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RESUMEN 
Uno de los factores que influyen en el desarrollo de la obesidad es la alimentación 

inadecuada, la cual puede ser conformada por una dieta alta en grasa (principalmente 

ácidos grasos saturados, como el palmitato). Existen además otros factores 

ambientales que influyen en el desarrollo de la diabetes tipo 2 y probablemente en la 

obesidad, como el arsénico. Se ha reportado la exposición a altas concentraciones de 

arsénico inorgánico (>10 µg/l) en el agua de bebida en 14 países de América Latina, 

incluyendo México. Sin embargo, se desconoce el efecto del arsénico en combinación 

con el ácido palmítico, sobre el metabolismo lipídico del tejido adiposo, siendo este 

tipo de tejido el que participa en el almacenamiento de triglicéridos y en la liberación 

de energía en forma de ácidos grasos libres.  

En el presente proyecto se plantea conocer el efecto de la exposición a arsenito de 

sodio (1 μM) en combinación con el palmitato de sodio (200 μM), sobre la lipogénesis 

y la lipólisis en adipocitos 3T3-L1 a lo largo de su diferenciación celular (11 días desde 

el inicio de la diferenciación) o en adipocitos maduros (72 h de exposición). 

En los adipocitos expuestos a arsenito de sodio, disminuyó el contenido de 

triglicéridos, debido a una disminución en la expresión de genes relacionados con la 

adipogénesis y la lipogénesis. La lipólisis basal incrementó con los tratamientos de 

arsenito y palmitato de sodio, ocurriendo un efecto sinérgico cuando la exposición fue 

simultánea. El arsenito de sodio disminuyó la lipólisis estimulada por isoproterenol 

(agonista β-adrenérgico), y por forskolina (activador de la adenilato ciclasa), sin alterar 

la expresión del ARNm de la lipasa sensible a hormonas, únicamente en los adipocitos 

que se expusieron una vez maduros. El efecto del arsenito de sodio sobre la lipólisis 

estimulada fue modulado negativamente por la presencia del palmitato, llegando a los 

niveles de la condición control. El arsenito solo y en combinación con palmitato, 

disminuyeron la respuesta antilipolítica de la insulina en adipocitos expuestos (desde 

el inicio de la diferenciación celular) y estimulados con isoproterenol, más no con 

forskolina, sugiriendo que la respuesta está mediada por una interacción del arsenito 

con el receptor β-adrenérgico. 

El arsenito y el palmitato de sodio participan activamente sobre el estatus energético 

del adipocito, afectando la relación entre la lipogénesis y la lipólisis. 
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ABSTRACT 
A factor that influence the obesity development is inadequate nutrition, which can be 

compound by a high fat diet (mainly saturated fatty acids, such as palmitate). There are 

also other environmental factors that influence the development of type 2 diabetes and 

probably obesity, such as arsenic. Exposure to a high inorganic arsenic concentration 

(> 10 μg/l) in drinking water has been reported in 14 countries in Latin America, 

including Mexico. However, the effect of arsenic in combination with palmitic acid on 

the lipid metabolism of adipose tissue remains unknown, since this kind of tissue is 

being involved in the triglycerides storage and the energy release (free fatty acids form). 

 

The present work aim to know sodium arsenite (1 μM) effect in combination with sodium 

palmitate (200 μM) exposure, on lipogenesis and lipolysis in 3T3-L1 adipocytes 

throughout their cell differentiation (11 days from the start of differentiation) or in mature 

adipocytes (72 h of exposure). 

In adipocytes exposed to sodium arsenite, the lipid content decreased, due to a 

diminution in the adipogenesis and lipogenesis-genes-related expression. Basal 

lipolysis increased with sodium arsenite and palmitate treatments, a synergistic effect 

occurring when the exposure was simultaneous. 

 

Sodium arsenite decreased isoproterenol and forskolin-stimulated lipolysis (β-

adrenergic agonist and adenylate cyclase activator, respectively), without altering the 

expression of hormone-sensitive lipase mRNA, in adipocytes that were exposed once 

mature. Sodium arsenite effect on stimulated lipolysis was negatively modulated by the 

presence of palmitate, reaching the control levels.  

 

Arsenite alone and in combination with palmitate, decreased the antilipolytic response 

of insulin in exposed adipocytes (from the beginning of cell differentiation) and 

isoproterenol-stimulated, but forskolin-stimulated, suggesting that response is 

mediated by an arsenite -β-adrenergic receptor interaction. Arsenite and sodium 

palmitate actively participate in the energy status of the adipocyte, affecting the 

relationship between lipogenesis and lipolysis.  
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INTRODUCCIÓN  
 

El sobrepeso y la obesidad están definidos como un acúmulo de grasa anormal o 

excesivo que pueden afectar la salud, de 1980 a 2013, la población adulta con 

sobrepeso y obesidad (IMC >25 kg/m2) se ha incrementado del 29 % al 37.5 % (Ng, 

Fleming, Robinson, Thomson, & Graetz, 2014), siendo que al año 2016, a nivel mundial 

39 % de las personas mayores de 18 años padecían sobrepeso y 13 % algún grado 

de obesidad (OMS, 2018). Estas patologías tienen un origen multifactorial y existe 

evidencia que demuestra que aunado a la mala alimentación (dietas altas en grasas 

saturadas, principalmente ácido palmítico) y la falta de actividad física, existen factores 

ambientales determinantes, que pueden influir en el desarrollo de obesidad y/o 

diabetes, siendo uno de ellos el arsénico (Kuo, Moon, Thayer, & Navas-Acien, 2013; 

Lee & Kim, 2013; Maull et al., 2012; Thayer, Heindel, Bucher, & Gallo, 2012; You et 

al., 2011).  

