelo de obesidad inducida por la dieta 

Se adquirieron ratas de la cepa Sprague Dawley y ratones de la 

cepa C57BL/6J para seguir una alimentación basada en una dieta alta 

grasa con el fin de obtener roedores con obesidad inducida por la dieta 

(DIO) (Figura 12). 

Se emplearon 26 ratas Sprague Dawley (3 semanas de edad), 

asignadas al azar en dos grupos experimentales, grupo de ratas DIO 

(n=14) y grupo de ratas delgadas control (n=12). Durante un periodo de 

12 semanas, ambos grupos fueron mantenidos ad libitum hasta su 

sacrificio (21 semanas de edad), bajo una dieta alta en grasa para el 

grupo de ratas DIO y una dieta estándar para el grupo de ratas delgadas. 
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Figura 12. Representación del diseño experimental empleado en ratas Sprague 
Dawley y ratones C57BL/6J como modelo de obesidad inducida por la dieta. n, 
tamaño muestral; Ctrl, grupo de roedores control; DIO, grupo de roedores con 
obesidad inducida por la dieta; ER, grupo de ratones con restricción energética. 
Fuente: elaboración propia creada con BioRender.com  

Se emplearon 20 ratones de la cepa C57BL/6J (8 semanas de 

edad), agrupados al azar como grupo de ratones DIO (n=16) y grupo de 

ratones delgados control (n=4). Se empleó una dieta alta en grasa para 

el grupo de ratones DIO y una dieta estándar para el grupo de ratones 

delgados, cuya alimentación ad libitum se mantuvo durante 29 semanas 

hasta el sacrificio de los animales (38 semanas de edad). Antes de 

finalizar el presente experimento, parte del grupo de ratones DIO (n=8), 

se sometieron a un protocolo de pérdida de peso durante las 3 últimas 

semanas. Esta intervención se basó en una restricción calórica, bajo la 
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cual los animales fueron alimentados con un 30% menos en cantidad de 

ingesta respecto a los datos medios registrados las semanas anteriores. 

El protocolo llevado a cabo fue el mismo que se especifica en el 

apartado anterior sobre la restricción energética de la dieta. 

1.2. PACIENTES 

Los procedimientos experimentales realizados a partir de muestras 

procedentes de los participantes reclutados en las distintas cohortes de 

estudio e incluidos en la presente tesis doctoral fueron realizados en el 

Grupo de Epigenómica en Endocrinología y Nutrición del Instituto de 

Investigación Sanitaria de Santiago de Compostela (IDIS). 

Todos los participantes de los estudios recibieron un consentimiento 

informado por escrito validado y aprobado por el Comité de Ética y los 

protocolos de estudio fueron aprobados por las Juntas de Revisión 

Institucional correspondientes a cada institución participante (CEIC 

Galicia No. 2009/076; CI: 40/13, PNK-DHA 2013-01). 

Todas las mediciones antropométricas se realizaron por duplicado y en 

condiciones de reposo, después de un ayuno nocturno de 8 a 10 horas. 

Todos los participantes fueron pesados en una báscula calibrada 

(báscula Seca 200, Medical Resources, EPI Inc OH, EE.UU.). El IMC 

se calculó como el peso corporal en kg, dividido por el cuadrado de la 

altura corporal en metros (IMC=peso (kg)/altura (m
2
). La circunferencia 

de la cintura (CC) se midió utilizando una cinta métrica estándar 

flexible no elástica colocada sobre el punto medio entre la última 

costilla y la cresta ilíaca, con el paciente de pie y exhalando.  

Para todas las cohortes de estudio, la recolección de las muestras de 

sangre se realizó después de ayunar durante la noche en tubos 

específicos para la obtención de plasma y células mononucleares de 

sangre periférica (PBMCs) (Tubos con EDTA Vacutainer, BD 

Biosciences, Madrid, España) y en tubos específicos para la obtención 

de suero (Tubos con gel SST™ II Vacutainer, BD Biosciences, Madrid, 
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España), según la cohorte de estudio y procedimiento experimental 

posterior. 

El plasma y el suero se separaron por centrifugación a 3.500 g durante 

15 minutos a 4°C y seguidamente se conservaron en alícuotas a -80ºC 

para análisis posteriores. La fracción de PBMCs se aisló mediante 

centrifugación por gradiente de densidad utilizando el reactivo 

Polymorphprep Axis Shield (Axis-Shield Diagnostics, Oslo, Noruega) 

de acuerdo a las indicaciones del fabricante. Tras la centrifugación 

diferencial, la fracción celular correspondiente a las PBMCs se 

resuspendió en 1,5 ml de reactivo Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE. 

UU.) e inmediatamente las alícuotas se congelaron a -80ºC para 

procedimientos posteriores de extracción de ARN. 

La recolección de las muestras de sangre total para la extracción de 

ADN genómico se realizó después de ayunar durante la noche en tubos 

específicos (Tubos con EDTA Vacutainer, BD Biosciences, Madrid, 

España) y se conservaron en alícuotas a -80ºC.  

La recolección de las muestras de tejido adiposo blanco se realizó en el 

momento en el que se intervino a los pacientes con obesidad severa a 

una cirugía bariátrica. Las muestras extraídas desde depósitos de tejido 

adiposo subcutáneo bajo la piel (zona hipocondrial izquierda), y desde 

depósitos de tejido adiposo visceral localizados alrededor de órganos 

internos (zona hipocondrial-flanco izquierdo), se recogieron en 

condiciones estériles en tubos con solución salina tamponada con 

fosfato 1X (PBS) (Lonza Group, Basilea, Suiza) suplementado con 1% 

penicilina/estreptomicina (Lonza Group, Basilea, Suiza) para la 

posterior obtención de secretoma.  
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1.2.1. Cohortes 

1.2.1.1.  Cohortes transversales 

1.2.1.1.1. Sujetos normopeso 

La población incluyó 41 sujetos con una edad 

comprendida entre 18 y 65 años y un IMC≤25 kg/m
2
. 

Todos los participantes fueron reclutados en colaboración 

con el Servicio de Endocrinología y Nutrición del Hospital Clínico 

Universitario de Santiago de Compostela y manifestaban un buen 

estado de salud de acuerdo a un examen físico inicial y a los resultados 

hematológicos y bioquímicos analizados de rutina. 

Los participantes informaron que no usaban suplementos 

a base de vitaminas y/o minerales, ni que recibieran prescripción 

regular de medicamentos durante los 3 meses anteriores.  

1.2.1.1.2. Pacientes con obesidad 

La población incluyó 28 sujetos con una edad 

comprendida entre 18 y 65 años y un IMC>35 kg/m
2
. 

Todos los participantes fueron reclutados en colaboración 

con el Servicio de Endocrinología y Nutrición del Hospital Clínico 

Universitario de Santiago de Compostela. Ninguno de los participantes 

padecía ninguna otra enfermedad distinta a la obesidad, de acuerdo a su 

historial médico, así como a un examen físico inicial y a los resultados 

hematológicos y bioquímicos analizados de rutina. 

Los participantes informaron que no usaban suplementos 

a base de vitaminas y/o minerales, que estuvieron libres de cualquier 

infección en el mes anterior al estudio y su peso corporal se había 

mantenido estable durante al menos 3 meses antes del estudio.  
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1.2.1.2.  Cohortes longitudinales 

1.2.1.2.1. Pacientes con obesidad sometidos a una 

intervención nutricional 

La población incluyó un grupo de pacientes con obesidad 

(IMC>30 kg/m
2
) participantes en un estudio longitudinal de 

intervención nutricional para pérdida de peso. Específicamente, 10 

sujetos con una media de edad de 48,8±9,2 años y un IMC promedio de 

32,9±1,4 kg/m
2
, reclutados en colaboración con el Servicio de 

Endocrinología y Departamento de Nutrición del Hospital Clínico 

Universitario de Valladolid. 

Esta intervención tuvo una duración máxima de 6 meses y 

los análisis se realizaron a partir de las muestras recogidas a los 0 

(Basal), a los 30 (Máxima Cetosis) y a los 180 días (Punto Final) desde 

el inicio del tratamiento.  

Todos los participantes del estudio estaban recibiendo 

tratamiento por obesidad y manifestaron no presentar ninguna 

condición médica grave distinta a la obesidad y el síndrome metabólico, 

información validada por su historial médico, examen físico inicial y 

resultados hematológicos y bioquímicos analizados de rutina. 

Los criterios generales de inclusión fueron tener una edad 

comprendida entre 18 y 65 años, IMC>30 kg/m
2
, peso corporal estable 

en los 3 meses anteriores, deseo manifiesto de perder peso y 

antecedentes de esfuerzos dietéticos fallidos. Los principales criterios 

de exclusión fueron alteración tiroidea, diabetes mellitus, obesidad 

inducida por otros trastornos endocrinos o fármacos y participación en 

cualquier programa activo de pérdida de peso en los 3 meses anteriores. 

Además, pacientes con cirugía bariátrica previa, abuso reportado 

o sospechado de narcóticos o alcohol, depresión severa o cualquier otra 

enfermedad psiquiátrica, insuficiencia hepática grave, cualquier tipo de 

insuficiencia renal o episodios de gota, nefrolitiasis, neoplasia, casos 

previos de enfermedad cardiovascular o enfermedad cerebrovascular, 
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hipertensión no controlada, hipotensión ortostática y alteraciones 

hidroelectrolíticas o electrocardiográficas fueron excluidos. Mujeres 

embarazadas, en periodo de lactancia, con intención de embarazo y en 

edad fértil potencial que no estaban usando métodos anticonceptivos 

adecuados también fueron excluidas. 

1.2.2. Diseños experimentales 

1.2.2.1.  Intervención nutricional basada en una dieta 

cetogénica muy baja en calorías 

La intervención nutricional se basó en un programa de 

adelgazamiento comercial de cinco pasos (método PNK
®
) (63). Este 

método consiste en un tratamiento médico de pérdida de peso que 

combina dieta y recomendaciones de ejercicio (Figura 13). 

Los primeros tres pasos del programa de pérdida de peso 

radican en el seguimiento de una VLCKD (600-800 kcal/día), baja en 

carbohidratos (<50 g de vegetales/día) y lípidos (10 g de aceite de 

oliva/día) y con aporte de proteínas de alto valor biológico (0,8-1,2 g de 

proteína/kg de peso corporal ideal). A lo largo de estas fases 

cetogénicas, la cetosis se determinó midiendo los cuerpos cetónicos, 

específicamente beta-hidroxibutirato, en sangre capilar utilizando un 

medidor portátil (GlucoMen LX Sensor, A. Menarini Diagnostics, 

Neuss, Alemania) tras un ayuno nocturno de 8-10 horas y el estado de 

cetosis total no superó los 60 días. 

En los dos últimos pasos del programa, se inicia el 

seguimiento de una dieta hipocalórica (800-1500 kcal/día) que 

incorpora de manera progresiva los diferentes grupos de alimentos. La 

dieta de mantenimiento consistió en un plan de alimentación 

equilibrado (1500-2000 kcal/día) con el objetivo de mantener la pérdida 

de peso y promover un estilo de vida saludable. 
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Figura 13. Representación del programa de intervención nutricional y esquema de 
visitas basado en una dieta cetogénica muy baja en calorías. n, tamaño muestral; 
IMC, índice de masa corporal; VLCKD, dieta cetogénica muy baja en calorías. Fuente: 
elaboración propia creada con BioRender.com  

Durante este estudio, los pacientes siguieron los pasos del 

método hasta alcanzar el peso objetivo o hasta un máximo de 6 meses 

de seguimiento, aunque los pacientes permanecieron bajo supervisión 

médica durante los meses siguientes. 

Para determinar la evolución de cada paciente y evaluar la 

adherencia y los posibles efectos secundarios, se establecieron visitas de 

acuerdo a los pasos del programa de cetosis y pérdida de peso: visita 1 

(Inicio o Basal), visita 2 (Máxima cetosis), visita 3 (Cetosis reducida) y 

visita 4 (Punto final o criterio de valoración). En todas las visitas, los 

pacientes se sometieron a antropometría completa, composición 

corporal y evaluación bioquímica, además de recibir instrucciones 

dietéticas, asesoramiento de apoyo y estímulo para hacer ejercicio de 

forma regular. 



Material y métodos 

115 

1.2.2.2.  Obtención de secretoma de tejido adiposo 

Como se ha indicado previamente, las muestras de SAT y 

VAT a partir de las cuales se obtuvo el secretoma, procedían de 6 

pacientes con obesidad severa sometidos a cirugía bariátrica en el 

Servicio de Endocrinología y Nutrición del Hospital Clínico 

Universitario de Santiago de Compostela. 

Las muestras recogidas en tubos con PBS 1X (Lonza Group, 

Basilea, Suiza) suplementado con 1% penicilina/estreptomicina (Lonza 

Group, Basilea, Suiza) se procesaron en condiciones estériles. Se 

realizaron una serie de lavados en PBS con 1% 

penicilina/estreptomicina y se retiraron restos de vasos sanguíneos con 

ayuda de un bisturí. 

Con las muestras ya limpias, fragmentos de aproximadamente 

2-3 g de tejido se distribuyeron en placas de 6 pocillos conteniendo 3 

ml de Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) con 4,5 g/L 

glucosa, sin L-glutamina, sin rojo fenol (Lonza Group, Basilea, Suiza) 

suplementado con 1% penicilina/estreptomicina y se mantuvieron en 

cultivo a 37ºC con 5% CO2 durante 2 horas. Seguidamente, se retiró 

este medio, se añadió medio fresco y se incubó a 37ºC con 5% CO2 

durante 16-18 horas. Tras este tiempo, se realizó otro reemplazo de 

medio que se mantuvo en cultivo a 37ºC con 5% CO2 durante 24 horas. 

Finalizada esta incubación, los medios conteniendo factores 

secretados por las muestras de tejido adiposo o secretomas, se 

recogieron en condiciones estériles en alícuotas de 1,5 ml y se 

conservaron a -80ºC hasta su uso posterior.  
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2. ESTUDIOS IN VITRO 

2.1.  LÍNEA CELULAR HEPARG 

La línea celular HepaRG se estableció a partir de una paciente afectada 

por hepatocarcinoma, en concreto un tumor hepático bien diferenciado 

grado I de Edmondson, e infección por hepatitis C. Es una línea celular 

progenitora bipotente humana capaz de diferenciarse hacia dos 

fenotipos celulares diferentes, células similares a las biliares y células 

similares a los hepatocitos (538). 

Las células HepaRG diferenciadas (dHepaRG) comparten algunas 

características y propiedades con los hepatocitos adultos y poseen la 

capacidad de expresar de manera estable las características específicas 

del hígado, como los genes albúmina (ALB), aldolasa B (ALDOB) y 

citocromo P450 3A4 (CYP3A4) (539,540).  

2.1.1. Cultivo celular 

Las células HepaRG (HPRGC10, Gibco, ThermoScientific, 

Waltan, MA, EE.UU.) fueron mantenidas en monocapa a 37ºC con 5% 

CO2 utilizando como medio de crecimiento E de William con 

GlutaMAX (Gibco, ThermoScientific, Waltan, MA, EE.UU.), 

suplementado con 10% suero bovino fetal (FBS) (Sigma-Aldrich; 

Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) y 1% penicilina/estreptomicina 

(Lonza Group, Basilea, Suiza).  

El subcultivo se produjo al 80% de confluencia mediante un lavado 

con solución salina tamponada con fosfato 1X (PBS) (Lonza Group, 

Basilea, Suiza) e incubación de 1-2 minutos con solución de tripsina-

EDTA al 0.25% (Sigma-Aldrich; Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) 
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en ratios 1:3-1:5. El medio de crecimiento fue renovado cada 2-3 días 

durante la fase de mantenimiento, donde las células proliferan con un 

tiempo de duplicación de alrededor de 24 horas.  

La criopreservación se realizó a partir del pellet celular, obtenido 

tras una centrigufación a 500 g durante 3 minutos, en medio de 

congelación (FBS (Sigma-Aldrich; Merck KGaA, Darmstadt, 

Alemania) suplementado con 10% dimetilsulfóxido (DMSO) (Sigma-

Aldrich; Merck KGaA, Darmstadt, Alemania)). 

2.1.2. Tratamientos 

2.1.2.1. Diferenciación 

El proceso de diferenciación de la línea celular HepaRG 

consiste en la exposición de las células al 2% DMSO tras 21 días de 

mantenimiento en cultivo a 37ºC con 5% CO2. 

Los medios empleados durante este proceso fueron los 

siguientes: 

 Medio de proliferación: E de William con GlutaMAX 

(Gibco, ThermoScientific, Waltan, MA, EE.UU.), 

suplementado con 10% suero bovino fetal (FBS) (Sigma-

Aldrich; Merck KGaA, Darmstadt, Alemania), 1% 

penicilina/estreptomicina (Penicillin-Streptomycin Mixture, 

Lonza Group, Basilea, Suiza), 5 μg/ml de insulina (Insulina 

humana 100 UI/ml, Actrapid, Novo Nordisk Pharma S.A., 

Bagsværd, Dinamarca) y 0,5 µM hemisuccinato de 

hidrocortisona (Sigma-Aldrich; Merck KGaA, Darmstadt, 

Alemania). 

 

 Medio de diferenciación: E de William con GlutaMAX 

(Gibco, ThermoScientific, Waltan, MA, EE.UU.), 

suplementado con 10% suero bovino fetal (FBS) (Sigma-

Aldrich; Merck KGaA, Darmstadt, Alemania), 1% 

penicilina/estreptomicina (Penicillin-Streptomycin Mixture, 
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Lonza Group, Basilea, Suiza), 5 μg/ml de insulina (Insulina 

humana 100 UI/ml, Actrapid, Novo Nordisk Pharma S.A., 

Bagsværd, Dinamarca), 50 µM hemisuccinato de 

hidrocortisona (Sigma-Aldrich; Merck KGaA, Darmstadt, 

Alemania) y 2% DMSO (Sigma-Aldrich; Merck KGaA, 

Darmstadt, Alemania). 

 

El procedimiento experimental seguido durante el proceso de 

diferenciación se realizó de acuerdo a un protocolo previamente 

diseñado (138) que se describe a continuación (Figura 14): 

 Día 0 - Siembra: Se siembran las células HepaRG a baja 

densidad (2,5 x 10
4
 células/cm

2
) en placas de cultivo con el 

volumen apropiado de medio de proliferación. En nuestro 

caso, las condiciones fueron en placas de 6 pocillos con 

250.000 células/pocillo en 2 ml de medio. 

 

 Día 2 y 4 - Cambio de medio: Se aspira el medio, se lavan 

las células con 1 ml de PBS y añaden 2 ml de medio de 

proliferación por pocillo. Las células se mantienen en 

crecimiento hasta la confluencia. 

 

 Día 7 - Adición de medio de diferenciación: Las células 

100% confluentes se lavan con 1 ml de PBS y se añaden 2 

ml de medio de diferenciación por pocillo. 

 

 Día 8, 9, 12, 15 y 18 - Cambio de medio: Se aspira el 

medio, se lavan las células con 1 ml de PBS y añaden 2 ml 

de medio de diferenciación por pocillo. 

 

 Día 21 - Diferenciación: Las células se observan bajo el 

microscopio como cultivos diferenciados confluentes que 

denominamos células HepaRG diferenciadas (dHepaRG). 
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Figura 14. Representación esquemática del proceso de diferenciación de la línea 
celular HepaRG. DMSO, dimetilsulfóxido. Fuente: elaboración propia creada con 
BioRender.com  

Tras finalizar la diferenciación, parte de las células dHepaRG 

se recogen como extractos celulares y se conservan a -80ºC para 

extracciones de ARN. 

El resto de las células dHepaRG se mantienen en cultivo a 

37ºC con 5% CO2 en medio de diferenciación para continuar con 

tratamientos de inducción de esteatosis. 
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2.1.2.2.  Modelos de inducción de esteatosis in vitro 

2.1.2.2.1. Inducción mediante oleato 

El tratamiento de células dHepaRG con la sal de ácido 

graso oleato de sodio ha sido establecido como modelo celular in vitro 

de esteatosis vesicular hepática, ya que dicho tratamiento conduce a la 

generación de pequeñas gotas de lípidos citoplasmáticos imitando los 

efectos del hígado graso (136,539). 

La inducción de esteatosis in vitro en células dHepaRG 

tratadas con 250 μM de oleato de sodio se realizó de nuevo en base a un 

protocolo previamente diseñado (138) que se describe a continuación 

(Figura 15): 

 Día 21 - Inicio esteatosis: Se diluye el oleato de sodio 

(100 mM de concentración stock) con un volumen 

apropiado de medio de diferenciación hasta una 

concentración final de 250 μM (1:400). Se añade 99% 

metanol en medio de diferenciación, el mismo volumen 

que el usado con el oleato de sodio (1:400), para 

emplear como control (vehículo). Se lavan las células 

con 1 ml de PBS y añade el vehículo o medio de oleato 

de sodio según el caso. Nuestras condiciones por 

pocillo fueron 5 μl de 100 mM oleato de sodio/99% 

metanol por cada 2 ml de medio de diferenciación. 

 

 Día 23 y 25 - Cambio de medio: Se aspira el medio y 

añaden 2 ml de medio de diferenciación por pocillo con 

vehículo u oleato de sodio según el caso.  

 

 Día 26 - Esteatosis: Se observa bajo el microscopio una 

acumulación de pequeñas gotas lipídicas en el 

citoplasma de las células tratadas con oleato. 
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Figura 15. Representación esquemática del modelo de inducción de esteatosis 
mediante tratamiento con oleato de sodio en la línea celular HepaRG. Fuente: 
elaboración propia creada con BioRender.com  

Tras la inducción de esteatosis, parte de las células se 

recogieron como lisados celulares y se conservaron a -80ºC para 

extracciones de ARN y otras se emplearon para la determinación del 

contenido lipídico mediante tinción con Oil Red O. 

El resto de las células dHepaRG tratadas con oleato se 

mantuvieron en cultivo a 37ºC con 5% CO2 para continuar con el 

proceso de reversión de esteatosis. 
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2.1.2.2.2. Inducción mediante secretomas de tejido 

adiposo y suero de pacientes con obesidad 

El tratamiento de líneas celulares con secretomas 

obtenidos a partir de fragmentos de SAT y VAT, así como con 

tratamientos con suero, han reportado hallazgos relevantes, como 

cambios en la proliferación celular y desregulación de la expresión 

génica (83). 

En base a estos datos, evaluamos el efecto de la obesidad 

per se como inductor de la esteatosis in vitro reflejada a través de la 

acumulación de gotas lipídicas en el citoplasma celular, como se ha 

descrito en el modelo con el ácido graso oleato de sodio. 

Para ello, las células dHepaRG fueron sometidas a 

tratamientos con secretomas de SAT, de VAT o con suero obeso (OB), 

a distintas concentraciones de estudio. Las muestras a partir de las 

cuales se elaboraron estos tratamientos proceden de pacientes con 

obesidad severa, extraídas en el momento de someterse a una cirugía 

bariátrica para pérdida de peso. 

El protocolo a seguir para la obtención de los secretomas 

de tejido adiposo y del suero desde muestras de sangre se ha explicado 

en el apartado de pacientes. 

Los tratamientos se elaboraron a partir de la mezcla o pool 

de 3-6 muestras desde las diferentes alícuotas obtenidas de los pacientes 

con obesidad, y las concentraciones ensayadas fueron a 1, 2,5 y 5% 

(v/v), seleccionadas de acuerdo a estudios previos del grupo donde se 

aplicaron tratamientos similares (83). 
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La inducción de esteatosis in vitro en células dHepaRG 

tratadas con secretomas SAT y VAT y con suero OB se realizó a partir 

del seguimiento del protocolo para tratamiento con oleato de sodio 

(138) incluyendo las siguientes modificaciones que se detallan a 

continuación (Figura 16): 

 Día 21 - Inicio esteatosis: Se prepararon los pools de 

muestras de secretomas SAT, VAT o suero OB y se 

adicionaron a un volumen apropiado de medio de 

diferenciación hasta las concentraciones de 1, 2,5 y 

5%. Se añade FBS al medio de diferenciación, a las 

mismas concentraciones usadas en los tratamientos, 

para emplear como control (vehículo). Se lavaron las 

células con 1 ml de PBS y añadió el vehículo o medio 

con secretomas o suero según el caso. Nuestras 

condiciones por pocillo fueron 20 μl de pool para 

tratamientos al 1%, 50 μl de pool para 2,5 % y 100 μl 

de pool para tratamientos al 5%, por cada 2 ml de 

medio de diferenciación. 

 

 Día 23 y 25 - Cambio de medio: Se aspiró el medio y 

añadieron 2 ml de medio de diferenciación por pocillo 

con vehículo o tratamiento según el caso. 

 

 Día 26 - Esteatosis: Se esperaba observar bajo el 

microscopio una acumulación de grasa en forma de 

pequeñas gotas lipídicas en el citoplasma de las células 

tratadas con los tratamientos de secretomas SAT y 

VAT y con suero OB. 
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Figura 16. Representación esquemática del modelo de inducción de esteatosis 
mediante tratamiento con secretoma de tejido adiposo y suero de pacientes con 
obesidad en la línea celular HepaRG. SAT, tejido adiposo subcutáneo; VAT, tejido 
adiposo visceral; OB, obesidad. Fuente: elaboración propia creada con 
BioRender.com  

Tras la inducción de esteatosis, parte de las células fueron 

recogidas como lisados celulares y conservadas a -80ºC para realizar 

extracciones de ARN. 

El resto de las células se emplearon para la determinación 

del contenido lipídico mediante tinción con Oil Red O.  
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2.1.2.3.  Modelo de reversión de esteatosis in vitro 

La suplementación con cuerpos cetónicos se ha asociado con 

una mejora del perfil metabólico y con una mejora del estado oxidativo 

celular (541–543). El tratamiento de líneas celulares con cuerpos 

cetónicos ha evidenciado hallazgos interesantes en esta línea (544–546). 

Por ello, evaluamos el efecto del tratamiento con cuerpos 

cetónicos sobre la esteatosis hepática in vitro inducida por oleato de 

sodio. El procedimiento llevado a cabo consistió en la exposición de las 

células dHepaRG tratadas con oleato de sodio (compuesto de referencia 

ya descrito como inductor de esteatosis) a un tratamiento con la sal de 

sodio del ácido butírico. 

Así, en células dHepaRG tratadas con 250 μM de oleato de 

sodio se adicionaron concentraciones crecientes de butirato de sodio 

(Sodium 3-hydroxybutyrate, Sigma-Aldrich; Merck KGaA, Darmstadt, 

Alemania) y la exposición de las células a este compuesto se mantuvo 

durante 72 horas. El protocolo experimental se detalla a continuación 

(Figura 17): 

 Día 26 - Inicio del tratamiento con butirato: Diluir el 

butirato de sodio (1M de concentración stock, diluyente 

H2O DEPC) con un volumen apropiado de medio de 

diferenciación hasta las concentraciones finales de 10, 25, 

50, 75 y 100 mM. Se lavan las células a tratar con 1 ml de 

PBS y se añade el medio con butirato a las distintas 

concentraciones según el caso. Se reemplaza el medio con 

oleato en los pocillos que se mantienen como control. 

Nuestras condiciones por pocillo fueron 20, 50, 100, 150 y 

200 μl de 1M butirato de sodio por cada 2 ml de medio de 

diferenciación para las concentraciones finales establecidas 

de 10, 25, 50, 75 y 100 mM, respectivamente. Para las 

células mantenidas como control, las condiciones por 

pocillo fueron 5 μl de 100 mM oleato de sodio por cada 2 

ml de medio de diferenciación. 
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 Día 29 – Reversión de esteatosis: Tras 72 horas de 

exposición al tratamiento con butirato, se espera observar 

bajo el microscopio una reducción en el número o 

contenido de gotas lipídicas presentes en el citoplasma de 

las células previamente tratadas con oleato. 

 

Figura 17. Representación esquemática del modelo de reversión de esteatosis 
mediante tratamiento con butirato de sodio en células dHepaRG tratadas con 
oleato. post-tto, post-tratamiento. Fuente: elaboración propia creada con 
BioRender.com  

Finalizado el proceso, parte de las células se recogieron como 

lisados celulares y se conservaron a -80ºC para extracciones de ARN. 

El resto de las células se emplearon para la determinación del contenido 

lipídico mediante tinción con Oil Red O. 
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2.1.3. Evaluación del contenido lipídico (Oil Red O) 

La acumulación de gotas de lípidos se puede detectar fácilmente 

mediante la tinción Oil Red O, un colorante químico liposoluble del 

grupo de los lisocromos que tiñe los triglicéridos y lípidos neutros de 

rojo anaranjado (547,548).  

Para determinar el contenido de lípidos presente en el citoplasma 

de las células dHepaRG tras los distintos tratamientos descritos para la 

inducción y reversión de esteatosis vesicular hepática in vitro, se 

realizaron tinciones con el reactivo Oil Red O al final de cada 

tratamiento como se detalla a continuación: 

- Se prepara la solución de trabajo Oil Red O con 6 ml de 

solución madre (0,35 g de reactivo en 100 ml de isopropanol) 

por cada 4 ml de H2O destilada. Se agita, se deja reposar a 

temperatura ambiente durante 20 minutos y se filtrar con un 

filtro de 0,2 µm. 

  

- Se lavan las células con PBS y se añade 1ml de 

paraformaldehido frío al 4% por pocillo durante 1 hora a 37ºC 

para fijar las células. 

 

- Se elimina el paraformaldehido y se lavan las células con H2O 

destilada (3 veces). 

 

- Se añade 1ml de isopropanol al 60% por pocillo durante 5 

minutos a temperatura ambiente. Se retire el isopropanol y se 

dejan secar las células completamente a temperatura ambiente o 

durante 5-10 minutos en estufa a 50ºC. 

 

- Añadir 1 ml de la solución de trabajo Oil Red O y se incuba 

durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se retira el 

colorante y se lavan las células con H2O destilada (4 veces). Se 

dejan secar las tinciones completamente a temperatura ambiente 

o durante 10 minutos en estufa a 50ºC. 
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- Se adquieren imágenes bajo el microscopio para su análisis a 40 

aumentos (Leica MC170 HD, Leica Microsystems, Wetzlar, 

Alemania). 

 

- Se eluye el colorante Oil Red O para determinar la cantidad de 

tinción en las células por medición de la absorbancia. Se añade 1 

mL de isopropanol durante 10 minutos con agitación suave a 

temperatura ambiente. Se transfiere el eluido a placas de 96 

pocillos en triplicado, usando isopropanol al 100% como 

blanco, y se mide la absorbancia 500 nm en un 

espectrofotómetro para microplacas (Epoch 2, Biotek 

Instruments Inc., Winooski, VT, EE.UU.). 

 

2.1.4. Ensayos de viabilidad celular 

La evaluación de la viabilidad celular in vitro se realizó mediante el 

uso del reactivo de proliferación celular WST-1 (Cell Proliferation 

Reagent WST-1, Roche Applied Science, Penzberg, Alemania). 

Se trata de un ensayo colorimétrico simple diseñado para medir las 

tasas de proliferación relativa de las células en cultivo. El principio del 

ensayo se basa en la conversión de la sal de tetrazolio WST-1 en un 

tinte de color mediante enzimas deshidrogenasas mitocondriales, color 

que es directamente proporcional a la cantidad de deshidrogenasa 

mitocondrial en un cultivo dado. 

Como resultado, el ensayo mide realmente la actividad metabólica 

neta de las células, lo que refleja el número de células (cuantas más 

células, más deshidrogenasa disponible para reducir el reactivo).  

Este kit también se puede utilizar para medir la viabilidad celular o 

la citotoxicidad y ha sido aplicado de acuerdo a las indicaciones del 

fabricante. 
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En concreto, se utilizó un protocolo previamente descrito (138), el 

cual se especifica seguidamente: 

- Se sembraron las células dHepaRG en una placa de 96 pocillos 

con una densidad de 1 x 10
5
 células/pocillo en un volumen final 

de 100 l de medio de diferenciación.  

 

- Pasadas 24 horas, se adicionan a las células los distintos 

tratamientos y controles/vehículos anteriormente explicados en 

cuadruplicado. Adicionalmente, se ensaya el oleato de sodio a 

125 μM y 500 μM y el compuesto palmitato de sodio 125 μM, 

250 μM y 500 μM. Todos los tratamientos se diluyen en un 

volumen final de 100 μl por pocillo. 

 

- Se reemplazan los medios con los correspondientes tratamientos 

cada 24 horas hasta alcanzar las 96 horas de exposición a dichas 

condiciones.  

 

- Se añaden 10 μL de reactivo WST-1 en cada pocillo de la placa 

de ensayo. Se incluye un control de fondo o background 

adicionando 10 μL de reactivo en 100 μL de medio de 

diferenciación sin células. Se incuba la placa a 37ºC con 5% 

CO2 durante 60 minutos. Se registra la absorbancia a 450 nm en 

un espectrofotómetro para microplacas (Epoch 2, Biotek 

Instruments Inc., Winooski, VT, EE.UU.). Se corrigen los 

valores de absorbancia obtenidos tras la lectura restando el valor 

medio los pocillos background.  
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3. TÉCNICAS ANALÍTICAS 

3.1. ANÁLISIS HISTOLÓGICOS 

El análisis histológico de tejidos se desarrolló en colaboración con el 

Servicio de Anatomía Patológica del Hospital Clínico Universitario de 

Santiago de Compostela. Las tinciones de Hematoxilina/Eosina y de Oil 

Red O se realizaron en la Plataforma de Inmunohistoquímica 

perteneciente a este mismo servicio empleando los protocolos que se 

describen a continuación.  

Las secciones de las muestras hepáticas fueron examinadas a ciegas por 

un patólogo certificado perteneciente al servicio colaborador, el cual 

calificó el grado de esteatosis hepática promediando las calificaciones 

en 10 campos de aumento de alta potencia (200x). 

Las puntuaciones utilizadas fueron las siguientes: (0) no esteatosis, (1) 

<33% de esteatosis en el parénquima hepático, (2) 34% -66% de 

esteatosis en el parénquima hepático y (3) >66% de esteatosis en el 

parénquima hepático. 

Las fotografías de los cortes a 40 aumentos se tomaron en el 

microscopio Axio Vert.A1 (Carl Zeiss Meditec Iberia S.A.U., Madrid, 

España).  

3.1.1. Tinción Hematoxilina/Eosina 

Se fija el tejido hepático en paraformaldehido al 4% y se incluye en 

parafina para ser seccionado en cortes de 5 μm en un criostato (Leica 

CM1850 UV Cryostat, Leica Biosystems, Barcelona, España). Los 

cortes se desparafinan con xilol y se rehidratan con etanol a 
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concentraciones decrecientes de 100, 95 y 70ºC. Se realiza un lavado 

con H2O destilada, se sumergen los cortes en hematoxilina (Sigma-

Aldrich; Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) durante 10 minutos, se 

lavan nuevamente y se sumergen durante 1 minuto en eosina (Sigma-

Aldrich; Merck KGaA, Darmstadt, Alemania). Se realiza un lavado con 

H2O, se deshidratan los cortes a concentraciones crecientes de etanol 

(2x96ºC y 2x100ºC) y se sumergen en xilol durante 10 minutos antes de 

montaje en medio permanente (Entellan).  

Esta técnica histológica tiñe diferencialmente las estructuras 

celulares, otorgando un color azul a las partes ácidas como el núcleo 

celular y un color rosa a las partes básicas como el citoplasma, 

permitiendo analizar la estructura general del tejido. 

3.1.2. Tinción Oil Red O 

Las muestras de tejido hepático se depositaron en criomoldes y se 

embebieron en OCT o gel crioprotector. Se congelaron en isopentano a 

-160ºC y se cortaron en secciones de 8 μm en un criostato (Leica 

CM1850 UV Cryostat, Leica Biosystems, Barcelona, España). Los 

cortes se tiñen con una solución filtrada de Oil Red O (Sigma-Aldrich; 

Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) durante 15 minutos. Se realiza un 

lavado con H2O destilada, las secciones se contratiñen con solución de 

hematoxilina modificada según Gill II (Sigma-Aldrich; Merck KGaA, 

Darmstadt, Alemania) durante 30 segundos, se lavan los cortes con H2O 

destilada a 30ºC durante 10 minutos y se realiza el montaje con medio 

de acuoso.  

Esta técnica se basa en la detección de grasas neutras o gránulos de 

polietileno en tejidos histológicos, proporcionando una intensa y 

luminosa coloración en rojo de los lípidos en contraste al color azul de 

los núcleos celulares teñidos con la solución de hematoxilina según Gill 

II. Al tratarse de una tinción específica de lípidos permite evaluar la 

esteatosis hepática. 



Material y métodos 

133 

3.2.  ANÁLISIS DE METABOLITOS 

3.2.1. Determinación del contenido de triacilglireroles 

3.2.1.1. Extracción de triacilgliceroles en hígado 

La extracción de lípidos se realizó a partir de fragmentos de 

aproximadamente 100 mg desde tejido hepático criopreservado 

(congelados a -80ºC). Los fragmentos de hígado se introdujeron en 

tubos con cierre de seguridad (Safe-Lock Tubes 2,0 mL, Eppendorf, 

Hamburgo, Alemania) con una bola de acero inoxidable y una solución 

2:1 de cloroformo:metanol a 4°C, para su disgregación y rotura celular 

mecánica mediante un homogeneizador (TissueLyser II, Qiagen, 

Germantown, MD, EE.UU.) durante 2-3 minutos a 25-30 Hz. Los 

homogeneizados hepáticos se mantuvieron en agitación durante 4 horas 

a temperatura ambiente. Para la separación de fases, se añadieron 300 μl 

de H2O DEPC por muestra, se centrifugaron a 13.000 rpm durante 30 

minutos y se recogió la fase orgánica conteniendo los extractos 

lipídicos. El solvente orgánico se evaporó completamente durante la 

noche en una campana de extracción de gases a temperatura ambiente.  

3.2.1.2. Cuantificación de triacilgliceroles hepáticos 

La determinación de la cantidad de triacilgliceroles a partir de 

los homogeneizados hepáticos se realizó en un espectrofotómetro para 

microplacas (Epoch 2, Biotek Instruments Inc., Winooski, VT, EE.UU.) 

por medio de una detección colorimétrica mediante el uso de un kit 

comercial específico (Triglicéridos GPO-POD. Enzymatic-

Colorimetric, SPINREACT, Girona, España). La absorbancia de cada 

muestra se midió a 505 nm por triplicado y la cuantificación se calculó 

a partir de los valores obtenidos respecto a la recta patrón del kit. Los 

datos se corrigieron por la masa del fragmento de tejido y se 

presentaron como mg de triacilgliroles/g de tejido hepático, medida 

utilizada como reflejo del grado de esteatosis hepática. 
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3.2.2. Determinación de marcadores de estrés oxidativo 

3.2.2.1. Cuantificación de malondialdehído 

Los peróxidos de ácidos grasos poliinsaturados generan MDA 

al descomponerse, el cual se ha utilizado como indicador de 

peroxidación lipídica, mecanismo de daño celular utilizado para 

determinar el estrés oxidativo en células y tejidos (549). 

La cuantificación de los niveles de MDA se realizó en 

muestras de lisados de hígado y plasma, obtenidos según la aplicación 

de protocolos previamente descritos, utilizando un kit comercial 

(BIOXYTECH LPO-586 Colorimetric Assay For Lipid Peroxidation 

Markers, OXIS Health Products, Inc., Portland, OR, EE. UU.). Este 

ensayo colorimétrico se basa en la reacción a 45°C del MDA con un 

reactivo cromogénico, N-metil-2-fenilindol (R1), la cual produce un 

cromóforo estable. La medición de este producto a una absorbancia 

máxima de 586 nm se realiza en un espectrofotómetro para microplacas 

(Epoch 2, Biotek Instruments Inc., Winooski, VT, EE.UU.) para 

determinar la cantidad de MDA presente en las muestras ensayadas.  

3.2.2.2. Cuantificación de la capacidad antioxidante 

La detección de la capacidad antioxidante total es útil para 

valorar la cantidad o contenido de antioxidantes presentes en una 

muestra y determinar así su efecto potencial contra reacciones de 

oxidación (550). 

La cuantificación de los niveles de la potencia total 

antioxidante (AOP) activa se realizó en muestras de lisados de hígado y 

plasma, obtenidos según la aplicación de protocolos previamente 

descritos, utilizando un kit comercial (BIOXYTECH AOP-450 Assay 

for Total Antioxidant Potential, OXIS Health Products, Inc., Portland, 

OR, EE. UU.). Este ensayo colorimétrico cuantitativo se basa el 

potencial de reducción de la muestra o estándar para convertir de 

manera efectiva Cu
+2

 en Cu
+1

. Esta forma reducida de cobre formará 

selectivamente un complejo estable con el reactivo cromogénico. La 
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medición de este complejo a una absorbancia de 450 nm en un 

espectrofotómetro para microplacas (Epoch 2, Biotek Instruments Inc., 

Winooski, VT, EE.UU.) determina el nivel de AOP presente en las 

muestras ensayadas.  

3.2.2.3. Cuantificación de 8-hidroxi-2-desoxiguanosina  

La determinación de 8-hidroxi-2-desoxiguanosina (8-OHdG), 

producido durante la reparación del ADN, es considerada como un 

marcador de daño oxidativo (551). 

La cuantificación de los niveles de 8-OHdG se realizó en 

muestras de lisados de hígado y plasma, obtenidos según la aplicación 

de protocolos previamente descritos, utilizando un kit comercial 

(Highly Sensitive 8-OHdG Check ELISA, Japan Institute for the 

Control of Aging (JaICA), Shizuoka, Japan). Este kit se basa en un 

ensayo ELISA competitivo que cuantifica la cantidad de reacción 

antígeno-anticuerpo de forma colorimétrica tras la adición de 

cromógeno. La medición de la absorbancia a 450 nm en un 

espectrofotómetro para microplacas (Epoch 2, Biotek Instruments Inc., 

Winooski, VT, EE.UU.) determina el nivel de 8-OHdG presente en las 

muestras ensayadas.  

3.2.3. Determinación de marcadores de inflamación 

Las citocinas y las quimiocinas, un tipo de citocinas de pequeño 

tamaño, juegan un papel relevante en la respuesta inmunitaria e 

inflamatoria, por lo que son consideradas como marcadores 

inflamatorios (552). 

La cuantificación de los niveles de una selección de marcadores 

inflamatorios se realizó en muestras de plasma, obtenido en base a 

protocolos previamente descritos, mediante el uso de un panel multiplex 

de citocinas/quimiocinas comercial (The Bio-Plex Pro Rat Cytokine 5-

Plex Immunoassay, Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, 

EE.UU.), de acuerdo a las instrucciones del fabricante.  Este panel 

permite la detección del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α), el 



ANDREA GONZÁLEZ IZQUIERDO 

136 

factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), la interleucina 10 

(IL10), la interleucina 6 (IL6) y la proteína quimioatrayente de 

monocitos 1 (MCP-1) a partir de muestras de plasma sanguíneo 

mediante un ensayo ELISA, que cuantifica las citocinas y quimiocinas 

según la cantidad de reacción antígeno-anticuerpo mediable por 

absorbancia en un espectrofotómetro para microplacas (Epoch 2, Biotek 

Instruments Inc., Winooski, VT, EE.UU.). 