La exposición a altas concentraciones de arsénico a través del agua de bebida, se ha 

reportado en 15 de los 20 países de América Latina, incluyendo varios estados de  

México (Baja California Norte, baja California Sur, Sonora, Chihuahua, Nuevo León, 

Zacatecas, Coahuila, San Luis Potosí, Hidalgo, Aguascalientes, Puebla, Michoacán, 

Jalisco, Guanajuato, Morelos, Guerrero, Oaxaca, Tabasco) (Bundschuh et al., 2012), 

siendo que al menos 140 millones de individuos en el mundo están expuestos a 

concentraciones mayores de 10 µg/L de arsénico (States, Barchowsky, Cartwright, 

Reichard, & Futscher, 2011). 

En el control metabólico del peso corporal, así como el metabolismo de lípidos e 

hidratos de carbono, participan varios órganos como son el tejido adiposo, el hígado, 

el páncreas, el músculo esquelético y más recientemente descritos, el intestino y el 

cerebro, órganos alterados durante los procesos de obesidad y diabetes. El tejido 

adiposo es de suma importancia ya que es el órgano que almacena la mayor fuente 

de energía en forma de triglicéridos (TG), por medio del proceso de lipogénesis, por lo 

tanto en el tejido adiposo se  lleva a cabo la mayor parte de la hidrolisis de los TG 
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(lipólisis), para ser utilizados en forma de energía (Galic, Oakhill, & Steinberg, 2010; 

Nielsen, Jessen, Jorgensen, Moller, & Lund, 2014).   

Debido a esto, en el presente proyecto se plantea conocer el efecto del arsénico, en 

combinación con ácido palmítico, sobre el proceso de la lipólisis y el acúmulo de grasa, 

con el fin de establecer los mecanismos moleculares de dichos eventos para ayudar a 

entender y profundizar sobre los efectos del arsénico combinado con el ácido palmítico 

en la etiología de la obesidad y la diabetes. 

La hipótesis del trabajo se basa en que el arsenito de sodio en conjunto con el palmitato 

de sodio en adipocitos expuestos desde el inicio de su diferenciación celular como en 

adipocitos maduros, aumenta el acúmulo de grasa y la lipólisis basal y disminuye la 

lipólisis estimulada y el efecto antilipolítico de la insulina. 
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OBJETIVO GENERAL 
 

Determinar el efecto del arsenito de sodio en conjunto con el palmitato de sodio sobre 

el acúmulo de grasa y la regulación de la lipólisis en adipocitos maduros y en adipocitos 

expuestos desde el inicio de su diferenciación celular. 

OBJETIVOS PARTICULARES 
 

A) Establecer las dosis de arsenito de sodio no citotóxicas y similares a las 

concentraciones equivalentes de exposición en humanos, así como la dosis no 

citotóxica de palmitato de sodio, en adipocitos expuestos desde la 

diferenciación celular, así como en adipocitos maduros. 

B) Cuantificar la grasa contenida en los adipocitos tratados con arsenito de sodio 

y en combinación con palmitato de sodio, expuestos desde su proceso de 

diferenciación y una vez como adipocitos maduros 

C) Evaluar si la exposición al arsenito de sodio en combinación con palmitato de 

sodio produce alteraciones en la lipólisis basal y en la lipólisis estimulada por 

análogos de catecolaminas y activadores de la adenilato ciclasa, en adipocitos 

maduros y tratados desde el proceso de diferenciación. 

D) Determinar si la exposición al arsenito de sodio en combinación con palmitato 

de sodio promueve alteraciones en la inhibición de la lipólisis estimulada, como 

respuesta a la insulina, en adipocitos maduros y tratados desde el inicio de la 

diferenciación. 

E) Evaluar la expresión de genes involucrados en la lipólisis y en la lipogénesis en 

los adipocitos tratados con arsenito de sodio y en combinación con palmitato de 

sodio, expuestos desde su proceso de diferenciación y una vez como adipocitos 

maduros.  
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ANTECEDENTES 
 

1. Sobrepeso y Obesidad  
 

El sobrepeso y la obesidad son patologías crónicas caracterizadas por un aumento de 

grasa corporal asociado a un mayor riesgo para la salud, cuya etiología es 

multifactorial y es determinada por factores genéticos, metabólicos, endocrinológicos 

y ambientales (Baudrand, Arteaga, & Moreno, 2010). El índice de masa corporal (IMC) 

es un indicador simple de la relación entre el peso y la talla que se utiliza 

frecuentemente para identificar el sobrepeso y la obesidad en los adultos (WHO, 

2017), donde un IMC mayor o igual a 25 indica sobrepeso y un IMC mayor o igual a 

30 obesidad. El sobrepeso y la obesidad están caracterizadas por un incremento en 

los depósitos energéticos en forma de grasa en los adipocitos, debido al incremento 

en la cantidad de energía consumida (Bray, 1999).    