3.3.  ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN GÉNICA  

3.3.1. Extracción de ARN 

3.3.1.1. Extracción desde tejido 

Se seleccionó el uso del Reactivo TRIzol (Invitrogen, 

Carlsbad, CA, EE. UU.) como método de extracción de ARN para 

tejidos criopreservados (congelados a -80ºC). El ARN total se aisló a 

partir de muestras de hígado y de tejido adiposo subcutáneo y visceral 

de aproximadamente 100 mg. 

Dichas muestras se introdujeron en tubos con cierre de 

seguridad (Safe-Lock Tubes 2,0 mL, Eppendorf, Hamburgo, Alemania) 

conteniendo 800 µl de reactivo junto con una bola de acero inoxidable, 

para proceder a su disgregación y rotura celular mecánica mediante un 

homogeneizador (TissueLyser II, Qiagen, Germantown, MD, EE.UU.) 

durante 2-3 minutos a 25-30 Hz. 

Finalizado el proceso de extracción de ARN, tras el 

seguimiento del protocolo y recomendaciones del fabricante, el ARN 

total aislado se resuspendió en 50μl de H2O DEPC y se conservó a -

80ºC. 
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3.3.1.2. Extracción desde células mononucleares de sangre 

periférica 

De nuevo se seleccionó el uso del Reactivo TRIzol 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.) como método de extracción de 

ARN total desde PBMCs. En este caso, el ARN se aisló desde alícuotas 

de PBMCs conservadas en 1,5 ml de reactivo TRIzol y congeladas a -

80ºC, siguiendo las recomendaciones del fabricante. 

Finalizado el proceso de extracción, el ARN total aislado se 

resuspendió en 30 μl de H2O DEPC y se conservó a -80ºC. La 

separación de PBMCs a partir de muestras de sangre periférica fue 

descrita anteriormente.  

3.3.1.3. Extracción desde línea celular  

El aislamiento de ARN total desde células mantenidas en 

cultivo fue con el uso del kit comercial GeneJet RNA Purification Kit 

(ThermoScientific, Waltan, MA, EE.UU.), basado en un método de 

separación por columnas. Las células se lisaron y homogeneizaron en 

600 μl de tampón de lisis suministrado en el kit y suplementado con -

mercaptoetanol (Sigma-Aldrich; Merck KGaA, Darmstadt, Alemania), 

de acuerdo al protocolo del fabricante. Finalmente, se eluyó el ARN 

total en 50 μl de H2O DEPC y se conservó a -80ºC. 

3.3.2. Cuantificación de ARN 

La determinación de la concentración del ARN total extraído desde 

las distintas muestras de origen se cuantificó mediante un 

espectrofotómetro de gota en pedestal utilizando el equipo NanoDrop 

2000c (ThermoScientific, Waltan, MA, EE.UU.) ajustado a las 

longitudes de onda 260 y 280 nm. El grado de pureza de las muestras se 

determinó en base a la ratio 260/280, según el cual un valor cercano a 2 

es considerado como óptimo o aceptable para mediciones de ARN.  
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3.3.3. Retrotranscripción 

Previo al proceso de retrotranscripción, se realizó la purificación de 

las muestras de ARN extraídas con TRIzol aplicando un tratamiento 

con DNasas con un kit comercial ((DNase Free, Ambion, Austin, TX, 

EE.UU.), a partir de 1 g de cantidad de ARN total. La conversión 

cuantitativa de ARN total a ADN complementario (ADNc) 

monocatenario se realizó con un kit de transcripción inversa de gran 

capacidad (High-Capacity cDNA Reverse Transcription, Applied 

Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.), basado en una única reacción 

que parte de 1 g de ARN en 20 µl de volumen final y siguiendo las 

recomendaciones del fabricante. El equipo utilizado fue el 

termociclador Swift MaxPro (Esco Healthcare Pte. Ltd., Singapore) 

bajo las condiciones de incubación de 25ºC durante 10 minutos, 37ºC 

durante 120 minutos y 85ºC durante 5 minutos. 

3.3.4. PCR en tiempo real 

Los experimentos cuantitativos de PCR en tiempo real (RT-qPCR) 

se realizaron en el equipo Step One Plus system de acuerdo a las 

indicaciones del fabricante para ensayos de expresión génica TaqMan 

(Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.). Todas las reacciones, 

a un volumen final de 10 µl, se ensayaron por duplicado y/o triplicado 

para cada gen y muestra analizada utilizando los siguientes parámetros 

de ciclado: 50ºC durante 2 minutos, 95ºC durante 10 minutos, seguido 

de 40 ciclos de 95ºC durante 15 segundos + 60ºC durante 1 minuto. Las 

sondas TaqMan adquiridas para los diferentes genes de interés 

ensayados se detallan en la tabla 2. 

Para el análisis de los datos, los niveles de expresión génica de 

ARNm se normalizaron utilizando beta-actina (ATCB) y/o 

gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) como control 

interno o housekeeping dependiendo del experimento. El cálculo se 

basó en el método de cuantificación relativa de 2
-ΔΔCT 

(Applied 

Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.). 
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Tabla 2. Lista de sondas TaqMan utilizadas para la técnica RT-qPCR. 

Gen Referencia Casa comercial 
Especie 
diana 

Survivina/BIRC5 
Rn00574012_m1, 
Hs04194392_s1 

Applied Biosystems, EE.UU. 
Rata, 

humano 

MYC 
Rn00561507_m1, 
Hs00153408_m1 

Applied Biosystems, EE.UU. 
Rata, 

humano 

GSTM2 
Rn00598597_m1, 
Hs03044640_gH 

Applied Biosystems, EE.UU. 
Rata, 

humano 

SIRT1 
Rn01428093_m1, 
Hs01009000_m1 

Applied Biosystems, EE.UU. 
Rata, 

humano 

SIRT6 
Rn01408249_m1, 
Hs00213036_m1 

Applied Biosystems, EE.UU. 
Rata, 

humano 

TGFB1 
Rn00572010_m1, 
Hs00998133_m1 

Applied Biosystems, EE.UU. 
Rata, 

humano 

TP53 
Rn00755717_m1, 
Hs01034249_m1 

Applied Biosystems, EE.UU. 
Rata, 

humano 

PTEN 
Rn00477208_m1, 
Hs02621230_s1 

Applied Biosystems, EE.UU. 
Rata, 

humano 

CYP3A4 Hs00604506_m1 Applied Biosystems, EE.UU. Humano 

ALB Hs00609410_m1 Applied Biosystems, EE.UU. Humano 

ALDOB Hs01551887_m1 Applied Biosystems, EE.UU. Humano 

SLC2A1 Hs01682761_m1 Applied Biosystems, EE.UU. Humano 

APOC3 Hs00163644_m1 Applied Biosystems, EE.UU. Humano 

SCD Hs01682761_m1 Applied Biosystems, EE.UU. Humano 

ACACB Hs01565914_m1 Applied Biosystems, EE.UU. Humano 

PLIN2 Hs00605340_m1 Applied Biosystems, EE.UU. Humano 

PDK4 Hs01037712_m1 Applied Biosystems, EE.UU. Humano 

IL6 Hs00174131_m1 Applied Biosystems, EE.UU. Humano 

DNMT1 Hs00945875_m1 Applied Biosystems, EE.UU. Humano 

DNMT3A Hs01027162_m1 Applied Biosystems, EE.UU. Humano 

DNMT3B Hs00171876_m1 Applied Biosystems, EE.UU. Humano 

GAPDH Hs02758991_g1 Applied Biosystems, EE.UU. Humano 

ACTB 
Rn00667869_m1, 
Hs03023943_g1 

Applied Biosystems, EE.UU. 
Rata, 

humano 
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3.4.  ANÁLISIS DE EXPRESIÓN DE PROTEÍNA 

3.4.1. Extracción de proteína 

La extracción de proteínas desde tejido se realizó a 4ºC en muestras 

de hígado criopreservados (congelados a -80ºC) a partir de fragmentos 

de aproximadamente 50 mg. Los fragmentos de tejido se introdujeron 

en tubos con cierre de seguridad (Safe-Lock Tubes 2,0 mL, Eppendorf, 

Hamburgo, Alemania) con una bola de acero inoxidable y 1 ml de 

tampón RIPA frío (200 mM Tris-HCl a pH 7,4, 130 mM NaCl, 10% 

Glicerol, 0,1% dodecil sulfato de sodio (SDS), 1% Triton X-100 y 10 

mM MgCl 2, suplementado con un cóctel de anti-proteasas y anti-

fosfatasas (Sigma-Aldrich; Merck KGaA, Darmstadt, Alemania), para 

su disgregación y rotura celular mecánica mediante un homogeneizador 

(TissueLyser II, Qiagen, Germantown, MD, EE.UU.) durante 3 minutos 

a 25-30 Hz. Los lisados de tejido se centrifugaron a 13.000 rpm durante 

30 minutos a 4°C. Este proceso se repitió 3 veces, transfiriendo los 

sobrenadantes a nuevos tubos cada vez, para eliminar la presencia de la 

película lipídica que se genera en las muestras que proceden de hígados 

grasos. 

3.4.2. Cuantificación de proteína 

La cuantificación de los extractos proteicos se realizó con el kit DC 

Protein Assay (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, EE.UU.), 

basado en el método de Bradford, siguiendo las instrucciones del 

fabricante y midiendo la absorbancia a 750 nm por triplicado en un 

espectrofotómetro para microplacas (Epoch 2, Biotek Instruments Inc., 

Winooski, VT, EE.UU.). La concentración de las muestras se calculó en 

base a una recta patrón de calibrado de concentraciones conocidas 

(Protein Assay Standard II, Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, 

EE.UU.). Se prepararon alícuotas a una concentración de 20 µg de 

proteína para cada muestra, se añadieron 5 µl de tampón de carga (400 

mM Tris-HCl a pH 6,8, 50% Glicerol, 10% SDS, 0,5% Azul de 

Bromofenol y 5% -mecaptoetanol) y se calentaron a 95ºC durante 5 

minutos (thermoblock Thermomixer Compact, Eppendorf, Hamburgo, 

Alemania). 
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3.4.3. Western blot 

3.4.3.1. Electroforesis 

La separación de las proteínas en función del tamaño o peso 

molecular se realizó mediante una electroforesis en gel de 

poliacrilamida con 10% de SDS (SDS-PAGE). Los geles se prepararon 

a partir de bis-acrilamida (30% Acrylamide/Bis Solution, Bio-Rad 

Laboratories, Inc., Hercules, CA, EE.UU.) conteniendo una fracción 

concentradora en la parte superior (5% de acrilamida) y una fracción 

separadora en la parte inferior (10% de acrilamida). Para determinar el 

tamaño de las proteínas de interés se empleó un marcador de peso 

molecular (Precision Plus Protein Standars-Dual Color, Bio-Rad 

Laboratories, Inc., Hercules, CA, EE.UU.) y las condiciones de 

electroforesis establecidas fueron 15 minutos a 60 V seguidos de 1-2 

horas a 120 V. 

3.4.3.2. Transferencia 

Las proteínas ya separadas se transfirieron membranas de 

nitrocelulosa de 0,45 µm (Nitrocellulose Membrane, 0.45 µm, Bio-Rad 

Laboratories, Inc., Hercules, CA, EE.UU.) mediante una 

electrotransferencia húmeda en el equipo Trans-Blot Transfer System 

(Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, EE.UU.). La transferencia 

se realizó durante 1 hora a 4ºC bajo las condiciones de 100 V y 0,25 A, 

en los casos en los que se transfirieron 4 membranas a la vez.   

3.4.4. Inmunodetección 

Las membranas se bloquearon en albúmina de suero bovino (BSA) 

(Sigma-Aldrich; Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) al 5% en PBS-T 

(20 mM Tris-HCl pH 7,4, 150 mM NaCl, 0,1% Tween-20) durante 1 

hora a temperatura ambiente y en agitación.  

Para la detección de proteínas, las membranas se incubaron con los 

anticuerpos primarios específicos de las proteínas de estudio (Tabla 3) 

durante la noche a 4 ° C y en agitación. Tras el overnight, las 
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membranas se incubaron en presencia de los anticuerpos secundarios 

(Tabla 3) durante 1 hora a temperatura ambiente y en agitación. La 

inmunodetección o unión específica antígeno-anticuerpo se visualizó 

con un sistema de quimioluminiscencia (Clarity Western ECL 

Substrate, Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, EE.UU.) usando 

el equipo ChemiDoc MP Imager System (Bio-Rad Laboratories, Inc., 

Hercules, CA, EE.UU.), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. 

 

Tabla 3. Lista de anticuerpos primarios y secundarios utilizados para la técnica 
Western blot. 

Proteína Referencia Casa comercial Reactividad Dilución 

SURVIVINA/BIRC5 sc-17779 
Santa Cruz 
Biotechnology, 
Alemania 

Ratón, 
monoclonal 

1:500 

MYC ab32072 Abcam, España 
Conejo, 

monoclonal 
1:1.000 

GSTM2 ab175282 Abcam, España Conejo, policlonal 1:1.000 

SIRT1 sc-74465 
Santa Cruz 
Biotechnology, 
Alemania 

Ratón, 
monoclonal 

1:500 

TGFB1 3711 
Cell Signaling 
Technology, 
EE.UU. 

Conejo, policlonal 1:1.000 

TP53 AF1355 
R&D Systems, 
EE.UU. 

Conejo, policlonal 1:1.000 

PTEN sc-7974 
Santa Cruz 
Biotechnology, 
Alemania 

Ratón, 
monoclonal 

1:500 

GAPDH AM4300 

Life 
Technologies 
Ltd, Reino 
Unido 

Ratón, 
monoclonal 

1:2000 

HRP Anti-ratón 31430 
Thermo Fisher 
Scientific, 
EE.UU. 

Cabra,monoclonal 1:10.000 

HRP Anti-conejo 31460 
Thermo Fisher 
Scientific, 
EE.UU. 

Cabra,monoclonal 1:10.000 
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Para la determinación semicuantitativa de señal de la cantidad de 

proteína presente en la muestra se midió la densidad óptica de los 

volúmenes de las bandas específicas utilizando el Software ImageJ 

(Institutos Nacionales de Salud, Bethesda, MD, EE. UU.). Los valores 

obtenidos en cada muestra para las distintas proteínas estudiadas fueron 

corregidos por los niveles de proteína de un gen de expresión 

constitutiva, nuestro caso gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa 

(GAPDH). Los resultados se expresaron como porcentaje de nivel de 

proteína frente al control.   

3.5.  ANÁLISIS DE LA METILACIÓN DEL ADN 

3.5.1. Extracción de ADN  

La extracción del ADN genómico a partir de las muestras de sangre 

total criopreservadas (congelación a -80ºC) se realizó usando un kit 

comercial de purificación de ADN (MasterPure DNA Extraction Kit, 

Epicentre Biotechnologies, Madison, WI, EE. UU.), siguiendo las 

especificaciones del fabricante. Finalmente, el ADN se resuspendió en 

40 μl de tampón TE suministrado en el propio kit. 

3.5.2. Cuantificación de ADN 

La determinación de la concentración del ADN genómico extraído 

desde las distintas muestras de origen se cuantificó mediante un método 

fluorimétrico usando un kit comercial (Quan-iT PicoGreen DsDNA 

Assay, Life Technologies, Thermo Fisher Scientific, Reino Unido) de 

acuerdo a las instrucciones del fabricante.   

El grado de pureza de las muestras se determinó en base a la ratio 

260/280, según el cual un valor cercano a 1,8 es considerado como 

óptimo o aceptable para mediciones de ADN. Las mediciones se 

realizaron en un espectrofotómetro de gota en pedestal utilizando el 

equipo NanoDrop 2000c (ThermoScientific, Waltan, MA, EE.UU.) 

ajustado a las longitudes de onda 260 y 280 nm.  
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3.5.3. Conversión con bisulfito 

Tras verificar la integridad del ADN genómico mediante una 

electroforesis en gel de agarosa al 1,5% (Promega Biotech Corporation, 

Madison, WI, EE.UU.), las muestras de ADN, 500 ng de cantidad, se 

trataron con bisulfito de sodio usando el kit EZ DNA Methylation-

Direc KIT (Zymo Research, Irvine, CA, EE.UU.) según las 

indicaciones del fabricante. Este kit comercial combina en un solo paso 

la desnaturalización del ADN por temperatura con la conversión con 

bisulfito, proceso en el que las citosinas metiladas se convierten a 

uracilos.  

El equipo utilizado fue el termociclador Swift MaxPro (Esco 

Healthcare Pte. Ltd., Singapore) bajo las condiciones de incubación a 

95°C durante 30 segundos + 50°C durante 60 minutos en 16 ciclos. 

3.5.4. Metilación del ADN 

Las muestras de ADN genómico de alta calidad, tras el proceso de 

conversión con bisulfito, se hibridaron en la plataforma Infinium 

MethylationEPIC BeadChip (Illumina Inc., CA, EE.UU.) de acuerdo al 

seguimiento del protocolo de metilación Illumina Infinium HD del 

fabricante. Este kit comercial emplea una tecnología de microarrays 

que permite determinar el estado de metilación del ADN de más de 

850.000 sitios CpG en todo el genoma con una resolución de un solo 

nucleótido. La hibridación al microarray se hace por 

complementariedad de bases con las sondas inmovilizadas al soporte, 

generando señales lumínicas en dos canales que permiten distinguir las 

hibridaciones de secuencias metiladas y no metiladas.  

La detección se realizó en el HiScan SQ System (Illumina Inc., 

CA, EE.UU.), un secuenciador de nueva generación y analizador de 

alto rendimiento integrados en un mismo equipo. La visualización de 

los datos de metilación del ADN y el análisis de la metilación 

diferencial se realizó con el módulo GenomeStudio (Illumina Inc., CA, 

EE.UU.), software empleado para datos generados en este tipo de 

plataformas de arrays en estudios a pequeña escala. La anotación y 
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categorización genómica fue en base a la distancia y posición respecto a 

las regiones con alta densidad de sitios CpG, denominadas como islas 

CG (CGIs). En el contexto de distancia, se distinguieron las regiones 

adyacentes a las CGIs designadas como shore y shelf (shore, secuencias 

de 2 kb que flanquean una CGI; shelf, secuencias de 2 kb que flanquean 

un shore) y las regiones que no incluyen CGIs u open sea. En el 

contexto de posición relativa a los genes, se distinguieron entre regiones 

localizadas en el promotor, regiones intragénicas o body y regiones 

intergénicas.  

Los niveles de metilación del ADN de cada citosina se calcularon 

cuantitativamente a partir de la ratio de las señales fluorescentes de los 

sitios metilados frente a los no metilados, expresado como valor beta 

(), que oscila entre 0 (completamente no metilado) y 1 

(completamente metilado). El control de calidad y la normalización de 

los datos se realizó utilizando diferentes controles internos presentes en 

el Infinium MethylationEPIC BeadChip a través del software 

GenomeStudio, de acuerdo a procedimientos experimentales 

previamente descritos (553,554).   
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4. ANÁLISIS ESTADÍSTICOS 

Los análisis estadísticos se realizaron mediante el software GraphPad 

Prism 7 (GraphPad Software Inc., EE.UU.) y el software IBM SPSS 

Statistics 25 (SPSS Inc, EE. UU.) para Windows 10 (Microsoft, EE. 

UU.). En general, el tamaño muestral de los estudios se calculó en base 

a un nivel de significación igual a 0,05 y una potencia estadística (1-

) de 0,80. Los datos obtenidos en los distintos experimentos son 

expresados como media ± desviación estándar en las tablas y como 

media ± error estándar de la media en las figuras.  En todos los análisis, 

se consideraron estadísticamente significativos los resultados con un 

p<0,05, y se consideró indicativo de una tendencia a la significación un 

p≤0,1. 

La normalidad de la distribución de los datos se evaluó mediante la 

prueba Shapiro-Wilk y la prueba Kolmogorov-Smirnov, según el caso. 

En base al resultado obtenido para evaluar la normalidad, se aplicaron 

test paramétricos, cuando los datos seguían una distribución normal, o 

test no paramétricos, en el caso contrario.  

En concreto, se aplicaron: 

 Prueba t de Student, para comparar las diferencias entre las medias 

de dos grupos.  

 Análisis de la varianza (ANOVA), para examinar las diferencias 

entre las medias de tres o más grupos, aplicando un post-hoc o 

prueba de comparación múltiple de Bonferroni para determinar qué 

medias difieren. 

 ANOVA de medidas repetidas (en los estudios con cohortes 

longitudinales), para estudiar el efecto de uno o más factores cuando 



ANDREA GONZÁLEZ IZQUIERDO 

148 

al menos uno de ellos es un factor intra-sujetos, aplicando un post-

hoc de Bonferroni para determinar qué medias difieren. 

 Coeficiente de correlación de Pearson y Spearman, para evaluar la 

asociación o relación lineal entre variables cuantitativas. 

Para el filtrado y análisis estadístico de los niveles de metilación global, 

se consideraron válidos los valores de detección con un p<0,01. La 

identificación de patrones consistentes de sitios DMCpGs entre los 

diferentes pasos de la intervención nutricional fueron evaluados 

mediante un modelo de regresión lineal B-spline, ajustado por 

comparaciones múltiples mediante un test de “false discovery rate” 

(FDR) de Bejamini and Hochberg, donde un valor FDR<0,10 se 

consideró estadísticamente significativo. Adicionalmente, se 

seleccionaron las DMCpGs con un cambio en la metilación β>2%. 