Desde 1980 hasta 2014 la obesidad ha duplicado su cifra a nivel mundial, alcanzando 

el 13 % de la población global (WHO, 2016). Para la población mexicana en el año 

2016, se reportó que el 72.5 % de la población mayor a 20 años padece sobrepeso u 

obesidad, mientras que en los adolescentes (12 a 19 años) esta cifra es del 26.3% y 

en los niños en edad escolar (5 a 11 años de edad) es del 33.2% (ENSANUT, 2016).  

La obesidad tiene como consecuencias clínicas la resistencia a la insulina (Baudrand 

et al., 2010), la diabetes tipo 2 (DT2), entre otras, ya que a mayor IMC incrementa el 

riesgo de contraer estas enfermedades no transmisibles (OMS, 2016). La DT2 es la 

principal comorbilidad de la obesidad que aumenta la mortalidad de la población 

mexicana (Palloni, Beltrón-Sánchez, Novak, Pinto, & Wong, 2015). 

 

2.  Factores de riesgo para el desarrollo de obesidad 
 

Un factor de riesgo importante para el desarrollo de obesidad es el aumento en la 

ingesta de alimentos con alto contenido calórico, siendo en muchos casos una dieta 

elevada en grasa (Mina & Campbell, 2014). Sin embargo, actualmente también se 
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considera que ciertos contaminantes ambientales, a los cuales en muchos casos nos 

encontramos expuestos de forma involuntaria y desconocida, pueden afectar los 

mecanismos naturales de control de peso corporal y la homeostasis metabólica, 

jugando un papel importante en el desarrollo de la obesidad (Baillie-Hamilton, 2002).  

 

2.1 Factores nutricionales  
 

Una de las razones del actual problema de obesidad podría deberse a los cambios de 

hábitos alimenticios como la tendencia de consumir alimentos ricos en azucares y 

grasas (Belahsen, 2014). El consumo diario de alimento per cápita para la población 

mexicana en los últimos 40 años se ha incrementado considerablemente, ya que de 

consumir 2,500 kcal/día por persona ha aumentado hasta 3,200 kcal/día (FAO, 2013).  

 

2.1.1 Dieta alta en grasa 
 

Desde 1970 existe evidencia, que apunta hacía una asociación entre una alta ingesta 

de grasa y la obesidad, dónde se muestra que el incremento del consumo de grasas 

está asociado con un incremento en la prevalencia de obesidad en países 

desarrollados (Larson et al., 1996). El consumo total de energía y la distribución de los 

macronutrientes en la dieta cambiaron en los últimos 40 años, siendo que las kcal 

provenientes de la grasa aumentaron un 74.7% (FAO, 2013).  

 

2.1.2 Ácido palmítico 
 

Uno de los principales componentes de los alimentos clasificados con alto contenido 

de grasa saturada es el ácido palmítico (PAL) (Chen et al., 2017), un ácido graso 

saturado de 16 carbonos (16:0). El PAL es uno de los ácido grasos con mayor 

abundancia  en el suero humano, llegando hasta el 25% de la concentración en suero 

de personas delgadas e incrementando hasta el 40% en personas con obesidad 

(Newgard et al., 2013).  
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El PAL forma el 44% de la composición del aceite de palma (Sambanthamurthi, 

Sundram, & Tan, 2000). A nivel mundial, el aceite de palma es el mayormente 

producido (5.5x107 toneladas/año) (FAO, 2013), y su consumo global aumentó de 

1995 al año 2015 de 14.6 a 61.1 millones de toneladas, convirtiéndolo también en el 

aceite más consumido a nivel mundial (European palm oil Alliance, 2016). 

Algunos efectos del consumo de dietas altas en PAL (16.8% del total de la energía 

consumida) en individuos adultos después de 28 días, es la disminución de la 

oxidación de los lípidos, incrementando el riesgo de padecer obesidad (Kien, Bunn, & 

Ugrasbul, 2005). Adicionalmente se sabe que a nivel del sistema nervioso central, el 

PAL incrementa la ganancia de peso, y afecta la sensibilidad a la leptina (L. Cheng et 

al., 2015), una hormona secretada por el tejido adiposo que participa en la regulación 

de la ingesta de alimentos (Galic, Oakhill, & Steinberg, 2010).  

 

3.  Contaminantes ambientales como disruptores endocrinos químicos 
 

Los contaminantes ambientales han ganado interés recientemente como participantes 

en el desarrollo de la obesidad, además de los factores ya mencionados. La evidencia 

de que la exposición a químicos ambientales contribuye al desarrollo de dicha 

enfermedad o patologías relacionadas como la DT2 ha ido en aumento (Holtcamp, 

2012). Se ha relacionado el incremento de contaminantes ambientales a la par de la 

incidencia en los casos de obesidad sugiriendo que estas sustancias participan de 

forma directa en la ganancia de peso (Baillie-Hamilton, 2002). 

Los disruptores endócrinos químicos se definen, por la Agencia de Protección 

Ambiental (EPA, por sus siglas en inglés “Environmental Protection Agency”), como 

sustancias presentes en el ambiente, en los alimentos o en los productos en general 

que intervienen en la biosíntesis, secreción, transporte, metabolismo, acción o 

degradación de las hormonas y además afectan la homeostasis metabólica. Dentro de 

éstos disruptores endócrinos, los que promueven  adipogénesis y el desbalance 

energético se denominan obesógenos (Grün & Blumberg, 2006).  
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Los disruptores endócrinos químicos han sido clasificados según su uso u origen en 

farmacéuticos (e.g. dietilestilbestrol, estradiol), productos naturales (e.g. 

fitoestrógenos), fungicidas (e.g. zearalelona), pesticidas organoclorados (e.g. DDT, 

policlorados difenilos), plásticos y compuestos industriales (e.g. bisfenol A, ftalatos, 

dioxinas, furanos), miméticos androgénicos (e.g. vinclozolina), hidrocarburos 

aromáticos (e.g. fenantreno, benzopireno), metales (e.g. arsénico) (Scaglia et al., 

2009), y recientemente se han incluido otros factores como los dietéticos (e.g. fructosa, 

glutamato monosódico) (Holtcamp, 2012).  

Estudios in vivo han demostrado que los disruptores endócrinos químicos inducen una 

ganancia de peso y su efecto varía dependiendo del tiempo de exposición, así como 

la edad de los animales durante las cuales sean expuestos, siendo el tejido adiposo 

uno de los principales órganos afectados (Gore et al., 2015). A pesar de que la 

evidencia de los disruptores endocrinos es aún limitada sobre la participación en el 

desarrollo de la obesidad o la diabetes, resulta importante estudiar su impacto en la 

etiología de estas enfermedades y su potencial efecto obesogénico (Diamanti-

Kandarakis et al., 2009). Muchos de los estudios relacionados a los efectos de los 

disruptores endócrinos químicos reportan un incremento de peso como efecto 

colateral; sin embargo, estos estudios no se centran en la obesidad como objetivo 

principal (Gore et al., 2015). 

 

3.1 Arsénico 
 

La exposición al arsénico inorgánico (iAs) a través del agua de bebida es una 

problemática a nivel mundial, afectando entre 140 (States, Barchowsky, Cartwright, 

Reichard, & Futscher, 2011) y 300 millones de personas (Quansah et al., 2015).  

Además en  América Latina se ha reportado ésta exposición en 14 de los 20 países, 

incluyendo a México (Bundschuh et al., 2012). Las principales especies de iAs 

presentes en el agua obtenida del subsuelo corresponden principalmente a arsenato 

(AsV) y el arsenito (AsIII) y sus concentraciones dependen del potencial de óxido-

reducción y pH del agua (Abernathy et al., 2003). La toxicidad del iAs depende de su 
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forma química, siendo la forma trivalente (iAsIII) más tóxica que la forma pentavalente 

(iAsV) (Ramirez, 2013). 

El metabolismo del arsénico juega un papel importante en sus efectos tóxicos. Muchos 

mamíferos tienen la capacidad de metilar el iAs. El iAs se metaboliza por procesos 

secuenciales que involucran la reducción de dos electrones del iAs pentavalente al 

trivalente, por la arseniato reductasa. Sin embargo, esta reducción también puede 

ocurrir de manera no enzimática en presencia de un grupo tiol como el glutatión. 

Posteriormente la enzima arsenito metiltransferasa metila al iAs trivalente, 

convirtiéndolo en ácido monometilarsónico (MMAV), lo cual es seguido de una segunda 

reducción, en este caso por la MMA reductasa o en presencia de glutatión para formar 

ácido monometilarsonoso (MMAIII). Finalmente, por medio de una segunda metilación 

llevada a cabo por la MMA metil transferasa, el MMAIII se transforma en ácido 

dimetilarsínico (DMAV), el cual a su vez se puede reducir por la DMA reductasa o en 

presencia de glutatión a ácido dimetilarsinoso (DMAIII). Las metilaciones enzimáticas 

del arsénico son llevadas a cabo en presencia de S-adenosilmetiotina (SAM) como 

grupo donador (Goering, et al., 1999). 

En poblaciones expuestas a altas concentraciones de arsénico a través del agua de 

bebida se ha observado una relación con el desarrollo y/o incidencia de diversas 

patologías como algunas enfermedades broncopulmonares, cardiovasculares, 

neuropatías (States et al., 2011), cáncer (Rossman, 2003) y DT2 (Kile & Christiani, 

2008; Maull et al., 2012). Para el caso de México, en donde se realizó un estudio en 

una población expuesta a un gradiente de arsénico (20–400 µg/L) en el agua de 

bebida, se observó que en los sujetos que se encontraron mayores concentraciones 

de arsénico en la orina, tuvieron un mayor riesgo (una  razón de momios de 2.84) de 

tener DT2 (Coronado-González, Del Razo, García-Vargas, Sanmiguel-Salazar, & 

Escobedo-de la Peña, 2007).  