Estos análisis se realizaron utilizando el software R Project (The R 

Foundation for Statistical Computing, EE. UU.). 
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1. ESTUDIO DEL PERFIL DE EXPRESIÓN DE 

GENES RELACIONADOS CON LA 

CARCINOGÉNESIS LIGADA A LA 

ESTEATÓSIS HEPÁTICA EN RATAS 

ZUCKER  

Empleamos ratas Zucker, modelo animal de obesidad monogénica, para 

estudiar el papel que ejerce una acumulación excesiva de grasa corporal 

sobre el desarrollo de la esteatosis hepática y sobre la regulación de la 

expresión de genes implicados en el inicio de la carcinogénesis en el 

hígado. Los distintos grupos experimentales incluidos en este estudio se 

establecieron en función de la edad y el fenotipo, así como por el 

método de intervención en el grupo de ratas adultas obesas sometidas a 

pérdida de peso.  

1.1.  PAPEL DE LA OBESIDAD 

1.1.1. Cuantificación del contenido de lípidos intrahepático 

según el grado de adiposidad 

Se analizó el grado de adiposidad en las ratas delgadas y obesas de 

ambos grupos de edad, jóvenes (6 semanas de edad) y adultas (20 

semanas de edad), examinando el peso y la composición corporal. No 

se observaron diferencias estadísticamente significativas en el peso 

corporal, en la masa grasa y en la masa libre de grasa entre el grupo de 

ratas delgadas y obesas jóvenes (Figura 18A). En el grupo de ratas 

adultas, las ratas obesas presentaron un mayor peso corporal y una 

mayor cantidad de masa grasa que sus homólogas delgadas, los cuales 

también fueron valores más altos que los observados en el grupo de 

ratas jóvenes obesas (Figura 18A). 
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Figura 18. Evaluación del contenido de lípidos intrahepáticos relacionado con el 
grado de adiposidad en ratas jóvenes y adultas. (A) Peso y composición corporal en 
ratas delgadas y obesas. (B) Imágenes representativas de secciones de hígado teñidas 
con hematoxilina y eosina y con Oil Red O (magnificación 40x). Las manchas rojas 
muestran pequeñas gotas de lípidos en los hepatocitos. (C) Grado de esteatosis. (D) 
Relación entre el peso del hígado y el peso corporal (%). (E) Contenido hepático total 
de triacigliceroles. Los datos se presentan como media ± error estándar de la media 
(n=7-10 animales/grupo). La significación estadística se calculó mediante ANOVA y 
prueba post-hoc de Bonferroni. a, Diferencias estadísticamente significativas en 
comparación con el grupo de ratas homólogas delgadas (p<0,05). b, Diferencias 
estadísticamente significativas en comparación con el grupo de ratas jóvenes 
(p<0,05). H&E, tinción hematoxilina y eosina; u.a., unidades arbitrarias. 
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Para evaluar si este incremento en la adiposidad se manifestaba en 

el contenido de lípidos intrahepático, se realizaron las siguientes 

determinaciones. Las tinciones histológicas hematoxilina y eosina y Oil 

Red O de muestras hepáticas mostraron una mayor acumulación de 

lípidos en el hígado de las ratas obesas (Figura 18B) que se tradujo de 

manera estadísticamente significativa en niveles más altos de grado de 

esteatosis (Figura 18C), en la proporción de peso del hígado/peso 

corporal (Figura 18D) y en el contenido total de 

triacilgliceroles (Figura 18E).  

1.1.2. Análisis de marcadores de estrés oxidativo e 

inflamación según grado de adiposidad  

En base a la cantidad de masa grasa y grado de esteatosis hepática, 

observamos que las ratas adultas obesas registraron 

niveles circulantes más elevados y estadísticamente significativos de 

MDA y AOP en comparación con las ratas delgadas (jóvenes y adultas) 

y con sus homólogas jóvenes (Figura 19A). En cambio, niveles 

circulantes de 8-OHdG más bajos se registraron en el grupo de ratas 

adultas, los cuales fueron estadísticamente significativos entre ellos y en 

comparación con el grupo de ratas jóvenes (Figura 19A). En el lisado 

de hígado, no se observaron diferencias en la concentración de MDA 

entre las ratas delgadas y obesas, aunque el aumento de los niveles en el 

grupo de ratas adultas obesas mostró significancia estadística respecto 

de sus homólogas jóvenes (Figura 19A).  Sin embargo, los niveles de 

AOP y 8-OHdG medidos en el lisado fueron opuestos a los obtenidos 

en el plasma (Figura 19A). 

En cuanto a los marcadores de inflamación, no se observaron 

diferencias estadísticamente significativas entre los grupos de animales 

en los niveles de TNFα, VEGF e IL-6, (Figura 19B). En cambio, las 

ratas jóvenes obesas mostraron mayores niveles circulantes de IL-10 y 

las ratas adultas obesas presentaron mayores niveles de MCP-1, ambos 

marcadores con diferencias estadísticamente significativas 

(Figura 19B). 
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Figura 19. Niveles de biomarcadores de estrés oxidativo e inflamación según grado de 
adiposidad en ratas jóvenes y adultas. (A) Niveles plasmáticos y tisulares hepáticos de los 
marcadores de estrés oxidativo MDA, AOP y 8-OHdG. (B) Niveles plasmáticos de los 

marcadores de inflamación TNF, VEGF, IL-10, IL-6 y MCP-1. Los datos se presentan como 
media ± error estándar de la media (n=7-10 animales/grupo). La significación estadística se 
calculó mediante ANOVA y prueba post-hoc de Bonferroni. a, Diferencias estadísticamente 
significativas en comparación con el grupo de ratas homólogas delgadas (p<0,05). b, 
Diferencias estadísticamente significativas en comparación con el grupo de ratas jóvenes 
(p<0,05). 

1.1.3. Análisis de la expresión de genes relacionados con la 

carcinogénesis según grado de adiposidad 

Cuando se evaluó la expresión de genes relacionados con el inicio 

de la carcinogénesis, los cambios estadísticamente significativos se 

evidenciaron en las muestras hepáticas del grupo de ratas adultas 

obesas. Se observó un importante incremento en la expresión del gen 
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SURVIVINA/BIRC5 acompañado de una disminución en los niveles de 

expresión de los genes MYC, GSTM2 y SIRT1, junto con un aumento 

del gen TP53 (Figura 20A). Tras comparar este grupo de ratas adultas 

obesas con sus homólogas jóvenes, los cambios descritos fueron 

significativos para los genes SIRT1, TGFB1 y TP53 (Figura 20A).  

 

Figura 20. Expresión hepática de genes relacionados con la carcinogénesis en ratas jóvenes y 
adultas.  (A) Niveles de expresión génica en muestras de hígado (ensayos realizados por 
triplicado). (B) Niveles de expresión de proteína en lisados de hígado (ensayos realizados por 
triplicado). Los datos se presentan como media ± error estándar de la media (n=7-10 
animales/grupo). La significación estadística se calculó mediante ANOVA y prueba post-hoc de 
Bonferroni y mediante prueba t de Student (expresión proteica). a, Diferencias 
estadísticamente significativas en comparación con el grupo de ratas homólogas delgadas 
(p<0,05). b, Diferencias estadísticamente significativas en comparación con el grupo de ratas 
jóvenes (p<0,05). u.a., unidades arbitrarias; KDa, kilodalton.  
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Las diferencias detectadas en los perfiles de expresión génica se 

reflejaron en los niveles de proteína medidos en las muestras de hígado, 

a excepción de TGFB1 (Figura 20B). 

1.2.  EFECTO DE LA PÉRDIDA PESO  

1.2.1. Contenido de lípidos intrahepáticos tras pérdida de peso 

Tras finalizar el periodo establecido (4 semanas) para las distintas 

intervenciones para pérdida de peso, el grupo de ratas bajo restricción 

energética (ER) y el grupo de ratas bajo restricción energética y 

ejercicio (EREX) exhibieron de media un 25% menos de peso corporal 

junto una menor cantidad de masa grasa y masa libre de grasa en 

comparación con el grupo de ratas obesas control (Ad-L), diferencias 

todas ellas estadísticamente significativas (Figura 21A). Sin embargo, 

el grupo de ratas con ejercicio (EX) no mostró diferencias en cuanto al 

peso y la composición corporal respecto al grupo control (Ad-L) 

(Figura 21A). 

Cuando investigamos si estos cambios sobre el grado de adiposidad 

se manifestaban en cambios en el contenido de los lípidos en el hígado, 

observamos una disminución en el acúmulo lipídico hepático del grupo 

de ratas ER y EREX respecto del grupo control. Esta disminución 

estadísticamente significativa fue determinada en base a las imágenes 

de las tinciones histológicas Oil Red O (Figura 21B), a la 

cuantificación del grado de esteatosis (Figura 21C), al porcentaje de la 

ratio peso del hígado/peso corporal (Figura 21D) y al contenido 

hepático total de triacilgliceroles (Figura 21E). En el grupo de ratas EX 

no se observaron cambios estadísticamente significativos en ninguno de 

los parámetros observados respecto al grupo control (Ad-L) (Figura 

21B - E). 
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Figura 21. Efecto de la intervención para pérdida de peso sobre el contenido de 
lípidos intrahepáticos relacionado con el grado de adiposidad en ratas adultas 
obesas. (A) Peso y composición corporal de los grupos experimentales de ratas 
obesas. (B) Imágenes representativas de secciones de hígado teñidas con 
hematoxilina y eosina y con Oil Red O (magnificación 40x). Las manchas rojas 
muestran pequeñas gotas de lípidos en los hepatocitos. (C) Grado de esteatosis. (D) 
Relación entre el peso del hígado y el peso corporal (%). (E) Contenido hepático total 
de triacigliceroles. Los datos se presentan como media ± error estándar de la media 
(n=7-10 animales/grupo). La significación estadística se calculó mediante ANOVA y 
prueba post-hoc de Bonferroni. a, Diferencias estadísticamente significativas en 
comparación con el grupo de ratas Ad-L (p<0,05). b, Diferencias estadísticamente 
significativas en comparación con el grupo de ratas ER (p<0,05).c, Diferencias 
estadísticamente significativas en comparación con el grupo de ratas EX (p<0,05). Ad-
L, grupo de ratas obesas control ad libitum; ER, grupo de ratas restricción 
energética; EX, grupo de ratas ejercicio; EREX, grupo de ratas restricción energética 
y ejercicio; H&E, tinción hematoxilina y eosina; u.a., unidades arbitrarias. 
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1.2.2. Evaluación de marcadores de estrés oxidativo e 

inflamación tras pérdida de peso 

De manera concomitante a la disminución observada en el peso 

corporal, la masa grasa y el acúmulo de lípidos intrahepáticos, los tres 

grupos de ratas sometidos a pérdida de peso (ER, EX y EREX) 

mostraron diferencias en los marcadores de estrés oxidativo analizados. 

En concreto, se observaron niveles plasmáticos de MDA más bajos 

y estadísticamente significativos respecto al grupo obeso control Ad-L, 

aunque sin diferencias detectadas en lisado de hígado (Figura 22A). 

Así mismo, los niveles circulantes de AOP también disminuyeron 

de manera estadísticamente significativa tras pérdida de peso 

(específicamente en ER), mientras que los niveles observados en el 

lisado hepático fueron más altos en el grupo ER y EREX que en el 

grupo Ad-L (especialmente en EREX) (Figura 22A). En cambio, los 

niveles de 8-OHdG no mostraron diferencias entre los grupos de 

estudio, ni en plasma ni en lisado hepático (Figura 22A). 

En cuanto a los marcadores de inflamación estudiados, en el grupo 

de ratas ER se observó un aumento estadísticamente significativo sobre 

los niveles circulantes de IL-10 en comparación con el grupo obeso 

control Ad-L y respecto a los otros grupos de pérdida de peso (Figura 

22B). 

Los niveles plasmáticos de MCP-1 se muestran más bajos en los 

grupos de ER y EREX en comparación el grupo Ad-L, ambos con 

significación estadística. No fueron detectados cambios significativos 

en los niveles circulantes de los marcadores TNFα, VEGF y IL-6 

(Figura 22B).   
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Figura 22. Efecto de la intervención para pérdida de peso sobre los niveles de 
biomarcadores de estrés oxidativo e inflamación relacionado con el grado de 
adiposidad en ratas adultas obesas. (A) Niveles plasmáticos y tisulares de los 
marcadores de estrés oxidativo MDA, AOP y 8-OHdG. (B) Niveles plasmáticos de los 

marcadores de inflamación TNF, VEGF, IL-10, IL-6 y MCP-1. Los datos se presentan 
como media ± error estándar de la media (n=7-10 animales/grupo). La significación 
estadística se calculó mediante ANOVA y prueba post-hoc de Bonferroni. a, 
Diferencias estadísticamente significativas en comparación con el grupo de ratas Ad-L 
(p<0,05). b, Diferencias estadísticamente significativas en comparación con el grupo 
de ratas ER (p<0,05).c, Diferencias estadísticamente significativas en comparación 
con el grupo de ratas EX (p<0,05). Ad-L, grupo de ratas obesas control ad libitum; ER, 
grupo de ratas restricción energética; EX, grupo de ratas ejercicio; EREX, grupo de 
ratas restricción energética y ejercicio. 
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1.2.3. Cuantificación de la expresión de genes relacionados 

con la carcinogénesis hepática tras pérdida de peso  

El grupo de ratas ER y el grupo de ratas EREX mostraron una 

disminución en la expresión del gen SURVIVINA/BIRC5 junto con un 

incremento en la expresión de los genes GSTM2 y SIRT1, cambios que 

fueron estadísticamente significativos en comparación al grupo control 

Ad-L (especialmente en ER). En ambos grupos, no se observaron 

diferencias estadísticas en la expresión de los genes MYC, TGFB1, 

TP53 y PTEN, aunque sus perfiles presentaron una tendencia opuesta a 

la observada en el grupo Ad-L (Figura 23A).  

El grupo de ratas EX no exhibió diferencias estadísticamente 

significativas respecto al grupo Ad-L en los niveles de expresión de los 

genes relacionados con la carcinogénesis ensayados en este estudio, 

aunque si presentó diferencias respecto al grupo ER y EREX, 

particularmente en los genes SURVIVINA/BIRC5, GSTM2 y SIRT1 

(Figura 23A). 

 En cuanto a los niveles de proteína medidos en el hígado del grupo 

de ratas ER en comparación con el grupo Ad-L, los resultados 

obtenidos fueron equivalentes a los niveles de expresión génica 

observados para SURVIVINA/BIRC5, MYC, TGFB1 y PTEN. En 

cambio, el patrón de expresión de proteínas para GSTM2, SIRT1 y 

TP53 fue opuesto al medido a nivel transcripcional (Figura 23B). 
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Figura 23. Efecto de la intervención para pérdida de peso sobre la expresión 
hepática de genes relacionados con la carcinogénesis en ratas adultas obesas. (A) 
Niveles de expresión génica en muestras de hígado (ensayos realizados por 
triplicado). (B) Niveles de expresión de proteína en lisados de hígado (ensayos 
realizados por triplicado). Los datos se presentan como media ± error estándar de la 
media (n=7-10 animales/grupo). La significación estadística se calculó mediante 
ANOVA y prueba post-hoc de Bonferroni y mediante prueba t de Student (expresión 
proteica). a, Diferencias estadísticamente significativas en comparación con el grupo 
de ratas Ad-L (p<0,05). b, Diferencias estadísticamente significativas en comparación 
con el grupo de ratas ER (p<0,05).c, Diferencias estadísticamente significativas en 
comparación con el grupo de ratas EX (p<0,05). Ad-L, grupo de ratas obesas control 
ad libitum; ER, grupo de ratas restricción energética; EX, grupo de ratas ejercicio; 
EREX, grupo de ratas restricción energética y ejercicio; u.a., unidades arbitrarias; 
KDa, kilodalton. 
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2. REGULACIÓN DE LA EXPRESIÓN 

HEPÁTICA DE SIRT6 EN ASOCIACIÓN AL 

ESTRÉS OXIDATIVO INDUCIDO POR 

EXCESO DE ADIPOSIDAD 

La SIRT6 fue propuesta como un factor implicado en la obesidad y 

desórdenes metabólicos como la esteatosis hepática (366,555,556) y 

juega un papel importante en la regulación del estrés oxidativo y la 

carcinogénesis (368,557). Por tanto, en este estudio se analizaron los 

niveles transcripcionales de SIRT6 en las muestras de hígado de los 

distintos grupos experimentales. 

2.1.  ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DE SIRT6 EN OBESIDAD 

En las ratas Zucker adultas (20 semanas de edad), observamos una 

disminución estadísticamente significada en los niveles de expresión de 

SIRT6 en comparación con el grupo de ratas delgadas control (Figura 

24A). 

De manera relevante, observamos una correlación positiva y 

estadísticamente significativa entre los niveles de expresión de SIRT6 y 

los niveles de GSTM2 y SIRT1 (Figura 24B), dos genes relacionados 

con la protección antioxidante. 

De hecho, cuando analizamos la correlación entre el perfil de expresión 

de SIRT6 con el peso corporal y los marcadores de estrés oxidativo 

MDA y AOP cuantificados previamente, se observó también una 

correlación negativa y estadísticamente significativa entre los 

parámetros ensayados (Figura 24C). 
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Figura 24. Expresión hepática del gen SIRT6 en relación con marcadores de estrés 
oxidativo en ratas adultas delgadas y obesas.  (A) Niveles de expresión génica de 
SIRT6 en muestras de hígado (ensayos realizados por triplicado). (B) Asociación entre 
los niveles de expresión de SIRT6 con los niveles de expresión de SIRT1 y GSTM2, 
genes relacionados con la protección antioxidante (ensayos realizados por triplicado). 
(C) Asociación entre los niveles de expresión de SIRT6 con el peso corporal y con 
niveles plasmáticos de los marcadores de estrés oxidativo MDA y AOP. Los datos se 
presentan como media ± error estándar de la media (n=7-10 animales/grupo). La 
significación estadística se calculó mediante prueba t de Student y mediante el 
coeficiente de correlación de Spearman (r). a, Diferencias estadísticamente 
significativas en comparación con el grupo de ratas delgadas (p<0,05). u.a., unidades 
arbitrarias. 
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2.2.  ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DE SIRT6 TRAS PÉRDIDA DE PESO 

Con el fin de reforzar la asociación entre la expresión de SIRT6 y el 

grado de adiposidad, se analizaron los niveles de expresión de este gen 

en las muestras hepáticas de los animales tras pérdida de peso. Tras el 

análisis, el grupo de ratas ER y EREX mostraron niveles más altos y 

estadísticamente significativos en comparación con el grupo de ratas 

obesas Ad-L control, aunque dichos cambios no fueron detectados en el 

grupo de ratas EX (Figura 25A). 

Estos resultados fueron concomitantes al menor acúmulo de grasa 

intrahepática observada previamente en los hígados de las ratas de los 

grupos ER y EX en comparación a los grupos Ad-L y EX, reflejado en 

las imágenes representativas (Figura 25B).  

 

Figura 25. Efecto de la intervención para pérdida de peso sobre la expresión 
hepática del gen SIRT6 en ratas adultas obesas. (A) Niveles de expresión génica en 
muestras de hígado (ensayos realizados por triplicado). (B) Imágenes representativas 
de los hígados de los grupos experimentales de animales incluidos en el estudio. La 
significación estadística se calculó mediante ANOVA y prueba post-hoc de Bonferroni 
y mediante prueba t de Student (expresión proteica). a, Diferencias estadísticamente 
significativas en comparación con el grupo de ratas Ad-L (p<0,05). Ad-L, grupo de 
ratas obesas control ad libitum; ER, grupo de ratas restricción energética; EX, grupo 
de ratas ejercicio; EREX, grupo de ratas restricción energética y ejercicio; u.a., 
unidades arbitrarias. 
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3. ESTUDIO DEL PERFIL DE EXPRESIÓN 

DEL ONCOGEN SURVIVINA/BIRC5 EN 

TEJIDO ADIPOSO EN RELACIÓN AL 

GRADO DE ADIPOSIDAD 

Dado que la expresión hepática de los genes relacionados con el inicio 

de la carcinogénesis se relacionaba con parámetros de adiposidad, nos 

planteamos evaluar el oncogen SURVIVINA/BIRC5 en tejido adiposo en 

relación a diferentes grados de adiposidad. 

Para ello empleamos diferentes modelos animales de obesidad y 

cohortes de pacientes con obesidad y tras pérdida de peso para estudiar 

su expresión génica en tejido adiposo y leucocitos de sangre periférica.   

3.1. PAPEL DE LA OBESIDAD Y LA PÉRDIDA DE PESO EN ANIMALES 

3.1.1. Análisis de la expresión de SURVIVINA/BIRC5 en el 

tejido adiposo de roedores obesos 

Los niveles trancripcionales de SURVIVINA/BIRC5 se evaluaron 

en muestras procedentes de tejido adiposo subcutáneo (SAT) y visceral 

(VAT) de modelos animales de obesidad genética (Ratas Zuckers) y 

modelos animales de obesidad inducida por la dieta (DIO) (Ratas 

Sprague Dawley y ratones C57BL/6J). Las características de los grupos 

evaluados en este estudio se muestran en la tabla 4. 
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Tabla 4. Características de los grupos experimentales de animales según el tipo de 
modelo de obesidad.  