El arsénico hoy en día se considera un factor de riesgo para DT2 (OMS, 2017) en base 

a diversos estudios epidemiológicos (Kuo et al., 2013; Maull et al., 2012; Wang et al., 

2014), estudios experimentales del laboratorio dónde se realizó éste estudio (Diaz-

Villasenor et al., 2008; Diaz-Villasenor et al., 2013; Diaz-Villasenor et al., 2006) y de 
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otros grupos de investigación (Padmaja Divya et al., 2015; Paul et al., 2007; Walton et 

al., 2004; Xue et al., 2011). En años previos, se aportó evidencia que la exposición 

crónica a dicho metaloide, disminuye la secreción de insulina estimulada por glucosa 

en las células beta del páncreas de rata (Diaz-Villasenor et al., 2008; Diaz-Villasenor 

et al., 2013; Diaz-Villasenor et al., 2006). Adicionalmente, se sabe que el arsénico 

también genera daño oxidativo en el páncreas (Izquierdo- Vega et al., 2006) y 

disminuye la captura de glucosa estimulada por insulina en adipocitos de roedor (Paul 

et al., 2007). Además, se ha encontrado mayor concentración de arsénico en el cabello 

de personas con síndrome metabólico que en personas sanas (Choi et al., 2014). 

A pesar de que el arsénico no ha sido catalogado como un obesógeno, se ha 

observado de manera indirecta en una población en Taiwan, que las personas que 

estuvieron expuestas a un mayor tiempo al arsénico (exposición crónica acumulativa) 

presentaron mayor incidencia de sobrepeso y obesidad (IMC ≥ 25)  (Tseng et al., 

2000). 

Dadas estas evidencias en conjunto, resulta de gran interés estudiar el posible papel 

del arsénico como obesógeno.   

 

4.  Tejido adiposo blanco 
 

El tejido adiposo (TA) es un tejido especializado en el acúmulo de grasa, involucrado 

en la homeostasis energética de todo el organismo (Birsoy, Festuccia, & Laplante, 

2013). Se divide principalmente en tres tipos: TA blanco, TA pardo y recientemente 

descrito el TA beige (Choe, Huh, Hwang, Kim, & Kim, 2016). El TA pardo funciona 

como fuente termogénica como respuesta adaptativa a bajas temperaturas, 

incrementando el gasto energético por la disipación de energía química en forma de 

calor (Cohen & Spiegelman, 2015). El TA blanco funciona como la principal reserva 

energética en forma de triglicéridos (TAG), que en respuesta a la demanda energética, 

lleva a cabo un proceso denominado lipólisis, en dónde hidroliza estos TAG y los libera 

al torrente sanguíneo en forma de ácidos grasos no esterificados y glicerol, para ser 
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utilizados por otros órganos como fuente energética (Duncan, Ahmadian, Jaworski, 

Sarkadi-Nagy, & Sul, 2007). 

Otra función del TA blanco es la secreción de hormonas, citocinas y las adipocinas, 

que regulan el balance energético tanto por la activación de señales de saciedad, como 

regulando la actividad metabólica de otros órganos (Chen et al., 2017). 

Cambios en el TA, como los que suceden durante el desarrollo de la obesidad, 

provocan alteraciones en la secreción de adipocinas, la expresión de hormonas, el 

acúmulo de grasa, así como la composición de las poblaciones de células del sistema 

inmunológico relacionadas al TA (Makki, Froguel, & Wolowczuk, 2013). También, la 

obesidad induce al remodelamiento del TA, como son cambios en el número y tamaño 

de los adipocitos, acompañado de muerte de los adipocitos, hipoxia local y alteraciones 

en los flujos de ácidos grasos (Chen et al., 2017). 

 

4.1 Lipogénesis: acúmulo de grasa 
 

El almacenamiento de lípidos es un proceso evolutivo altamente conservado que 

existe en todos los organismos y este acúmulo se restringe a un tipo específico de 

células especializadas (adipocitos). Solamente en los vertebrados existe un tejido 

especializado para el acúmulo de grasa (tejido adiposo) (Birsoy et al., 2013). En un 

estado de ingesta calórica excesiva, la grasa se acumula principalmente en forma de 

TAG como reserva energética que pueda utilizarse posteriormente (Saponaro, 

Gaggini, Carli, & Gastaldelli, 2015). Esta capacidad de acumular lípidos evolucionó 

como una ventaja de supervivencia en hábitats pobres en nutrientes (Wältermann, 

Steinbüchel, Wa, & Steinbu, 2005). 

Se denomina lipogénesis a la síntesis de TAG tanto de novo (a partir de precursores 

como la glucosa o aminoácidos como la glutamina (Collins et al., 2011)) o a la 

esterificación de los ácidos grasos obtenidos de la dieta. La síntesis de TAG puede ser 

a partir de la transformación del ácido cítrico a acetil-CoA por la ATP-citrato liasa, y 

subsecuentemente en malonil-CoA por la acetil-CoA carboxilasa (ACC) (Saponaro et 

al., 2015). Los ácidos grasos no esterificados se activan en acil-CoA, por medio de la 
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acil-CoA sintetasa, posteriormente se forma un complejo con Glicerol-3-fosfato, por 

medio de una acilación realizada por la glicerol-3-fosfato aciltransferasa, resultando en 

la formación del ácido fosfatídico, seguido de una defosforilación por una 

fosfohidrolasa, lo que forma finalmente el diacilglicérido. La diacilglicerol 

aciltransferasa cataliza la conversión de diglicéridos en TAG.  

 

4.2 Lipólisis 
 

Una de las principales funciones del TA blanco es la lipólisis, la cual se define como el 

catabolismo de los TAG almacenados en los adipocitos, por medio del proceso de 

hidrólisis, transformándolos en tres moléculas de ácidos grasos libres y una molécula 

de glicerol durante periodos de demanda energética (Young & Zechner, 2013). Este 

catabolismo es regulado principalmente por tres enzimas: la lipasa de triglicéridos 

(ATGL), la cual cataliza la primera reacción, convirtiendo los TAG en diglicéridos, 

siendo esta reacción un paso limitante para las subsecuentes reacciones.  

La lipólisis basal se regula principalmente por la ATGL y la lipasa sensible a hormonas 

(HSL) es la responsable principal de la hidrólisis de diglicéridos en monoglicéridos 

(MAG) en la lipólisis estimulada (activada canónicamente por un estímulo 

catecolaminérgico (Frühbeck, Méndez-Giménez, Fernández-Formoso, Fernández, & 

Rodríguez, 2014)). Finalmente, la lipasa de monoglicéridos (MGL) es la encargada de 

hidrolizar el último ácido graso y el glicerol (Schweiger et al., 2006; Zechner et al., 

2012). En el tejido adiposo la ATGL y la HSL son las responsables de más del 95% de 

la hidrólisis de TAG (Schweiger et al., 2006). 

Los mecanismos más importantes en la regulación de la lipólisis incluyen la activación 

de ATGL (por su coactivador CGI-58), ante un estímulo lipolítico (Lass et al., 2006; 

Oberer, Boeszoermenyi, Nagy, & Zechner, 2011) y la fosforilación de dos proteínas: la 

HSL y la perilipina-1 (PLN). La PLN es una proteína asociada a la superficie de la gota 

lipídica, que regula la lipólisis por la unión de CGI-58, evitando su interacción con 

ATGL, además de bloquear el acceso de la HSL a la gota lipídica (Hashimoto, Segawa, 

Okuno, Kano, & Hamaguchi, 2010).  
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Las fosforilaciones de HSL y PLN,  son mediadas por la proteína cinasa A (PKA) 

(Schweiger, Eichmann, Taschler, & Zimmermann, 2014). Durante la lipólisis basal (fig. 

1a), la cual ocurre de manera continua y en bajo grado a lo largo del día, CGI-58 se 

encuentra unido a la PLN, de esta forma no puede coactivar a la ATGL, siendo esta 

enzima la que hidroliza los TAG y diglicéridos con una tasa de actividad baja. Por el 

contrario, posterior a un estímulo hormonal (e.g adrenérgico, fig. 1b), la HSL que se 

encuentra en el citosol, así como la PLN, son fosforiladas por la PKA, lo que permite 

que la HSL sea translocada a la superficie de la gota lipídica (Brasaemle, Levin, Adler-

Wailes, & Londos, 2000), mediante la formación de un complejo con la proteína de 

unión a ácidos grasos (FABP4) (Frühbeck, Méndez-Giménez, Fernández-Formoso, 

Fernández, & Rodríguez, 2014), acción que se requiere para incrementar la tasa 

lipolítica (Clifford, Londos, Kraemer, Vernon, & Yeaman, 2000). Esta fosforilación de 

PLN por la PKA permite la liberación de CGI-58, lo que la dispone para unirse y activar 

a la ATGL, incrementando su actividad (Granneman et al., 2007). 

Finalmente, la  FABP4 también participa acarreando a los ácidos grasos hacía las 

gotas lipídicas para su almacenamiento, así como hacía las mitocondrias y 

peroxisomas para su oxidación, o bien hacia la membrana celular para su transporte 

extracelular (Gan, Liu, Cao, Zhang, & Sun, 2015). 

 

 4.3 Inhibición de lipólisis por insulina 
 

Una de las principales funciones de la insulina es inhibir la lipólisis en los adipocitos 

(Chakrabarti et al., 2013). Posterior a la ingesta de alimento, la insulina suprime la 

lipólisis a través de la activación de Akt, lo que resulta en la inhibición de la PKA (Choi 

et al., 2010), por la degradación de su segundo mensajero cAMP por la fosfodiesterasa 

3B (PDE3B) (DiPilato et al., 2015; Duncan et al., 2007). 

Una alta tasa de lipólisis contribuye a una alta concentración de ácidos grasos libres 

en circulación, lo cual resulta en que sean depositados en otros órganos generando 

lipotoxicidad y resistencia a la insulina, características en la DT2 y obesidad (Frayn, 

2002). Esta resistencia a la insulina, a su vez, altera la capacidad de la insulina de 
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inhibir la lipólisis en el adipocito, deteriorando aún más la acción de la insulina (Choi et 

al., 2010). 

 

 

Figura.1. Esquema representativo de la lipólisis basal (a) y estimulada (b). AG, Ácidos 
grasos; AC, adenilato ciclasa; ATGL, lipasa de triglicéridos; cAMP, AMP cíclico; CGI-
58, gen comparativo de identificación-58; TAG, triglicéridos; DG, diglicéridos; FABP4, 

DG 

DG 
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Proteína de unión a ácidos grasos 4; Gs, Proteína G estimuladora; HSL, lipasa sensible 
a la hormona; MAG, monolicérido; MGL, lipasa de monoglicéridos; P, fosfato; PKA, 
Proteína cinasa A. Modificado de Frühbeck et al., 2014. 