 
Ratas obesidad genética 

(Zucker) 

Grupo Delgadas Obesas ER EX EREX 

n 10 10 10 10 10 

Edad 
(sem) 

20 20 20 20 20 

Peso 
corporal 
final (g) 

428,4±20,2 617,7±46,3a 462,2±38,5b 606,3±44,8a,c 455,3±37,6b,d 

SAT (g) 2,85±0,65 9,44±0,82ª 7,50±1,49a,b 8,72±1,57a 7,19±1,35ª,b 

VAT (g) 3,60±0,63 10,34±0,99a 8,42±1,62ª,b 9,85±1,99a 7,99±1,34ª,b,d 

 
Ratas DIO 

(Sprague Dawley) 
Ratones DIO 
(C57BL/6J) 

Grupo Delgadas Obesas Delgados Obesos ER 

n 12 14 4 8 8 

Edad 
(sem) 

16 16 38 38 38 

Peso 
corporal 
final (g) 

225,2±11,7 246,7±18,8a 34,5±2,70 53,0±2,71ª,c 42,5±5,50ª,b 

SAT (g) 2,25±0,18 2,79±0,29a 0,35±0,10 1,87±0,33a 1,25±0,30ª,b 

VAT (g) 2,22±0,21 3,29±0,19a 0,42±0,12 0,95±0,18a 0,53±0,17b 

Los datos se muestran como media ± desviación estándar. La significación estadística 
se calculó mediante ANOVA y prueba post-hoc de Bonferroni y mediante prueba t de 
Student (ratas DIO). a, Diferencias estadísticamente significativas en comparación con 
el grupo de roedores delgados correspondiente a cada modelo (p<0,05). b, 
Diferencias estadísticamente significativas con el grupo de roedores obesos 
correspondiente a cada modelo (p<0,05). c, Diferencias estadísticamente 
significativas con el grupo de ratas ER (p<0,05). d, Diferencias estadísticamente 
significativas con el grupo de ratas EX (p<0,05). 

ER, restricción energética; EX, ejercicio; EREX, restricción energética y ejercicio; n, 
tamaño muestral; sem, semanas; SAT, tejido adiposo subcutáneo, VAT, tejido adiposo 
visceral; DIO, obesidad inducida por la dieta. 
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En las ratas Zucker (20 semanas de edad), el grupo de ratas obesas 

exhibió un incremento estadísticamente significado en los niveles de 

expresión de SURVIVINA/BIRC5 en muestras de VAT en comparación 

con el grupo de ratas delgadas control. Sin embargo, los niveles de 

expresión de SURVIVINA/BIRC5 medidos en muestras de SAT no 

revelaron diferencias significativas entre ambos grupos (Figura 26A). 

Los cambios detectados a nivel de expresión génica fueron confirmados 

con los niveles de proteína ensayados sobre las mismas muestras de 

tejido (Figura 26B). 

En las ratas DIO (Sprague Dawley, 16 semanas de edad), 

observamos resultados de expresión de SURVIVINA/BIRC5 similares a 

los observados en las ratas Zucker. En concreto, el grupo de ratas 

obesas DIO exhibió niveles más altos y estadísticamente significados en 

VAT en comparación con el grupo de ratas delgadas control (Figura 

26C), mientras que la expresión del gen en SAT no reveló diferencias 

entre grupos (Figura 26C). 

En los ratones DIO (C57BL/6J, 38 semanas de edad), de nuevo 

observamos una mayor expresión del gen SURVIVINA/BIRC5 en las 

muestras de VAT procedentes del grupo de ratones obesos respecto al 

grupo de ratones delgados control (Figura 26D). Curiosamente, en este 

modelo la expresión de SURVIVINA/BIRC5 en muestras SAT también 

mostró un incremento estadísticamente significativo en el grupo de 

ratones obesos en comparación con los niveles observados en el grupo 

de ratones delgados (Figura 26D). 



ANDREA GONZÁLEZ IZQUIERDO 

170 

 

Figura 26. Expresión del oncogen SURVIVINA/BIRC5 en tejido adiposo según el 
grado de adiposidad en roedores. (A) Niveles de expresión génica en muestras de 
SAT y VAT de ratas Zucker delgadas y obesas (modelo de obesidad genética) (ensayos 
realizados por triplicado). (B) Niveles de expresión de proteína en muestras de SAT y 
VAT de ratas Zucker delgadas y obesas (modelo de obesidad genética) (ensayos 
realizados por triplicado). (C) Niveles de expresión génica en muestras de SAT y VAT 
de ratas Sprague Dawley delgadas y obesas (modelo DIO) (ensayos realizados por 
triplicado). (C) Niveles de expresión génica en muestras de SAT y VAT de ratones 
C57BL/6 delgados y obesos (modelo DIO) (ensayos realizados por triplicado). Los 
datos se presentan como media ± error estándar de la media (n=10 animales/grupo 
en ratas Zucker; n=12-14 animales/grupo en ratas Sprague Dawley; n=4-8 
animales/grupo en ratones C57BL/6). La significación estadística se calculó mediante 
prueba t de Student. a, Diferencias estadísticamente significativas en comparación 
con el grupo de roedores delgados correspondiente a cada modelo (p<0,05). u.a., 
unidades arbitrarias; KDa, kilodalton. 
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3.1.2. Análisis de la expresión de SURVIVINA/BIRC5 en el 

tejido adiposo de roedores después de intervenciones 

para pérdida de peso 

En el contexto de la pérdida de peso, las ratas Zucker obesas 

sometidas a intervenciones para pérdida de peso basadas en restricción 

energética y/o ejercicio mostraron cambios en los niveles de expresión 

del gen SURVIVINA/BIRC5 (Figura 27A-D). 

En el grupo de ratas ER y EREX se observaron niveles 

transcripcionales más bajos en comparación con el grupo de ratas 

obesas, los cuales fueron estadísticamente significativos para el grupo 

ER en muestras de SAT (Figura 27A) y para ambos grupos en 

muestras de VAT (Figura 27C). Dichos cambios, fueron reflejados en 

los niveles de proteína, tanto en muestras procedentes de SAT (Figura 

27B) como VAT (Figura 27D), con significación estadística en ambos 

grupos de pérdida de peso. 

Sin embargo, no se observaron diferencias significativas sobre los 

niveles de expresión génica y proteica entre los grupos de ratas EX y 

obesas (Figura 27A-D). 

En los ratones DIO sometidos a restricción calórica para pérdida de 

peso, el grupo experimental de restricción exhibe una disminución de la 

expresión del gen SURVIVINA/BIRC5 hasta niveles similares a los 

observados en el grupo de ratones delgados control, la cual fue 

estadísticamente significativa en las muestras de VAT (Figura 27E).  
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Figura 27. Efecto de intervenciones para pérdida de peso sobre la expresión del 
oncogen SURVIVINA/BIRC5 en tejido adiposo según el grado de adiposidad en 
roedores. Niveles de expresión génica (A) y proteica (B) en muestras de SAT de ratas 
Zucker obesas tras pérdida de peso (modelo de obesidad genética) (ensayos 
realizados por triplicado). Niveles de expresión génica (C) y proteica (D) en muestras 
de VAT de ratas Zucker obesas tras pérdida de peso (modelo de obesidad genética) 
(ensayos realizados por triplicado). (E) Niveles de expresión génica en muestras de 
SAT y VAT de ratones C57BL/6 obesos tras restricción calórica (modelo DIO) (ensayos 
realizados por triplicado). 
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Los datos se presentan como media ± error estándar de la media (n=10 
animales/grupo en ratas Zucker; n=8 animales/grupo en ratones C57BL/6). La 
significación estadística se calculó mediante mediante ANOVA y prueba post-hoc de 
Bonferroni y mediante prueba t de Student (expresión modelo DIO). a, Diferencias 
estadísticamente significativas en comparación con el grupo de roedores obesos 
correspondiente a cada modelo (p<0,05). b, Diferencias estadísticamente 
significativas en comparación con el grupo de ratas ER (p<0,05). c, Diferencias 
estadísticamente significativas en comparación con el grupo de ratas EX (p<0,05). ER, 
restricción energética; EX, ratas ejercicio; EREX, ratas restricción energética y 
ejercicio; SAT, tejido adiposo subcutáneo; VAT, tejido adiposo visceral; u.a., 
unidades arbitrarias; KDa, kilodalton. 

 

3.1.3. Asociación entre parámetros de adiposidad e 

inflamación y el perfil de expresión del oncogen 

SURVIVINA/BIRC5  

Con el fin de estudiar más en profundidad la asociación entre la 

expresión de SURVIVINA/BIRC5 y el exceso de grasa corporal, en el 

modelo animal de obesidad monogénica realizamos un análisis de 

correlación entre los niveles transcripcionales de SURVIVINA/BIRC5 en 

tejido adiposo (SAT y VAT) y parámetros de composición corporal, 

tales como peso corporal, masa grasa, masa libre de grasa, y niveles 

plasmáticos de MCP-1 (Figura 28).  

Los resultados del análisis revelaron una asociación positiva y 

estadísticamente significativa entre los niveles de expresión de 

SURVIVINA/BIRC5 en VAT y el peso corporal (Figura 28A), la masa 

grasa (Figura 28B) y los niveles circulantes de MCP-1 (Figura 28D), 

pero no con la masa libre grasa (Figura 28C).  
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Figura 28. Asociación entre los niveles de expresión de SURVIVINA/BIRC5 con 
parámetros de adiposidad e inflamación en ratas Zucker delgadas y obesas 
sometidas a intervenciones pérdida de peso. Asociación entre los niveles de 
expresión con el peso corporal (A), con la masa grasa (B), con la masa libre de grasa 
(C) y con los niveles plasmáticos del marcador de inflamación MCP-1 (D). Los datos se 
presentan como media ± error estándar de la media (n=8-10 animales/grupo). La 
significación estadística se calculó mediante el coeficiente de correlación de 
Spearman (r), significativo para p<0,05. ER, restricción energética; EX, ejercicio; 
EREX, restricción energética y ejercicio; SAT, tejido adiposo subcutáneo; VAT, tejido 
adiposo visceral; u.a., unidades arbitrarias. 

 

La misma correlación ensayada sobre los niveles de transcripción 

de SURVIVINA/BIRC5 en SAT no reveló asociaciones significativas 

con ninguno de los parámetros estudiados (Tabla 5).  
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Tabla 5. Análisis de correlación con test estadístico rho de Spearman (r). 

  
Peso 

corporal 
(g) 

Masa 
grasa 
(g) 

Masa 
libre de 
grasa 
(g) 

Niveles de 
MCP-1 en 
plasma 
(pg/ml) 

Niveles de 
expresión del gen 
SURVIVINA/BIRC5 
en SAT (u.a.) 

Coeficiente 
r 

0,11 0,15 0,14 0,22 

p-valor 0,516 0,373 0,388 0,17 

SAT, tejido adiposo subcutáneo; u.a., unidades arbitrarias. 

Estos hallazgos determinan que la expresión de 

SURVIVINA/BIRC5 asociada a la adiposidad es directamente 

proporcional al grado de inflamación vinculado a la disfunción del 

tejido adiposo visceral obeso. 

 

3.2. PAPEL DE LA OBESIDAD Y LA PÉRDIDA DE PESO EN HUMANOS 

3.2.1. Análisis de la expresión de SURVIVINA/BIRC5 en 

leucocitos sanguíneos de pacientes con obesidad  

Tras demostrar los hallazgos del incremento de la expresión del 

oncogen SURVIVINA/BIRC5 en modelos animales de obesidad, nos 

planteamos evaluar la capacidad de traslación de estos resultados a 

humanos. Para estudiar la expresión del gen en humanos, partimos de 

leucocitos de sangre periférica o PBMCs, dado que son muestras 

mínimamente invasivas y accesibles y se han definido como alternativa 

válida a las biopsias de tejidos diana como el tejido adiposo 

(427,558,559). Empleamos una cohorte transversal de pacientes 

normopeso y una cohorte longitudinal de pacientes con obesidad que 

siguieron un tratamiento de pérdida de peso basado en una VLCKD. 

Las características clínicas de dichas cohortes se muestran en la tabla 6.  
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Tabla 6. Características y parámetros antropométricos de los sujetos de estudio. 

 Cohorte transversal Cohorte longitudinal 

Grupo Normopeso 
Con 

Obesidad 
Basal 

(0 Días) 

Máxima 
cetosis 

(30 Días) 

Punto final 
(180 Días) 

n 29 22 25 25 25 

Sexo 
(M/F) 

10/19 10/12 10/15 10/15 10/15 

Edad 
(años) 

35,8±9,4 40,1±11,3 47,4±9,5 47,4±9,5 47,4±9,5 

Peso 
corporal 
(kg) 

62,0±8,8 110,5±25,7a 92,4±10,5 83,3±9,3a 72,1±9,1ª,b 

Altura 
(m) 

1,7±0,1 1,7±0,1 1,7±0,1 1,7±0,1 1,7±0,1 

IMC 
(kg/m2) 

22,1±2,2 39,1±9,2a 33,1±1,6 29,9±1,7a 25,8±1,7ª,b 

CC (cm) 82,6±11,6 116,8±17,2a 109,4±8,1 101,0±7,4a 88,2±6,5ª,b 

Los datos se muestran como media ± desviación estándar. La significación 
estadística se calculó mediante prueba t de Student (cohorte transversal) y 
mediante ANOVA de medidas repetidas y prueba post-hoc de Bonferroni (cohorte 
longitudinal). a, Diferencias estadísticamente significativas en comparación con el 
grupo normopeso/basal (p<0,05). b, Diferencias estadísticamente significativas en 
comparación con el grupo máxima cetosis (p<0,05). 

n, tamaño muestral; M, hombres; F, mujeres; IMC, índice de masa corporal; CC, 
circunferencia de cintura. 

 

En la cohorte transversal, el análisis de la expresión del gen 

SURVIVINA/BIRC5 en PBMCS reveló niveles más altos y 

estadísticamente significativos en los pacientes con obesidad en 

comparación con los pacientes normopeso (Figura 29A), reflejando los 

resultados observados en el VAT de los modelos animales. 

Además, para reforzar estos hallazgos de asociación entre la 

expresión de SURVIVINA/BIRC5 y el grado de adiposidad, se 

realizaron análisis de correlación entre los niveles transcripcionales de 

SURVIVINA/BIRC5 y el IMC de los sujetos incluidos en el estudio.  
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Los resultados muestran una correlación positiva y estadísticamente 

significativa entre los perfiles de expresión de SURVIVINA/BIRC5 en 

PBMCs y el IMC de los individuos (Figura 29B). 

 

Figura 29. Expresión del oncogen SURVIVINA/BIRC5 en leucocitos circulantes 
según el grado de adiposidad en pacientes. (A) Niveles de expresión génica en 
muestras de PBMCs (ensayos realizados por triplicado). (B) Asociación entre los 
niveles de expresión de SURVIVINA/BIRC5 con el IMC de los sujetos de estudio. Los 
datos se presentan como media ± error estándar de la media (n=22-29 
sujetos/grupo). La significación estadística se calculó mediante prueba t de Student y 
mediante el coeficiente de correlación de Spearman (r). a, Diferencias 
estadísticamente significativas en comparación con el grupo de sujetos sanos 
normopeso (p<0,05). PBMCs, células mononucleares de sangre periférica; IMC, índice 
de masa corporal; u.a., unidades arbitrarias. 

 

3.2.2. Análisis de la expresión de SURVIVINA/BIRC5 en 

leucocitos sanguíneos de pacientes con obesidad que 

siguieron una intervención nutricional para pérdida de 

peso 

En la cohorte longitudinal de pacientes con obesidad que siguieron 

una terapia de pérdida de peso basada en una VLCKD, mostraron una 

disminución estadísticamente significativa en el punto de máxima 

cetosis (media de 9 kg de pérdida de peso corporal tras 30 días de dieta) 

y en el punto final (media de 20 kg de pérdida de peso corporal tras 180 

días de dieta) en comparación con los niveles de expresión en el punto 
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basal (0 días de dieta) (Figura 30A), resultados que corroboran los 

obtenidos en los modelos animales tras intervenciones para pérdida de 

peso. 

Estos hallazgos se reforzaron en base a la correlación positiva y 

estadísticamente significativa analizada entre los perfiles de expresión 

de SURVIVINA/BIRC5 en PBMCs y el IMC (Figura 30B). 

 

 

Figura 30. Efecto de una terapia para pérdida de peso basada en una VLCKD sobre 
la expresión del oncogen SURVIVINA/BIRC5 en leucocitos circulantes según el 
grado de adiposidad en pacientes con obesidad. (A) Niveles de expresión génica en 
muestras de PBMCs a los 0 (Basal), 30 (Máxima cetosis) y 180 días (Punto final) desde 
el inicio de la intervención (ensayos realizados por triplicado). (B) Asociación entre 
los niveles de expresión de SURVIVINA/BIRC5 con el IMC de los pacientes. Los datos se 
presentan como media ± error estándar de la media (n=25 sujetos). La significación 
estadística se calculó mediante prueba ANOVA de medidas repetidas y prueba post-
hoc de Bonferroni y mediante el coeficiente de correlación de Spearman (r). a, 
Diferencias estadísticamente significativas en comparación con el punto Basal 
(p<0,05). PBMCs, células mononucleares de sangre periférica; u.a., unidades 
arbitrarias; IMC, índice de masa corporal. 
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4. ESTUDIO DEL PERFIL DE EXPRESIÓN DE 

GENES RELACIONADOS CON LA 

CARCINOGÉNESIS EN UN MODELO IN 

VITRO DE ESTEATÓSIS HEPÁTICA  

4.1. INDUCCIÓN DE ESTEATOSIS EN UNA LÍNEA CELULAR DE 

HEPATOCITOS HUMANA MEDIANTE SECRETOMA Y SUERO DE 

PACIENTES CON OBESIDAD 

Se empleó un modelo previamente descrito de inducción de esteatosis 

vesicular in vitro en una línea celular de hepatocitos humana (HepaRG). 

El modelo seleccionado se desarrolla mediante un método eficaz para 

inducir la esteatosis en células HepaRG diferenciadas con DMSO 

mediante un tratamiento con oleato de sodio (138). 

En este apartado se reflejan los resultados obtenidos durante la puesta a 

punto de la metodología de referencia y se compara con el efecto 

inducido por el tratamiento con el secretoma de tejido adiposo o suero 

sanguíneo procedente de pacientes con obesidad. 

4.1.1. Diferenciación de la línea celular HepaRG 

Antes de iniciar el proceso de inducción de esteatosis vesicular, se 

requiere que las células HepaRG estén diferenciadas. Para ello, tras 7 

días en cultivo con medio de proliferación, las células alcanzaron la 

confluencia y fueron mantenidas con medio suplementado con DMSO 

al 2% (medio de diferenciación) durante 14 días. Finalizado el proceso, 

el día 21 las células HepaRG se han diferenciado y han formado 

colonias típicas de tipo hepatocito rodeadas por células de tipo epitelial 

biliar (Figura 31A). 
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Para confirmarlo, se analizó la expresión de marcadores 

hepatoespecíficos, en concreto los genes ALB, CYP3A4 y ALDOB. Tras 

el análisis, observamos que los niveles de expresión de estos genes 

marcadores de hepatocito son más altos y estadísticamente 

significativos en las células HepaRG diferenciadas (dHepaRG) en 

comparación con las células en proliferación (Figura 31B). Dichos 

resultados demuestran que el tratamiento de diferenciación a hepatocito 

ha sido eficaz.  

 

Figura 31. Diferenciación de las células HepaRG. (A) Imágenes representativas de 
las células en cultivo a día 0 (siembra), día 7 (confluencia) y día 21 (diferenciación) 
durante el proceso. (B) Niveles de expresión génica de marcadores hepatoespecíficos 
en lisados celulares (ensayos realizados por triplicado). Los datos se presentan como 
media ± error estándar de la media. La significación estadística se calculó mediante 
prueba t de Student. a, Diferencias estadísticamente significativas en comparación 
con las células control no diferenciadas (p<0,05). u.a., unidades arbitrarias. 

4.1.2. Inducción de esteatosis hepática en células dHepaRG 

mediante el tratamiento con oleato de sodio 

La inducción de esteatosis hepática in vitro se basa en la adición de 

oleato de sodio a una concentración de 250 M durante 5 días. Para 

corroborar la reproducibilidad e idoneidad de las condiciones 

experimentales ensayadas de acuerdo al protocolo de referencia, se 

evaluó la viabilidad celular con un ensayo WST-1 sobre oleato de sodio 

y palmitato de sodio, compuestos ensayados por su capacidad para 

inducir esteatosis (560–562). 
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A las concentraciones de referencia ensayadas (125, 250 y 500 

M), los resultados en la línea dHepaRG reflejaron que el tratamiento 

con palmitato de sodio disminuía de manera significativa el número de 

células vivas en cultivo respecto al tratamiento con oleato de sodio, 

excepto a la concentración de 500 M (Figura 32A), datos que 

confirman la validez del método elegido. 

 

Figura 32.Tratamiento las células dHepaRG con oleato de sodio para inducción de 
esteatosis vesicular in vitro. (A) Evaluación de la viabilidad celular con ensayo WST-
1 tras 5 días de tratamiento para inducir esteatosis. (B) Imágenes representativas de 
las células teñidas con Oil Red O (magnificación 40x) y medición de la absorbancia 
del colorante eluido desde las células. (C) Niveles de expresión de genes relacionados 
con el metabolismo de los lípidos e inflamación en lisados celulares (ensayos 
realizados por triplicado). Los datos se presentan como media ± error estándar de la 
media. La significación estadística se calculó mediante prueba t de Student.a, 
Diferencias estadísticamente significativas en comparación con las células dHepaRG 
control tratadas con vehículo (p<0,05). u.a., unidades arbitrarias. 

Tras el tratamiento con oleato de sodio, observamos que las células 

dHepaRG tratadas presentaban una acumulación de grasa en forma de 

pequeñas gotas de lípidos en el citoplasma visibles en el microscopio 

óptico y positivas para la tinción Oil Red O (Figura 32B), en 

comparación con las células dHepaRG control tratadas con vehículo. 

Además, la absorbancia del Oil Red O eluido de las células fue 

directamente proporcional y estadísticamente significativa a la 

acumulación de las gotas lipídicas citoplasmáticas (Figura 32B). 
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Dado que el tratamiento con oleato de sodio desencadena 

inflamación y provoca la desregulación del metabolismo de los lípidos, 

se evaluó la expresión de una serie de genes vinculada a dichos 

procesos en los lisados celulares. 