 

4.4 Regulación transcripcional de genes del metabolismo de 
lípidos en el adipocito 

 

Como se ha mencionado, el metabolismo del adipocito es regulado por diversos 

factores, como enzimas, proteínas, receptores nucleares, etc., en donde su expresión 

juega un papel importante en esta regulación metabólica. Dentro de los  más 

relevantes que se regulan transcripcionalmente se encuentra: 1) Receptor  gama 

activado por proliferadores de peroxisomas (PPARγ, por sus siglas en inglés), el cual 

es uno de los factores transcripcionales principales en la regulación de la adipogénesis 

y el acúmulo de grasa (Janesick & Blumberg, 2012), 2) AcetilCoA Carboxilasa (ACC) 

promoviendo la síntesis de novo de los lípidos (Zang et al., 2005), 3) Proteína de unión 

al elemento de respuesta  los esteroles (SREBP-1c), un factor de transcripción 

relacionado con la biosíntesis de ácidos grasos (Adebayo et al., 2016), 4) Diacilglicerol 

aciltransferasa (DGAT2), enzima que cataliza el paso final en la síntesis de triglicéridos 

(esterificación) en los mamíferos (Suzuki et al., 2005) y 5) Fosfoenolpiruvato 

carboxicinasa (PEPCK), enzima que cataliza la conversión de oxalacetato a 

fosfoenolpiruvato, siendo el paso limitante en la síntesis de glicerol (Tontonoz, Hu, 

Devine, Beale, & Spiegelman, 1995). 

Por otra parte, algunas de las proteínas que intervienen en la lipólisis también se 

pueden regular a nivel transcripcional como son las lipasas ATGL y HSL (Langin et al., 

2005), el coactivador CGI-58 y la proteína de unión a ácidos grasos FABP4 (Jaworski, 

Sarkadi-Nagy, Duncan, Ahmadian, & Sul, 2007). 

 

5. Interacción entre dieta alta en grasa, arsénico y el metabolismo del 
adipocito 

 

En la actualidad, no hay estudios en la literatura que exploren la interacción entre la 

dieta alta en grasa (DAG) y el arsénico sobre el metabolismo del adipocito, teniendo 
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como enfoque principal que pudieran llegar a interactuar como factores que desarrollen 

obesidad en los individuos expuestos a estos componentes. 

 

5.1 Arsénico y tejido adiposo 
 

Uno de los tejidos afectados por el arsénico es el tejido adiposo, influyendo en el 

proceso de crecimiento y diferenciación celular, síntesis y secreción de adipocinas, y 

en el metabolismo de lípidos y glucosa (Ceja-Galicia et al., 2017), sin embargo, los 

estudios realizados son muy aislados y en prácticamente en ninguno de ellos el 

objetivo es determinar su papel obesogénico.  

En ratones expuestos durante cinco semanas a una dosis de 100 µg/L de asénico, se 

observó que se incrementa el tamaño de los adipocitos de estos ratones. 

Adicionalmente, en adipocitos diferenciados de células mesenquimales humanas, 

tratados con una dosis de 1 μM de AsIII durante 24 - 72 horas, se observó un 

incremento en la lipólisis basal (Garciafigueroa, Klei, Ambrosio, & Barchowsky, 2013). 

Además, se ha visto que el arsénico puede alterar los mecanismos del proceso de 

adipogénesis, durante el cual las células preadipocitas (como los fibroblastos) se 

diferencian en adipocitos comenzando el almacenamiento de lípidos. Factores de 

transcripción como PPARγ (Lowe, O’Rahilly, & Rochford, 2011; Symonds, 2012) son 

los reguladores de este proceso, siendo estos mecanismos alterados en presencia de 

niveles no citotóxicos de diferentes especies de arsénico ( ≤5 µM de arsenito,  ≤20 µM 

de arsenato o ≤1 µM del metabolito MMAIII) lo que reduce la adipogénesis. El efecto 

antiadipogénico se da a través de la respuesta del estrés de retículo endoplásmico, 

disminuyendo la actividad transcripcional de PPARγ, habiendo una exposición en las 

primeras 48 h de inducción de la diferenciación celular (Hou et al., 2013) 

Otro efecto del arsénico es una disminución de la captación de glucosa inducida por 

insulina, la cual se observa en ratones silvestres C57BL/6 expuestos durante 8 

semanas a arsénico (25 μM y 50 μM) en el agua de bebida (Paul et al., 2007). Este 

hallazgo es relevante, indica la presencia de resistencia a la insulina e incrementa el 

riesgo de desarrollar DT2 (Abel et al., 2001). 
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5.2. Dieta alta en grasa y tejido adiposo  
 

El tipo de ácido graso contenido en la dieta, así como la cantidad de grasa que la 

compone, tienen la capacidad de modular diversos aspectos del metabolismo del tejido 

adiposo. En particular, la morfología y tamaño de los adipocitos, la composición de los 

ácidos grasos esterificados dentro de los adipocitos y los liberados al suero, la 

expresión de genes y proteínas involucradas en el metabolismo de lípidos y 

carbohidratos, la síntesis y secreción de adipocinas, así como la regulación de la 

lipólisis y la re-esterificación de los ácidos grasos (Díaz-Villaseñor et al., 2013; 

Olivares-García et al., 2015; Tovar et al., 2011). Adicionalmente, el tipo de grasa 

dietaría modula el efecto sobre el aumento en el reciclaje del receptor a glucagón en 

el tejido adiposo (Velázquez-Villegas et al., 2017), lo que pudiera tener un efecto sobre 

la lipólisis estimulada en el adipocito. 