En las células dHepaRG tratadas con oleato observamos un 

incremento en los niveles de expresión de los genes ACACB, PLIN2, 

PDK4 e IL-6 junto con una disminución en los niveles de los genes 

SLC2A1, APOC3 y SCD. Dichos cambios fueron estadísticamente 

significativos comparados con los niveles de las células dHepaRG 

control tratadas con vehículo (Figura 32C).  

4.1.3. Tratamiento de las células dHepaRG con secretoma de 

tejido adiposo y con suero de pacientes con obesidad  

Una vez confirmada la reproducibilidad del protocolo experimental 

de referencia, evaluamos si la inducción de esteatosis por oleato podía 

reproducirse mediante el tratamiento con secretoma de SAT y VAT o 

con suero OB procedentes de muestras de pacientes con obesidad 

severa obtenidas antes de someterse a cirugía bariátrica (52,0±3,5 años, 

IMC=54,1±7,6 kg/m
2
; n=6). 

Las condiciones establecidas respecto a las concentraciones de los 

tratamientos (1, 2,5 y 5%) se seleccionaron en base a estudios similares 

previos del grupo (83) y el tiempo de exposición a los mismos según el 

protocolo de inducción de esteatosis hepática por oleato de sodio (138). 

En primer lugar, se cuantificó la viabilidad celular con un ensayo 

WST-1. Los tratamientos realizados en las células dHepaRG no 

mostraron diferencias estadísticamente significativas respecto al 

porcentaje de células vivas cuando se compararon con las mismas 

células tratadas con FBS a las concentraciones ensayadas o en ausencia 

de tratamiento (mantenidas con medio de diferenciación), a excepción 

de las células tratadas con secretoma de VAT y suero OB al 5% donde 

se observa un incremento en la absorbancia vinculado a una mayor 

proliferación celular (Figura 33A). 
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Figura 33. Tratamiento de las células dHepaRG con secretomas de tejido adiposo 
y suero de pacientes con obesidad. (A) Evaluación de la viabilidad celular con 
ensayo WST-1 tras 5 días de tratamiento. (B) Imágenes representativas de las células 
teñidas con Oil Red O (magnificación 40x). (C) Medición de la absorbancia del 
colorante eluido desde las células. Los datos se presentan como media ± error 
estándar de la media. La significación estadística se calculó mediante prueba t de 
Student. a, Diferencias estadísticamente significativas en comparación con las células 
dHepaRG control tratadas con FBS (p<0,05). FBS, suero bovino fetal; SAT, tejido 
adiposo subcutáneo; VAT, tejido adiposo visceral; OB, obesidad; u.a., unidades 
arbitrarias. 
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Transcurridos los 5 días de tratamiento, tanto las células dHepaRG 

tratadas con el secretoma de SAT y de VAT como a las que se les 

adicionó suero OB, mostraron un acúmulo de gotas lipídicas en el 

citoplasma semejante al observado en las células tratadas con oleato, 

como refleja la tinción Oil Red O positiva en comparación con las 

células dHepaRG control tratadas con FBS para todas las 

concentraciones ensayadas (Figura 33B).  

La medición de la absorbancia sobre el Oil Red O eluido fue 

directamente proporcional y estadísticamente significativa a esta 

acumulación de grasa detectada (Figura 33C). 

Para determinar si estos tratamientos también podían ocasionar un 

efecto sobre los marcadores anteriormente estudiados asociados a 

inflamación y metabolismo de los lípidos, de nuevo se analizó su 

expresión génica.  

En términos generales, todos los tratamientos y concentraciones 

ensayadas tuvieron un efecto sobre los niveles de expresión respecto a 

los medidos en las células control tratadas con FBS. 

Se observó una regulación positiva de los genes ACACB, PLIN2, 

PDK4 e IL-6 junto con una regulación negativa de los genes SLC2A1, 

APOC3 y SCD, cuya significación estadística fue mayoritaria en las 

concentraciones de 2,5 y 5%, aunque ello no refleja un efecto 

proporcional de dosis-respuesta (Figura 34).  
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Figura 34. Expresión génica tras tratamiento de las células dHepaRG con 
secretomas de tejido adiposo y suero de pacientes con obesidad al 1%, 2,5% y 5% 
de concentración. Niveles de expresión de genes relacionados con el metabolismo de 
los lípidos e inflamación en lisados celulares (ensayos realizados por triplicado). Los 
datos se presentan como media ± error estándar de la media. La significación 
estadística se calculó mediante prueba t de Student. a, Diferencias estadísticamente 
significativas en comparación con las células dHepaRG control tratadas con FBS 
(p<0,05). FBS, suero bovino fetal; SAT, tejido adiposo subcutáneo; VAT, tejido 
adiposo visceral; OB, obesidad; u.a., unidades arbitrarias. 
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4.1.4. Perfil de expresión de genes relacionados con la 

carcinogénesis en células dHepaRG esteatóticas 

En base a los hallazgos observados en el modelo animal sobre el 

papel de la obesidad en el desarrollo de un microambiente protumoral, 

analizamos los perfiles de expresión de los genes ya estudiados en 

relación con el inicio de la carcinogénesis en estos modelos de 

esteatosis in vitro.  

En el modelo de esteatosis inducida mediante tratamiento con 

oleato de sodio, observamos un patrón de expresión génica comparable 

al descrito en los modelos in vivo de obesidad previamente estudiados. 

En concreto, se detecta un incremento en la expresión de los genes 

SURVIVINA/BIRC5 y MYC acompañado de una disminución en la 

expresión de los genes GSTM2, SIRT1, SIRT6 y TP53, en comparación 

con las células dHepaRG tratadas con vehículo (Figura 35). Estos 

cambios, estadísticamente significativos, no se reflejaron en los genes 

TGFB1 y PTEN (Figura 35).  

 

Figura 35. Expresión de genes relacionados con la carcinogénesis en células 
dHepaRG tras tratamiento para inducción de esteatosis vesicular in vitro. Niveles 
de expresión génica en células dHepaRG tratadas con oleato de sodio. a, Diferencias 
estadísticamente significativas en comparación con las células dHepaRG control 
tratadas con vehículo (p<0,05). u.a., unidades arbitrarias. 

En el modelo de esteatosis inducida mediante tratamiento de las 

células dHepaRG con secretoma de SAT y VAT y con suero OB a 

distintas concentraciones, también detectamos cambios sobre los 

perfiles de expresión de los genes estudiados en relación con la 

carcinogénesis (Figura 36). 
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Figura 36. Expresión de genes relacionados con la carcinogénesis en células 
dHepaRG tras tratamientos con secretomas de tejido adiposo y suero de pacientes 
con obesidad al 1%, 2,5% y 5% de concentración. Los datos se presentan como 
media ± error estándar de la media (ensayos realizados por triplicado). La 
significación estadística se calculó mediante prueba t de Student. a, Diferencias 
estadísticamente significativas en comparación con las células dHepaRG control 
tratadas con FBS (p<0,05). FBS, suero bovino fetal; SAT, tejido adiposo subcutáneo; 
VAT, tejido adiposo visceral; OB, obesidad; u.a., unidades arbitrarias. 
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En los tratamientos al 1%, a nivel global se observó una cierta 

modulación de la expresión génica respecto a las células dHepaRG 

tratadas con FBS, donde las mayores diferencias y estadísticamente 

significativas se encuentraron en las células tratadas con secretoma de 

VAT, a excepción del gen TGFB1 que no muestró cambios bajo este 

tratamiento (Figura 36). Curiosamente, se evidenció un incremento 

significativo sobre los niveles de expresión del gen GSTM2 en los 3 

tratamientos (Figura 36). 

Los tratamientos al 2,5% reflejaron un patrón de expresión similar 

al observado en las células dHepaRG tratadas con oleato de sodio 

cuando se comparan con las células control tratadas con FBS. Dicho 

patrón estaba definido por niveles altos en SURVIVINA/BIRC5 y MYC, 

niveles bajos en GSTM2, SIRT1, SIRT6, TP53 y PTEN y ausencia de 

cambios en TGFB1 (Figura 36), cuyas diferencias estadísticamente 

significativas respecto a las células control fueron más relevantes en los 

tratamientos con secretoma de VAT y suero OB (Figura 36). 

Por último, se observaron cambios en la expresión de esta serie de 

genes en los tratamientos al 5%. A pesar de reflejar la tendencia 

observada en la condición anterior, mostraron unas diferencias 

estadísticamente significativas menores (Figura 36), aunque destacó el 

incremento en los niveles de expresión del gen SURVIVINA/BIRC5 en 

las células tratadas con secretoma de SAT y VAT, significativo 

respecto al control con FBS, el cual parece evidenciar un efecto dosis-

respuesta (Figura 36).  
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4.2. REVERSIÓN DE LA ESTEATOSIS EN UNA LÍNEA CELULAR DE 

HEPATOCITOS HUMANA MEDIANTE CUERPOS CETÓNICOS 

Dado que la suplementación con cuerpos cetónicos se ha asociado con 

una mejora del perfil metabólico y con una mejora del estado oxidativo 

celular (541–543) y dado que el tratamiento de la obesidad con una 

VLCKD reduce la masa grasa visceral preservando la masa y función 

muscular (63,563) así como reduce la esteatosis hepática (48,114), 

evaluamos el efecto de la adición de butirato sobre la esteatosis de las 

células dHepaRG inducida por el tratamiento con oleato. 

4.2.1. Tratamiento con butirato de las células dHepaRG con 

esteatosis inducida por oleato 

Se adicionó butirato de sodio a concentraciones crecientes de 10, 

25, 50, 75 y 100 mM sobre las células dHepaRG previamente tratadas 

con 250 M de oleato de sodio. El tiempo de exposición al compuesto 

fue de 72 horas (3 días) y se administró tras los 5 días de tratamiento 

con oleato. Primeramente, se determinó la viabilidad celular con un 

ensayo WST-1, el cual no reflejó cambios estadísticamente 

significativos en comparación con las células dHepaRG tratadas solo 

con oleato (Figura 37A). 

Tras la administración del butirato de sodio, se evidenció una 

disminución en la cantidad de grasa acumulada en las células dHepaRG 

tratadas con oleato, la cual fue observada por la detección al 

microscopio de un menor número de gotas lipídicas positivas en el 

citoplasma, proporcional a la concentración de Oil Red O en 

comparación con las células dHepaRG control tratadas con oleato 

(Figura 37B). 

De manera relevante, el tratamiento con butirato fue capaz de 

revertir los niveles de expresión hallados en las células dHepaRG 

tratadas con oleato, siendo estadísticamente significativo en los genes 

ACACB, PLIN2, SLC2A1, APOC3 y SCD y mostrando una tendencia 

hacia la significación en el gen PDK4 (Figura 37C). 
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Figura 37. Tratamiento con butirato de sodio en células dHepaRG tras inducción 
de esteatosis vesicular in vitro con oleato. (A) Evaluación de la viabilidad celular 
con ensayo WST-1 tras 72 horas de tratamiento. (B) Imágenes representativas de las 
células teñidas con Oil Red O (magnificación 40x) y medición de la absorbancia del 
colorante eluido desde las células. (C) Niveles de expresión de genes relacionados 
con el metabolismo de los lípidos e inflamación en lisados celulares (ensayos 
realizados por triplicado). Los datos se presentan como media ± error estándar de la 
media. La significación estadística se calculó mediante ANOVA y prueba post-hoc de 
Bonferroni. a, Diferencias estadísticamente significativas en comparación con las 
células dHepaRG tratadas con oleato (p<0,05). u.a., unidades arbitrarias. 
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4.2.2. Efecto del tratamiento con butirato sobre el perfil de 

expresión de genes relacionados con la carcinogénesis en 

las células dHepaRG con esteatosis inducida por oleato 

Concomitante a los resultados observados sobre el efecto del 

butirato en la atenuación de la esteatosis inducida por oleato, 

evidenciamos una regulación sobre el patrón de expresión de genes 

implicados en las primeras fases de desarrollo de la carcinogénesis. 

Tras 72 h de exposición al butirato, los mayores cambios 

estadísticamente significativos en comparación a los observados en las 

células dHepaRG tratadas con oleato se reflejan en el gen 

SURVIVINA/BIRC5, con niveles transcripcionales bajos, y en los genes 

GSTM2, SIRT1, SIRT6 y TP53, con niveles más altos (Figura 38). Las 

diferencias observadas en los genes TGFB1 y PTEN sólo alcanzaron 

significación estadística para las concentraciones de 50 y 75 mM 

(Figura 38). El gen MYC, a diferencia de lo esperado, mostró un 

incremento significativo de su expresión, a excepción de la 

concentración más alta ensayada de 100 mM (Figura 38). 

De manera global, estos hallazgos son coincidentes a los resultados 

de expresión génica observados en los modelos de obesidad después de 

pérdida de peso.  

 

Figura 38. Expresión de genes relacionados con la carcinogénesis tras tratamiento 
con butirato en células dHepaRG tratadas con oleato para inducción de esteatosis 
vesicular in vitro. Los datos se presentan como media ± error estándar de la media 
(ensayos realizados por triplicado). La significación estadística se calculó mediante 
ANOVA y prueba post-hoc de Bonferroni. a, Diferencias estadísticamente 
significativas en comparación con las células dHepaRG tratadas con oleato (p<0,05). 
u.a., unidades arbitrarias. 
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5. ESTUDIO DEL PERFIL DE METILACIÓN 

DE LOS GENES ANALIZADOS EN 

RELACIÓN A ESTEATOSIS HEPÁTICA Y 

CARCINOGÉNESIS 

Los cambios hallados en asociación con la esteatosis hepática y la 

promoción de la carcinogénesis, podrían estar regulados por 

mecanismos epigenéticos como la metilación del ADN. Para 

demostrarlo, se realizó un análisis de los perfiles de metilación de los 

genes evaluados a lo largo de la presente tesis doctoral en obesidad y 

pérdida de peso. Estos datos proceden de un análisis de metilación 

global del ADN en el genoma de pacientes con obesidad que siguieron 

un tratamiento de pérdida de peso basado en VLCKD (564) (tabla 7). 

Tabla 7. Características y parámetros antropométricos de los sujetos de estudio. 

 Normopeso Basal 
Máxima 
cetosis 

Punto final 

n 12 10 10 10 

Tiempo (Días) - 0 30 180 

Sexo (M/F) 6/6 5/5 5/5 5/5 

Edad (años) 50,3±6,2 48,8±9,2 48,8±9,2 48,8±9,2 

Peso corporal (kg) 63,8±8,7 93,4±9,9a 84,3±8,4 73,9±6,7b 

Altura (m) 1,67±0,1 1,68±0,1 1,68±0,1 1,68±0,1 

IMC (kg/m2) 22,7±1,5 32,9±1,4a 29,8±1,7 26,1±1,8b 

CC (cm) 77,4±7,2 111,1±6,6a 102,3±7,4 90,2±3,1b 

Los datos se muestran como media ± desviación estándar. La significación estadística 
se calculó mediante prueba t de Student y mediante ANOVA de medidas repetidas y 
post-hoc de Bonferroni. a, Diferencias con normopeso (p<0,05). b, Diferencias con 
basal (p<0,05). 
n, tamaño muestral; M, hombres; F, mujeres; IMC, índice de masa corporal; CC, 
circunferencia de cintura. 
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5.1.  DESCRIPCIÓN GENERAL DEL METILOMA TRAS EL 

TRATAMIENTO CON UNA VLCKD Y COMPARACIÓN CON 

NORMOPESO 

La metilación global del ADN se evaluó en PBMCs a partir de muestras 

procedentes de una cohorte de pacientes que siguieron una intervención 

nutricional basada en una VLCKD y una cohorte de voluntarios sanos 

normopeso. Tras la intervención con una VLCKD, el análisis reveló 

diferencias estadísticamente significativas en 988 sitios CpG de un total 

de 739.222 CpGs válidos, en comparación con los niveles de metilación 

global. Los sitios DMCpGs se localizaron en 786 genes únicos y fueron 

capaces de separar las muestras de acuerdo a los puntos de intervención 

analizados (basal, máxima cetosis y punto final) utilizando un enfoque 

de agrupamiento jerárquico (Figura 39A). 

De manera relevante, los DMCpGs mostraron niveles de metilación 

similares a los observados en las muestras procedentes de voluntarios 

sanos normopeso, lo que determinó que fueran incluidos en el mismo 

nodo del agrupamiento (Figura 39A). Estos DMCpGs se caracterizaron 

principalmente por una disminución en los niveles de metilación, tanto 

en el punto de máxima cetosis como en el punto final de la intervención 

nutricional, reflejado en los DMCpGs totales (Figura 39B) y en los 

DMCpGs ubicados en la región del promotor e isla-shore (Figura 

39C). 

Además, esta disminución en los niveles de metilación global del ADN 

observada tras una VLCKD, se correlacionó con una menor expresión 

génica de las DNMTs, ya que se observó una disminución en los 

niveles de expresión de los genes DNMT1, DNMT3A y DNMT3B, que 

fue estadísticamente significativa ya desde el punto de máxima cetosis 

(Figura 39D).  
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Figura 39. Perfil de metilación del ADN en leucocitos circulantes de pacientes con 
obesidad tras el seguimiento de una VLCKD. (A) Agrupación supervisada de los 988 
sitios CpG diferencialmente metilados entre los grupos de pacientes con obesidad y 
los voluntarios sanos normopeso. Los DMCpGs identificados mediante el análisis 
Infinium MethylationEPIC BeadChip se asignaron a 786 genes únicos. (B) Diferencias 
globales en los niveles de metilación de los 988 DMCpGs. (C) Diferencias globales en 
los niveles de metilación de los DMCpGs ubicados en el promotor e isla-shore. (D) 
Niveles de expresión génica en muestras de PBMCs de pacientes con obesidad tras 
una VLCKD. Los datos se presentan como media ± error estándar de la media (n=10-
12 sujetos/grupo). La significación estadística se calculó mediante ANOVA de medidas 
repetidas y prueba post-hoc de Bonferroni. a, Diferencias estadísticamente 
significativas en comparación con el punto basal del grupo de pacientes con obesidad 
(p<0,05). b, Diferencias estadísticamente significativas en comparación con el punto 
de máxima cetosis del grupo de pacientes con obesidad (p<0,05). DMCpGs, sitios CpG 
diferencialmente metilados; PBMCs, células mononucleares de sangre periférica; 
u.a., unidades arbitrarias. 
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5.2. PERFIL DE METILACIÓN ESPECÍFICO DE LOS GENES IMPLICADOS 

EN LA ESTEATOSIS Y LA CARCINOGÉNESIS EN OBESIDAD Y TRAS 

PÉRDIDA DE PESO INDUCIDA POR UNA VLCKD 

Para el análisis de metilación dirigido de los genes evaluados en esta 

tesis doctoral, se aislaron los datos de metilación de los sitios CpGs 

localizados en la región del promotor y en el promotor e isla, según el 

caso, del total de sitios CpGs correspondientes a cada gen estudiado.  

Cuando se analizaron los perfiles de metilación del ADN de los genes 

diana en las PBMCs de pacientes con obesidad en comparación con 

voluntarios normopeso se observaron diferencias en gran parte de los 

sitios CpG analizados. En concreto, estas diferencias fueron 

estadísticamente significativas al menos en una de las cgs 

correspondientes a los genes estudiados (Tabla 8).  

Tabla 8. Lista de DMCpGs estadíficamente significativos entre el grupo de 
pacientes con obesidad y el grupo de sujetos normopeso. 

Gen Sitio CpG Normopeso Con Obesidad p-valor 

SURVIVINA/BIRC5 cg05679113 0,035 0,069 0,0092 

SURVIVINA/BIRC5 cg26127449 0,003 0,006 0,0276 

MYC cg00611675 0,089 0,163 0,0037 

MYC cg24666276 0,122 0,208 <0,0001 

MYC cg25080152 0,130 0,191 0,0005 

GSTM2 cg02337836 0,024 0,016 0,0067 

GSTM2 cg14065576 0,050 0,036 0,0224 

SIRT1 cg10582690 0,015 0,026 0,0106 

SIRT6 cg20424398 0,032 0,057 0,0379 

SIRT6 cg22566518 0,061 0,092 0,0201 

SIRT6 cg24224658 0,025 0,082 0,0350 
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Gen Sitio CpG Normopeso Con Obesidad p-valor 

TGFB1 cg04547554 0,017 0,023 0,0209 

TP53 cg07991600 0,038 0,159 0,0340 

TP53 cg18311066 0,026 0,045 0,0430 

PTEN cg03588460 0,021 0,033 0,0305 

PTEN cg06947206 0,019 0,033 0,0243 

ACACB cg10703506 0,872 0,893 0,0129 

ACACB cg12178147 0,856 0,883 0,0066 

PLIN2 cg04028107 0,012 0,030 0,0289 

PLIN2 cg06797533 0,040 0,051 0,0372 

PDK4 cg07372602 0,111 0,072 0,0469 

SCL2A1 cg13790796 0,047 0,064 0,0157 

SCL2A1 cg20345840 0,030 0,045 0,0191 

APOC3 cg04048249 0,715 0,774 0,0034 

APOC3 cg05618022 0,735 0,773 0,0367 

APOC3 cg20386255 0,823 0,850 0,0152 

APOC3 cg20691580 0,736 0,781 0,0103 

Los datos se presentan como media (n=10-12 sujetos/grupo). La significación 
estadística se calculó mediante prueba t de Student (p<0,05). 

 

En global, se observaron altos niveles de metilación en las muestras de 

pacientes con obesidad en comparación con las muestras de sujetos 

normopeso, específicamente en los genes que presentaron diferencias 

estadísticamente significativas en 2 o más sitios CpG (Figura 40).  
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Figura 40. Perfil de metilación del ADN de los genes estudiados en relación a la 
esteatosis y la carcinogénesis en leucocitos circulantes. Niveles de metilación de 
los sitios DMCpGs ubicados en el promotor y en el promotor-isla en PBMCs de 
pacientes con obesidad y sujetos normopeso. Los datos se presentan como media ± 
error estándar de la media (n=10-12 sujetos/grupo). La significación estadística se 
calculó mediante prueba t de Student (p<0,05). DMCpGs, sitios CpG diferencialmente 
metilados. 

De manera relevante, cuando se evaluaron los perfiles de metilación de 

los genes diana en los pacientes con obesidad que siguieron una 

VLCKD, se evidenciaron cambios en los niveles de metilación de los 

sitios CpG seleccionados respecto a los niveles cuantificados en el 

punto basal, antes del inicio del tratamiento. Dichas diferencias fueron 

estadísticamente significativas al menos en una de las cgs 

correspondientes a la mayoría de los genes diana (Tabla 9). 

Tabla 9. Lista de DMCpGs entre Basal - Máxima cetosis - Punto final en el grupo de 
pacientes con obesidad que siguieron una VLCKD. 

Gen Sitio CpG Basal 
Máxima 
Cetosis 

Punto 
final 

p-valor 
(B-MC) 

p-valor 
(B-PF) 

SURVIVINA/BIRC5 cg05679113 0,076 0,059 0,058 0,0475 0,0353 

SURVIVINA/BIRC5 cg23302638 0,027 0,009 0,014 0,0353 0,1551 

MYC cg03003858 0,065 0,026 0,025 0,0542 0,0456 

MYC cg10836034 0,106 0,072 0,064 0,1122 0,0326 

GSTM2 cg14065576 0,036 0,051 0,037 0,0429 >0,9999 
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Gen Sitio CpG Basal 
Máxima 
Cetosis 

Punto 
final 

p-valor 
(B-MC) 

p-valor 
(B-PF) 

SIRT1 cg03251249 0,082 0,058 0,055 0,0519 0,0262 

SIRT1 cg25513531 0,140 0,134 0,103 >0,9999 0,0029 

SIRT6 cg20424398 0,058 0,036 0,033 0,0806 0,047 

SIRT6 cg22502319 0,062 0,038 0,039 0,0475 0,0629 

SIRT6 cg24224658 0,070 0,031 0,035 0,0004 0,0014 

TGFB1 cg01107031 0,076 0,044 0,047 0,0136 0,0264 

TGFB1 cg11714801 0,109 0,070 0,067 0,0008 0,0003 

TP53 cg07991600 0,132 0,071 0,068 0,0003 0,0002 

PTEN cg01354923 0,106 0,058 0,062 0,0015 0,0034 

PTEN cg10041390 0,054 0,017 0,020 0,0195 0,0359 

PTEN cg17557106 0,088 0,053 0,052 0,0324 0,0274 

ACACB cg23921871 0,853 0,826 0,830 0,016 0,0494 

PLIN2 cg04028107 0,031 0,016 0,014 0,0039 0,0016 

PDK4 cg07372602 0,062 0,094 0,090 0,0091 0,0257 

SCL2A1 cg03106288 0,086 0,067 0,076 0,0341 0,4011 

APOC3 cg04048249 0,774 0,734 0,754 0,0238 0,378 

APOC3 cg05618022 0,776 0,736 0,744 0,0317 0,0317 

SCD cg13695515 0,135 0,085 0,086 0,0048 0,0058 

SCD cg23508052 0,077 0,035 0,038 0,0204 0,0342 

SCD cg23740044 0,119 0,080 0,080 0,0453 0,0455 

Los datos se presentan como media (n=10 sujetos/grupo). La significación 
estadística se calculó mediante ANOVA de medidas repetidas y prueba post-hoc de 
Bonferroni(p<0,05). 

B, basal; MC, máxima cetosis; PF, punto final. 

 



ANDREA GONZÁLEZ IZQUIERDO 

200 

Así, tras el tratamiento con la VLCKD se observó una disminución de 

los niveles de metilación de los genes SURVIVINA/BIRC5, SIRT6, 

TGFB1, TP53, PTEN, ACACB, PLIN2 y SCD, junto con un incremento 

en el gen PDK4, cuyas diferencias en los sitios CpG fueron 

estadísticamente significativas en ambos tiempos (30 y 180 días) 

respecto al basal (Figura 41).  

 

Figura 41. Perfil de metilación del ADN de los genes estudiados en relación a la 
esteatosis y la carcinogénesis en leucocitos circulantes de pacientes con obesidad 
tras una VLCKD. Niveles de metilación de los sitios DMCpGs ubicados en el promotor 
y en el promotor-isla en PBMCs de pacientes con obesidad a los 0 (basal), 30 (máxima 
cetosis) y 180 (punto final) días de seguimiento de una VLCKD. Los datos se presentan 
como media ± error estándar de la media (n=10 sujetos/grupo). La significación 
estadística se calculó mediante ANOVA de medidas repetidas y prueba post-hoc de 
Bonferroni(p<0,05). DMCpGs, sitios CpG diferencialmente metilados. 

 

Relevantemente, esta disminución en la metilación se aproxima a los 

perfiles de metilación medidos en la cohorte de sujetos sanos 

normopeso, que se evidencia de manera estadísticamente significativa 

sobre los mismos sitios CpGs de los genes SURVIVINA/BIRC5, SIRT6, 

TP53 y PLIN2 (Figura 42).  
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Figura 42. Perfil de metilación del ADN de los genes diana en relación a la 
esteatosis y la carcinogénesis en leucocitos circulantes. Niveles de metilación de 
los mismos sitios DMCpGs ubicados en el promotor e isla en PBMCs de sujetos 
normopeso y pacientes con obesidad siguiendo una VLCKD. Los datos se presentan 
como media ± error estándar de la media (n=10-12 sujetos/grupo). La significación 
estadística se calculó mediante prueba t de Student (pacientes con obesidad vs 
sujetos normopeso) y mediante ANOVA de medidas repetidas y prueba post-hoc de 
Bonferroni (pacientes con obesidad a los 0 (basal), 30 (máxima cetosis) y 180 (punto 
final) (p<0,05). DMCpGs, sitios CpG diferencialmente metilados; Cr, cromosoma. 
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La NAFLD es la enfermedad hepática crónica más común en el mundo 

y la principal causa del incremento de la incidencia del HCC. Se estima 

que la prevalencia de HCC relacionado con NAFLD aumente 

concomitantemente con la creciente epidemia de obesidad (98,99,103). 

Cada vez son más las evidencias epidemiológicas que avalan la 

asociación entre la obesidad y el HCC (97,100,101), sin embargo, los 

mecanismos moleculares subyacentes todavía se desconocen. Ante esta 

necesidad por dilucidar las vías y los mecanismos responsables de la 

patogenia de la enfermedad, modelos animales desarrollados para imitar 

la enfermedad humana han supuesto una herramienta fiable, destacando 

el importante papel de las ratas como organismo modelo (565). En este 

contexto, las ratas Zucker obesas (fa/fa), modelo de obesidad genética 

con una mutación espontánea en el receptor de leptina, han sido muy 

utilizadas para el estudio de NAFLD (566). Estos animales desarrollan 

obesidad severa y se caracterizan por ser hiperleptinémicas, 

hiperfágicas, inactivas y resistentes a la insulina. Además de tener un 

peso corporal significativamente mayor, presentan esteatosis y 

acumulación de triglicéridos en el hígado (567,568), eventos relevantes 

dado que la característica histológica más importante de NAFLD es la 

esteatosis de los hepatocitos (569).  

Hasta la fecha, no se han encontrado en la literatura trabajos sobre la 

asociación entre la obesidad y el HCC que se hayan centrado en 

estudiar si los mecanismos relacionados con las primeras fases del 

desarrollo tumoral podrían ser modificados hacia un estado 

procarcinogénico por efecto de la obesidad, antes de la manifestación 

de una masa tumoral detectable en el hígado. En consecuencia y 

basándonos en los hallazgos previos del grupo (80,83), nos planteamos 

que la inflamación y el estrés oxidativo desencadenados por el tejido 

adiposo disfuncional obeso podrían actuar como inductores en la 

generación de un microambiente favorable para el inicio de la 

carcinogénesis hepática.  

En primer lugar, para determinar el efecto de la acumulación de lípidos 

en el hígado debida a un mayor grado de adiposidad corporal, 

evaluamos la expresión de genes relacionados con las primeras fases de 

la carcinogénesis en el hígado de ratas Zucker obesas jóvenes y adultas. 
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Este estudio reveló por primera vez que el exceso de adiposidad se 

asociaba con la desregulación de varios genes implicados en las fases 

iniciales del desarrollo del cáncer, como las relacionadas con la 

proliferación celular, la protección antioxidante y la supresión tumoral. 

Concretamente, en el hígado de las ratas Zucker obesas adultas se 

observó una sobreexpresión de los genes implicados en la proliferación 

y la reparación del ADN (SURVIVINA/BIRC5 y TP53) y una regulación 

a la baja de los genes implicados en la defensa frente al estrés oxidativo 

celular (GSTM2 y SIRT1). Dichas diferencias no fueron detectadas en 

las ratas Zucker obesas jóvenes.  

De manera general, las ratas Zucker obesas exhibieron un mayor 

contenido de lípidos intrahepáticos en comparación a sus homólogas 

delgadas. Sin embargo y a diferencia de las ratas obesas adultas, las 

ratas obesas jóvenes no mostraron diferencias significativas en el peso 

corporal ni en la masa grasa en comparación con sus homólogas 

delgadas, lo que parece indicar que el pequeño acúmulo de lípidos 

observado en el hígado de estos animales ocurrió antes de que el 

aumento de los depósitos de grasa corporal fuera evidente. Estos 

hallazgos muestran que la predisposición genética a la obesidad en las 

ratas no está directamente involucrada en los resultados obtenidos, sino 

que una mayor exposición en el tiempo a la obesidad es la responsable 

del exceso de adiposidad, manifestada en el incremento significativo en 

la masa grasa y en el contenido de lípidos intrahepáticos en las ratas 

obesas adultas, la cual sería el desencadenante de esta desregulación 

génica ligada a la carcinogénesis. De hecho, durante la última década, 

los datos epidemiológicos han demostrado asociaciones entre el exceso 

de adiposidad corporal y el riesgo para muchos cánceres en adultos 

(570,571). 

La alteración en la expresión de los genes implicados en la 

carcinogénesis observada en las ratas obesas adultas, debido al 

incremento en la adiposidad corporal que se tradujo en el desarrollo de 

esteatosis hepática (presencia de mayor contenido de lípidos 

intrahepáticos), se relacionó con los cambios detectados en los 

marcadores de estrés oxidativo e inflamación medidos en este estudio. 

Se sabe que, en la NAFLD, además de la acumulación de grasa en el 
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hígado, se produce inflamación y lesión de las células hepáticas, lo que 

da como resultado estrés oxidativo y regeneración compensatoria por 

proliferación celular, eventos fuertemente asociados con el aumento de 

la incidencia del HCC (93,572). En este sentido, varios ejemplos en la 

literatura sugieren la participación de ROS en la promoción de la 

hepatocarcinogénesis en animales (573,574) y en pacientes (575,576). 

En consecuencia, este estudio demostró que el aumento en marcadores 

de estrés oxidativo y en citocinas inflamatorias circulantes como MCP-

1, asociado a un mayor contenido de lípidos intrahepáticos, ocurrió 

concomitantemente con la sobreexpresión de los genes TP53 y 

SURVIVINA/BIRC5 en el hígado de ratas obesas adultas en 

comparación con los niveles observados en sus homólogas delgadas.  

Estos hallazgos sugieren que, ante procesos relacionados con estreses 

celulares, como la expresión de oncogenes, la proliferación celular y el 

daño del ADN, seguidamente se activan procesos que inician la 

reparación del ADN (374,577). Además, los genes GSTM2 y SIRT1, 

implicados en la protección contra el estrés oxidativo celular (332,354), 

fueron regulados a la baja en el hígado de las ratas obesas adultas. Estos 

resultados son concordantes con la desregulación de la protección 

antioxidante y con la consiguiente promoción del estrés oxidativo 

característica de la obesidad (266). De hecho, las ratas obesas mostraron 

niveles circulantes más altos de peroxidación lipídica (578) 

acompañada de altos niveles de AOP (579), lo que sugiere una 

movilización de los antioxidantes solubles desde los tejidos al plasma 

para contrarrestar la falta de defensas enzimáticas antioxidantes y para 

restaurar el equilibrio oxidante/antioxidante y así prevenir más el daño 

del ADN (580). Esta asunción fue reforzada por los niveles circulantes 

de 8-OHdG (581) medidos en plasma. En cambio, los niveles tisulares 

hepáticos de 8-OHdG estaban incrementados en las ratas obesas adultas 

junto con niveles bajos de AOP, lo que justifica el aumento observado 

en la expresión del gen TP53 en estos animales para contrarrestar el 

daño celular (577).  

Estos resultados indican que los antioxidantes solubles son capaces de 

neutralizar la peroxidación lipídica a nivel circulante, pero son 

ineficaces en el hígado bajo la exposición constante a características 
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relacionadas con la obesidad, permitiendo que se desencadene el daño 

del ADN y, por consiguiente, una posible transformación tumoral. 

En segundo lugar, para explorar la posibilidad de prevenir el efecto del 

fenotipo obeso sobre la esteatosis hepática y, por consiguiente, sobre los 

perfiles de expresión procarcinogénicos observados, evaluamos la 

capacidad de intervenciones para inducir pérdida de peso, basadas en 

restricción calórica de la dieta y/o ejercicio físico, como método 

potencial para este fin, ya que la dieta y el ejercicio han sido 

previamente estudiados en ratas Zucker como terapia en las 

enfermedades ligadas al síndrome metabólico (582,583). En este 

sentido, en los últimos años, varios estudios han evidenciado que una 

intervención en el estilo de vida puede ser eficaz en el tratamiento de 

pacientes con NAFLD (584), resultando en un menor riesgo de 

desarrollo de HCC. Se ha descrito que la pérdida de peso puede 

contribuir a la regresión de la enfermedad hepática, indicando que 

incluso una pérdida de peso moderada (>5%) también puede originar 

importantes beneficios (585). La actividad física y el ejercicio, 

asociados con una salud cardiometabólica, también han reportado 

resultados satisfactorios en la terapia de pacientes con NAFLD 

(110,586). Además, se ha consensuado que la reducción del peso 

corporal lograda mediante la restricción calórica, con o sin aumento de 

la actividad física (120), conduce a una mejora en la grasa hepática, el 

grado de inflamación hepática y la fibrosis (587).  

En este contexto, este estudio determinó que la pérdida de peso 

inducida por la restricción de energía por sí misma y en combinación 

con el ejercicio, fueron capaces de revertir los perfiles de expresión 

asociados a la obesidad de los genes implicados en la carcinogénesis. 

Esta reversión ocurrió paralelamente a la reversión de los parámetros 

asociados a la disfunción hepática. En concreto, concomitante a la 

disminución significativa en el peso corporal y en la masa grasa en las 

ratas ER y EREX, se evidenció una mejora de la esteatosis hepática 

debida a la reducción significativa del contenido de lípidos 

intrahepáticos, junto con cambios en los marcadores de estrés oxidativo 

e inflamación definidos por una disminución significativa en los niveles 

circulantes de MDA y MCP-1. Además de una subida relevante en los 
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niveles de IL-10 observada específicamente en las ratas ER. Esta 

citocina presenta propiedades antiinflamatorias y fue propuesta como 

objetivo para el tratamiento del daño tisular y el cáncer (588). De 

manera relevante, estos hallazgos observados sobre parámetros de 

disfunción hepática tras las intervenciones para pérdida de peso, se 

asociaron con una regulación a la baja de la expresión del gen 

SURVIVINA/BIRC5, promotor de la proliferación celular. Esta 

regulación se acompañó de una regulación al alza de los genes GSTM2 

y SIRT1 implicados en la protección antioxidante. De hecho, el gen 

SURVIVINA/BIRC5 ha suscitado un creciente interés como gen 

asociado a un mayor riesgo de neoplasias malignas y como potencial 

objetivo terapéutico del cáncer (308,589,590).  La expresión de este gen 

en tejidos no tumorales es regulada por el desarrollo y se ha informado 

que es bajo en la mayoría de los tejidos diferenciados, mientras que en 

las células transformadas está fuertemente sobreexpresado (314,591). 

Este trabajo demostró que los resultados acerca del patrón de expresión 

de SURVIVINA/BIRC5 en tejido hepático obeso no tumoral están 

asociados con el estrés oxidativo y que puede revertirse por efecto de la 

pérdida de peso, hallazgos relevantes dado que se ha descrito que juega 

un papel clave en la progresión tumoral (308,592).  

Respecto a la SIRT1, varios estudios han demostrado que es un 

mediador crucial en la regulación de la función hepática, la homeostasis 

lipídica y que puede su acción puede ser importante en la prevención de 

las enfermedades metabólicas asociadas a la obesidad (593,594). La 

sobreexpresión del gen SIRT1 en el hígado se ha asociado a una mejora 

en el estrés del retículo plasmático y la resistencia a la insulina (595). 

En consecuencia, en los últimos años se ha postulado a la SIRT1 como 

potencial diana terapéutica para el tratamiento de NAFLD (358), por lo 

que los hallazgos observados en este estudio acerca de la modulación en 

la expresión hepática de SIRT1 tras la pérdida de peso inducida a las 

ratas obesas aportan nuevo conocimiento sobre la relevancia de esta 

proteína en la disfunción hepática y el efecto de una terapia para perder 

peso sobre su modulación. 

Cabe destacar que los resultados obtenidos tras la intervención con la 

restricción calórica de la dieta sugieren que la restricción de energía por 
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sí sola fue capaz de revertir el efecto cancerígeno de la obesidad sobre 

hígado, sin ser necesaria una combinación de esta intervención con el 

ejercicio físico. Estos resultados concuerdan con lo citado 

anteriormente en la literatura acerca de los beneficios observados con 

una restricción calórica sin aumento de la actividad física en el 

tratamiento de NAFLD (120), concretamente la mejora en la grasa 

hepática, el grado de inflamación hepática y la fibrosis (587). Sin 

embargo, en el presente estudio es difícil de discernir si el ejercicio no 

tuvo los efectos esperados sobre la expresión de los genes relacionados 

con la carcinogénesis y los marcadores de estrés oxidativo o si para 

poder detectar estos cambios se requiere de un protocolo de más 

tiempo. De hecho, el patrón de ejercicio llevado a cabo en este estudio 

fue capaz de inducir una reducción en el contenido total de 

triacilgliceroles hepáticos y una disminución en el estrés oxidativo 

(MDA), junto con la preservación de la masa libre de grasa tras el 

tratamiento. Este hallazgo concuerda con la reducción del contenido de 

grasa intrahepática y la supresión de la sobreproducción de ROS 

observados en un estudio previo tras un tratamiento eficaz de ejercicio 

regular como terapia para NAFLD (299).  

Los genes evaluados presentaron la misma tendencia a nivel de proteína 

que los niveles transcripcionales en cuanto a la SURVIVIN/BIRC5, 

MYC y PTEN después de la pérdida de peso tratamiento con restricción 

calórica de la dieta, mientras que GSTM2, SIRT1 y TP53 los niveles de 

proteína presentaron una tendencia inversa en relación a sus niveles 

transcripcionales. La existencia de una dinámica temporal podría 

explicar estas diferencias entre la expresión génica y proteica (596) por 

efecto de la pérdida de peso, aunque se necesitan más estudios para 

dilucidar la razón de la falta de una correlación positiva global entre la 

expresión de los genes estudiados y sus niveles de proteína después de 

las intervenciones para pérdida de peso, a diferencia de la correlación 

positiva observada al comparar las ratas adultas obesas con sus 

homólogas delgadas.  

En línea con los datos anteriormente presentados donde se observa que 

el estrés oxidativo asociado a la adiposidad está implicado en la 

modulación de los perfiles de expresión génica estudiada en relación a 
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procesos carcinogénicos, a continuación, nos planteamos analizar los 

niveles transcripcionales de SIRT6, considerada como la proteína de la 

longevidad, en las muestras de hígado de los distintos grupos 

experimentales de ratas Zucker adultas y su relación con el estrés 

oxidativo resultado del exceso de adiposidad. La SIRT6 desempeña un 

papel clave como supresor de tumores y modulador crítico de la 

homeostasis metabólica (362,363). Participa en la iniciación y el 

desarrollo tumoral en el cáncer de hígado (365,597), en procesos como 

la formación del hígado graso (369) y el desarrollo de NASH (370), y 

como biomarcador pronóstico del HCC (371). Además, la SIRT6 

desempeña un papel fundamental en la protección del hígado ante una 

lesión hepática inducida por estrés oxidativo (598). Por tanto, el estudio 

realizado sobre la expresión hepática de SIRT6 mostró que el estrés 

oxidativo inducido por el exceso de adiposidad estaba relacionado con 

una regulación a la baja de los niveles transcripcionales en el hígado de 

las ratas Zucker obesas. De manera relevante, después de la pérdida de 

peso inducida por la restricción energética sola o combinada con 

ejercicio, la expresión hepática del gen SIRT6 aumentó, 

concomitantemente con la mejora en la esteatosis hepática y en el estrés 

oxidativo hallados en los estudios previos descritos anteriormente. 

Estos resultados están en línea con lo descrito en la literatura acerca de 

que la ausencia de SIRT6 se ha relacionado con la captación hepática de 

ácidos grasos de cadena larga y con la reducción de la beta-oxidación, 

lo que conduce a la acumulación de triglicéridos, enfermedad del 

hígado graso y esteatosis hepática (367,369).  

De acuerdo con una posible asociación entre la expresión de SIRT6 con 

el estrés oxidativo, observamos una correlación positiva entre de los 

niveles transcripcionales de SIRT6 y los de SIRT1 y GSTM2, analizados 

anteriormente por su papel en la protección antioxidante contra el estrés 

oxidativo (599,600). Estos resultados sugieren una desregulación en las 

defensas antioxidantes que promueven el estrés oxidativo característico 

de la obesidad (266), datos que fueron reforzados y avalados por la 

correlación negativa observada entre los niveles de expresión de SIRT6, 

el peso corporal y los niveles circulantes de MDA y AOP, determinados 

en los estudios descritos previamente. La conexión entre el estrés 

oxidativo, la restricción energética y la actividad de SIRT6 también se 
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ha demostrado en la literatura, indicando que una restricción prolongada 

da como resultado un aumento de la actividad de SIRT6 en cerebro, 

músculo, tejido adiposo blanco e hígado (556,601). En este sentido, los 

datos obtenidos en este estudio mostraron que la reducción en el 

contenido de grasa intrahepática asociada a la pérdida de peso corporal 

se vinculaba con un aumento de la expresión hepática de SIRT6. De 

nuevo, se observó que el ejercicio físico por sí mismo no tuvo efecto 

sobre la modulación de la expresión de SIRT6, lo que nos lleva a 

determinar la ausencia de efecto o la falta de tiempo para ejercerlo, en 

línea con lo que se argumentó anteriormente. En definitiva, nuestros 

resultados sugieren el papel clave de la SIRT6 en la protección frente al 

daño por estrés oxidativo, postulándola como potencial diana 

terapéutica en enfermedades asociadas a la obesidad como el NAFLD 

con el objetivo de actuar contra el estrés oxidativo y así prevenir la 

futura progresión hacia un HCC.  

Seguidamente, tras haber observado el potencial efecto del grado de 

adiposidad sobre la regulación de la expresión hepática de 

SURVIVINA/BIRC5, oncogen implicado en el inicio de la 

carcinogénesis y asociado a la obesidad (308,315,321), nos planteamos 

evaluar si la expresión de SURVIVINA/BIRC5 también puede ser 

modulada en relación al grado de adiposidad en diferentes depósitos de 

tejido adiposo, concretamente en SAT y VAT de animales, y su reflejo 

en los leucocitos circulantes de sangre periférica de pacientes. En 

ambos estudios in vivo se determinó la expresión de 

SURVIVINA/BIRC5 en presencia de obesidad y tras intervenciones para 

pérdida de peso, siguiendo la tendencia analizada en los anteriores 

estudios. Este estudio demostró que la expresión de SURVIVINA/BIRC5 

en obesidad estaba elevada en VAT en comparación con los niveles 

observados en SAT, la cual fue reflejada en la expresión analizada 

sobre los leucocitos circulantes de pacientes con obesidad. Además, 

interesantemente la sobreexpresión de SURVIVINA/BIRC5 asociada a la 

obesidad fue revertida en condiciones de restricción de calórica de la 

dieta sola y combinada con ejercicio físico, hallazgos que también se 

demostraron en los leucocitos sanguíneos de pacientes con obesidad 

tras el seguimiento de una intervención nutricional para pérdida de peso 

con una VLCKD. 
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Primeramente, se retomó el modelo de obesidad genética con ratas 

Zucker junto con modelos animales de obesidad inducida por la dieta, 

específicamente ratas Sprague Dawley y ratones C57BL/6J. Los 

resultados evidenciaron una significativa regulación al alza del gen 

SURVIVINA/BIRC5 en el VAT de los animales obesos de ambos 

modelos. Estudios previos han revelado que los niveles de leptina 

inductores de carcinogénesis podrían estar mediados en parte por 

SURVIVINA/BIRC5 (315,602). Sin embargo, nuestros resultados 

sugieren que la expresión del gen SURVIVINA/BIRC5 observados en 

obesidad podrían ser independientes de la acción de la leptina, ya que la 

sobreexpresión medida en el VAT de las ratas Zucker, animales con 

una mutación para el receptor de la leptina (150), también fue 

observada en los animales DIO. Curiosamente, cuando se evaluó la 

expresión de SURVIVINA/BIRC5 en los ratones alimentados con una 

dieta alta en grasas durante un tiempo prolongado, también se observó 

el incremento en la expresión de SURVIVINA/BIRC5 en el SAT de 

estos animales en relación a la obesidad. Estos resultados podrían 

sugerir que la exposición a un estado de obesidad durante un largo 

período de tiempo también desencadenaría perturbaciones sobre la 

funcionalidad del SAT y que, al igual que ocurre con la 

disfuncionalidad del tejido adiposo obeso visceral (252,256), estos 

eventos originen inflamación y en consecuencia mayor susceptibilidad 

al desarrollo tumoral. En línea con esta hipótesis, se haya un estudio en 

el que se ha determinado que la expresión de genes proinflamatorios 

críticos es sustancialmente mayor en SAT que en VAT en individuos 

con obesidad severa (603). 

Tras las intervenciones para pérdida de peso, relevantemente se observó 

una clara disminución en los niveles de SURVIVINA/BIRC5, detectada 

tanto en VAT como en SAT, evidenciando en ambos depósitos una 

reducción de casi el 50% tras el tratamiento de restricción energética. 

Estos resultados sugieren que la expresión SURVIVINA/BIRC5 se 

asocia con características de adiposidad, hecho que fue corroborado con 

las correlaciones positivas observadas con el peso corporal y la masa 

grasa en el modelo animal de ratas Zucker. Además, una correlación 

positiva entre los niveles transcripcionales de SURVIVINA/BIRC5 en el 

VAT de estos animales también fue observada con los niveles 
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plasmáticos de MCP-1, un marcador relevante de inflamación 

relacionada con la obesidad (604,605). En este sentido, se ha 

evidenciado que terapias para pérdida de peso reducen 

considerablemente estas patologías intrínsecas del tejido adiposo obeso, 

como la generación de inflamación de bajo grado, suponiendo un 

potencial beneficio para la salud (30,606). 

Con el fin de trasladar estos resultados a un entorno clínico, se evaluó la 

expresión de SURVIVINA/BIRC5 en PBMCs de pacientes con obesidad 

en comparación con sujetos normopeso y en pacientes con obesidad 

sometidos a una intervención nutricional para pérdida de peso con una 

VLCKD. Los resultados generales obtenidos fueron similares a los 

observados en el VAT de los modelos animales, indicando la capacidad 

de replicación de los leucocitos en el reflejo de los niveles 

transcripcionales del oncogen SURVIVINA/BIRC5. Estos hallazgos 

corroboran la potencial herramienta que supone el uso de leucocitos 

sanguíneos en la práctica clínica, muestras de fácil recolección y 

mínimamente invasivas, que permiten la monitorización molecular del 

tejido adiposo tanto en estados fisiológicos como patológicos (427,607).  

Por tanto, este estudio sobre la expresión del oncogen 

SURVIVINA/BIRC5 en relación al grado de adiposidad reveló un 

aumento de las vías antiapoptóticas, especialmente en el VAT y su 

reflejo en PBMCs, en condiciones de obesidad, patrón que fue capaz de 

revertirse tras la pérdida de peso. Además, su correlación con el grado 

de inflamación sistémica en ratas Zucker destacó su posible 

participación en la asociación entre la obesidad y el cáncer. Estos 

hallazgos ponen de manifiesto el potencial uso de SURVIVINA/BIRC5 

como biomarcador para la identificación de un microambiente 

procarcinogénico en la obesidad, el cual se podría prevenir mediante el 

seguimiento de terapias para pérdida de peso.  

En conjunto, estos resultados evaluados en modelos animales y 

reflejados en leucocitos circulantes en pacientes con obesidad indican 

que el exceso de adiposidad y los factores secretados por el tejido 

adiposo disfuncional en obesidad podrían ser el vínculo promotor más 

probable en el riesgo de esteatosis hepática relacionado con la obesidad 
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y su futura progresión a HCC y estrategias terapéuticas para reducir 

dicha adiposidad podría prevenir este efecto.  

Con el fin de demostrar dicha hipótesis más en profundidad, llevamos a 

cabo estudios in vitro empleando la línea HepaRG de hepatocitos 

humana. Esta línea celular presenta capacidad para desarrollar esteatosis 

tras tratamientos con diferentes compuestos (137,138,141,608) y 

ampliamente usada en estudios metabólicos (140,142). En primer lugar, 

se sometió a las células dHepaRG a un tratamiento con oleato de sodio, 

ácido graso insaturado empleado como estímulo desencadenante de 

NAFLD (609), para inducir esteatosis vesicular in vitro y así analizar 

los perfiles de expresión de los genes implicados en las primeras fases 

del desarrollo tumoral estudiados a lo largo del presente trabajo en 

relación al grado de adiposidad. Este estudio demostró que el acúmulo 

de grasa, en forma de pequeñas gotas lipídicas en el citoplasma de los 

hepatocitos tras el tratamiento con el oleato se asoció con cambios 

significativos sobre los niveles de expresión de los genes estudiados, 

específicamente regulando al alza los oncogenes implicados en la 

proliferación celular, junto con la regulación a la baja de los 

relacionados con la protección antioxidante y reparación del daño al 

ADN. Estos resultados corroboran los niveles de expresión de los genes 

implicados en la carcinogénesis anteriormente observados en los 

modelos in vivo de obesidad. Por tanto, estos hallazgos evidencian una 

vez más el potencial efecto de la adiposidad intrahepática sobre el 

desarrollo de NAFLD y progresión hacia HCC (106). Además, el 

tratamiento con oleato de sodio también evidenció una modulación 

sobre los genes relacionados con el metabolismo de los lípidos, que se 

interpretó como una consecuencia directa de la esteatosis inducida en 

las células HepaRG. 

Efectos similares al observado tras el tratamiento con oleato se 

encontraron cuando se adicionó a las células dHepaRG secretoma de 

SAT y VAT o suero OB procedentes de muestras de pacientes con 

obesidad severa. Este estudio evidenció que los tratamientos con 

secretoma y suero de pacientes con obesidad fueron capaces de inducir 

esteatosis en los hepatocitos y, que, en asociación al incremento en el 

acúmulo de grasa, se produjeron cambios en los perfiles de los genes 
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ensayados en relación al inicio del desarrollo tumoral. Concretamente, 

los tratamientos adicionados a una concentración del 2,5% mostraron 

una modulación global de los perfiles de expresión, que se asemejó de 

manera relevante a los perfiles transcripcionales observados en los 

anteriores estudios realizados en obesidad in vivo.  

Estos hallazgos demuestran la hipótesis generada a raíz de los hallazgos 

previos en los modelos animales de obesidad y concuerdan con lo 

descrito en la literatura acerca de que el primer paso en el desarrollo de 

NAFLD/NASH está representado por la acumulación de grasa en el 

hígado asociada a la obesidad (102) y con que la obesidad incrementa el 

riesgo de NAFLD (107,108) y por tanto su progresión hacia HCC 

(99,103).  

Dado que los resultados en modelos animales evidenciaron la capacidad 

de un tratamiento con restricción calórica para inducir pérdida de peso 

sobre la reversión de los parámetros de disfunción hepática y expresión 

de genes relacionados con la carcinogénesis, evaluamos el efecto del 

tratamiento con cuerpos cetónicos sobre las células dHeparRG con 

inducción de esteatosis por oleato de sodio sobre los perfiles de 

expresión de los genes implicados en la carcinogénesis hepática. El 

planteamiento de este estudio se basó en el efecto conocido de las 

VLCKD sobre la reducción de adiposidad (62) y sobre la esteatosis 

hepática (114). Para ello, se adicionó butirato de sodio, es una sustancia 

conocida por su efectividad para atenuar NAFLD y la inflamación 

(610–612), a concentraciones crecientes. Este estudio reveló cambios 

significativos sobre los niveles transcripcionales de los genes 

relacionados con las primeras fases del desarrollo tumoral, 

concomitante a la disminución significativa en el acúmulo lipídico de 

los hepatocitos tratados.  

De manera relevante, se evidenció una regulación al alza de GSTM2, 

SIRT1, SIRT6 y TP53, genes anteriormente estudiados por su papel en 

la protección antioxidante (332,354,363) y reparación del daño al ADN 

(374) que fueron significativamente modulados tras las intervenciones 

de pérdida de peso ensayadas, junto con una regulación a la baja de 

oncogen SURVIVINA/BIRC5, estudiado por su papel en la inhibición 



Discusión 

217 

de la apoptosis y proliferación celular (308) que también había sido 

fuertemente regulado por pérdida de peso en los estudios in vivo. Estos 

resultados refuerzan lo descrito anteriormente en otros estudios acerca 

de que NAFLD puede revertirse en las primeras fases de la esteatosis 

hepática mediante intervenciones para pérdida de peso basadas en la 

dieta (110,111), donde las VLCKD se han puesto de manifiesto como 

una alternativa terapéutica eficaz (114). En este sentido, la 

suplementación con cuerpos cetónicos se ha asociado con una mejora 

del perfil metabólico y con una mejora del estado oxidativo celular 

(541–543). Además, el tratamiento de la obesidad con una VLCKD 

reduce la masa grasa visceral preservando la masa y función muscular 

(63,563) así como la esteatosis hepática (48). 

Estudios previos de nuestro grupo han evidenciado que el efecto del 

microambiente inducido por la disfunción del tejido adiposo en 

obesidad podría estar mediado por mecanismos epigenéticos (613). De 

hecho, se ha demostrado la existencia de un perfil de metilación 

especifico de cáncer de mama (526) y cáncer de colon asociado a la 

obesidad (91). Además, se han observado patrones de metilación 

diferenciales en la obesidad (500), resistencia a la insulina (520) y 

NAFLD (503). Dichos patrones de metilación pueden ser revertidos tras 

un tratamiento para perder peso como es la intervención nutricional con 

una VLCKD (564). Por tanto, en este trabajo nos propusimos evaluar el 

perfil de metilación de los genes evaluados en relación al metabolismo 

lipídico y la carcinogénesis asociada a la obesidad y tras un tratamiento 

de pérdida de peso basado en una VLCKD (564). Dicho análisis mostró 

diferencias significativas en los perfiles de metilación de los genes 

implicados en la carcinogénesis y en la esteatosis hepática en los 

leucocitos circulantes de pacientes con obesidad en comparación con 

voluntarios sanos normopesos. Específicamente, se observó una 

tendencia general al alza de los niveles de metilación de los genes 

relacionados con la proliferación celular, la protección antioxidante, la 

supresión tumoral y el metabolismo de los lípidos en los pacientes con 

obesidad.  

El seguimiento de la intervención nutricional con la VLCKD en los 

pacientes con obesidad también evidenció cambios significativos. 
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Concretamente, tras la pérdida de peso inducida por la VLCKD, el 

patrón de metilación observado en los pacientes con obesidad fue capaz 

de revertirse y curiosamente esta disminución general en los niveles de 

metilación se asemejó a los niveles observados en los sujetos 

normopeso. Estos resultados concuerdan con el agrupamiento 

jerárquico de las DMCpGs y la expresión génica de las DNMTs (564). 

Concretamente, los niveles de metilación de los sitios CpGs 

cg05679113, cg24224658, cg07991600 y cg04028107 fueron 

significativamente más bajos tras la pérdida de peso, coincidiendo con 

la bajada en la metilación detectada de estos sitios CpGs en los sujetos 

normopeso en comparación a los pacientes con obesidad. Estos sitios 

CpGs están contenidos en la secuencia de los genes 

SURVIVINA/BIRC5, SIRT6, TP53 y PLIN2, respectivamente, 

evidenciando una posible regulación epigenética en los resultados 

observados y su potencial papel como biomarcadores de NAFLD y 

HCC en obesidad. 

En los últimos años, se han descrito conexiones sobre las intervenciones 

para pérdida de peso y las alteraciones epigenéticas. Varios estudios 

han demostrado el efecto que ejerce una determinada dieta, suplemento 

dietético o intervención nutricional sobre el epigenotipo en la obesidad 

(511,531–533) y enfermedades asociadas (75,534–536). En este 

sentido, nuestros hallazgos acerca de la capacidad de la VLCKD para 

modular cambios en la metilación del ADN (564), junto a los actuales 

beneficios reportados para este tipo de dietas cetogénicas (62–64), nos 

llevan a determinar que una intervención nutricional basada en una 

VLCKD puede ser considerada como potencial herramienta terapéutica 

para el tratamiento del NAFLD asociada a la obesidad y como 

estrategia clave en la prevención del HCC. 

En síntesis, el trabajo realizado en la presente tesis doctoral ha 

evidenciado que un exceso de adiposidad, vinculado a la manifestación 

de estrés oxidativo e inflamación, se asocia con la desregulación de 

genes implicados en las primeras fases de la carcinogénesis, en el 

hígado y en el tejido adiposo de animales obesos y reflejado en los 

leucocitos circulantes de sangre periférica de pacientes con obesidad. 

De manera relevante, se ha observado que la pérdida de peso inducida 
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en los estudios in vivo fue capaz de revertir el patrón de expresión de 

los genes implicados en el inicio del desarrollo tumoral, ya que la 

disminución en el peso corporal detectada tras las intervenciones fue 

concomitante a la reducción en la adiposidad, y se asoció a una mejora 

de la esteatosis hepática y de la protección antioxidante. Estos 

resultados fueron reforzados con los datos obtenidos en una línea 

celular de hepatocitos humana, que recreó la desregulación génica 

relacionada con la carcinogénesis en los tratamientos con secretoma de 

tejido adiposo y suero de pacientes con obesidad severa, los cuales 

fueron capaces de reproducir el fenotipo de esteatosis hepática definido 

en los ensayos de las células hepáticas tratadas con oleato de sodio. 

Además, el tratamiento con cuerpos cetónicos en las células esteatóticas 

tratadas con oleato fue capaz de revertir el patrón de expresión génica 

ligado a la carcinogénesis, concomitante a la reducción en el acúmulo 

de gotas lipídicas citoplasmáticas observada en las células tras el 

tratamiento con el butirato de sodio, cuyos resultados se asemejan a los 

obtenidos en los estudios in vivo tras la pérdida de peso. Nuestros 

hallazgos acerca de la asociación entre la adiposidad y la desregulación 

de los genes implicados en el inicio de la carcinogénesis indican que la 

expresión de los genes estudiados podría estar modulada por 

mecanismos epigenéticos, ya que el análisis de los perfiles de 

metilación del ADN de los genes diana estudiados en los leucocitos 

circulantes de pacientes con obesidad reveló cambios significativos en 

comparación a los perfiles observados en voluntarios sanos normopeso 

y tras la intervención nutricional de estos pacientes siguiendo una 

VLCKD.  

 





 

 

CONCLUSIONES 

 





Conclusiones 

223 

El presente trabajo de investigación ha permitido establecer las 

siguientes conclusiones: 

1. La obesidad por sí misma y su microambiente asociado, estrés 

oxidativo e inflamación, son capaces de inducir la expresión 

diferencial de genes comúnmente asociados con la fase inicial de la 

carcinogénesis en el hígado de ratas obesas. 

2. Las intervenciones para inducir pérdida de peso, que incluyen 

restricción calórica de la dieta y/o ejercicio físico, son capaces de 

revertir los parámetros relacionados con la disfunción hepática y la 

expresión de los genes relacionados con la carcinogénesis observado 

en ratas con obesidad.  

3. La expresión hepática de SIRT6 está asociada al estrés oxidativo 

inducido por el exceso de adiposidad de ratas obesas y está 

modulada por intervenciones para pérdida de peso. 

4. El oncogen SURVIVINA/BIRC5 está sobreexpresado en el VAT de 

animales obesos y en el SAT de animales expuestos a la obesidad 

durante más tiempo. Esta sobreexpresión está asociada con 

parámetros de adiposidad e inflamación y es revertida después de la 

pérdida de peso. 

5. Los leucocitos circulantes de pacientes con obesidad antes y después 

del seguimiento de una terapia nutricional para adelgazar reflejan la 

expresión de SURVIVINA/BIRC5 observada en los animales obesos 

y tras pérdida de peso. 

6. EL secretoma de tejido adiposo y el suero sanguíneo, obtenidos 

desde pacientes con obesidad severa, induce la expresión diferencial 

de genes relacionados con la esteatosis y la carcinogénesis hepática 

en células dHepaRG.  

7. El tratamiento con cuerpos cetónicos sobre las células dHepaRG con 

esteatosis revierte los patrones de expresión implicados en el inicio 

de la carcinogénesis hepática. 

8. Los niveles de metilación de los genes relacionados con la esteatosis 

y la carcinogénesis hepática están modulados en los leucocitos 

circulantes de pacientes con obesidad tras una VLCKD.  
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Por tanto, el exceso de adiposidad característico de la obesidad es capaz 

de desencadenar una respuesta procarcinogénica en el hígado antes de 

la manifestación de una masa tumoral, inducida por estrés oxidativo e 

inflamación, y regulada por mecanismos epigenéticos como la 

metilación del ADN. Así mismo, la pérdida de peso juega un papel 

clave para contrarrestar las características del fenotipo obeso y, por 

consiguiente, la promoción de la carcinogénesis, indicando que una 

reducción en el grado de adiposidad es fundamental para prevenir la 

progresión hacia el HCC relacionado con la NAFLD causada por la 

obesidad. 
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jeijgln_̂¬̀a_dl­dJH�§̈ _©â_̀̀l]bl̀ _̂cfd_clbiblbnln]t]c_g]¦̀a]bjib_]f̀]h_̀lj�ibct_jih]gld̀�bĉ]t_m«_ig̀]
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°,������������
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ePfgUQQ\̂X\b̂UQhUS[îjkYXXST̂UQRUT̂SYTl*
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