 

5.3 Interacción entre arsénico y dieta alta en grasa (DAG) 
 

Existe cada vez más evidencia que apunta a que la dieta funciona también como un 

modulador, ya sea, positivo o negativo, de los efectos de los contaminantes 

ambientales (Hennig et al., 2012).  

Como se ha mencionado, no se ha caracterizado al arsénico como obesógeno, sin 

embargo, estudios como los de Paul et al. (2011) intentan descifrar el papel de éste en 

el desarrollo de la obesidad y DT2, sumado a otro de los factores más importantes 

como lo es la DAG. Se observó en ratones alimentados con una DAG durante 20 

semanas, que los niveles de glucosa en ayuno eran mayores, además de que eran 

más resistentes a la insulina que los ratones tratados con una dieta baja en grasa. 

Además, cuando a los animales con DAG se trataron con iAs en el agua de bebida (25 

y 50 ppm) incrementaron su intolerancia a la glucosa de manera dosis dependiente, 

proponiendo que el iAs actúa sinérgicamente con la DAG (Paul et al., 2011). 

Además, existe evidencia en roedores que el arsénico en el agua de bebida (25 y 50 

ppm) durante 20 semanas, es sinérgico en presencia de una dieta alta en grasa 
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reduciendo los niveles séricos de las hormonas tiroideas T3 y T4 (Ahangarpour & 

Alboghobeish, 2017), induciendo estrés oxidante en el pulmón (Hemmati, 

Alboghobeish, & Ahangarpour, 2018), así como cardiotoxicidad (Ahangarpour et al., 

2018).  
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DISEÑO EXPERIMENTAL Y METODOLOGÍA 
1. Cultivos celulares 

 

La línea celular de fibroblastos de ratón, 3T3-L1, se siembra en placas de cultivo de 

24 pozos (área por pozo 1.9 cm2), a una densidad de 25x103 células por pozo y se 

mantienen en cultivo a 37 °C, 5% CO2 con medio de Dulbecco's Modified Eagle's 

(DMEM) alto en glucosa (25 mM) (Gibco, cat. 12800017), piruvato de sodio (1 mM), 

bicarbonato de sodio (44.04 mM) (Sigma, cat. S5761), 1 % de antibiótico/antimicótico 

(BioWest, cat. L0010-100) y enriquecido con 10 % de suero de ternera recién nacida 

(STRN,BioWest, cat. S0750-500 ML)  durante 48 horas hasta su confluencia y durante 

48 horas extras para la inducción del arresto celular. Posteriormente, se induce la 

diferenciación celular (Día 0) con medio de diferenciación, el cual se compone de 

medio Dulbecco's Modified Eagle's (DMEM) alto en glucosa (25 mM), piruvato de sodio 

(1 mM), bicarbonato de sodio (44.04 mM) 1 % de antibiótico/antimicótico y enriquecido 

con 10 % de suero fetal bovino (SFB, BYproductos, Guadalajara, México) más el 

suplemento hormonal de 0.25 µM de dexametasona (Sigma, cat. D4902), 0.5 mM de 

3-Isobutil-1-Metilxantina (IBMX, Sigma, cat I5879) y 1 µM de insulina glargina Lantus 

(Sanofi, México) durante 72 hrs (hasta el día 3). En el día 3 y hasta el día 11 se realiza 

cambio del mismo medio de diferenciación (sin suplemento hormonal) cada 48 horas 
(figura 2). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Estrategia de diferenciación celular y tratamientos. 
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2. Tratamientos 
 

2.1 Arsenito de sodio 
 

Para poder evaluar el efecto de la exposición al arsénico en el tejido adiposo se utilizó 

una preparación de arsenito de sodio. A partir de una solución stock de arsenito de 

sodio 1 M (Sigma, cat. 7784-46-5) preparada en condiciones estériles en 1 mL de agua 

destilada desionizada estéril (H2Odd) y filtrada con malla de PVDF de 0.22 micras, se 

prepara un segundo stock con una concentración 10 mM, diluyendo 10 µL de la 

solución 1 M en 990 µL de H2Odd. A partir de esta solución 10 mM, se preparan las 

soluciones de trabajo en concentraciones de 100, 200, 400, 1000 y 2000 µM, para que 

al volumen final de los pozos de las placas de cultivo celular (2 mL) se añadan 10 µL 

de estas soluciones de trabajo por pozo, quedando su concentración final de 0.5, 1, 2, 

5 y 10 µM, respectivamente. Las soluciones preparadas se almacenan en tubos 

cónicos para microcentrifuga de color ambar a -20°C. Al grupo control se le trata 

solamente con H2Odd como control del vehículo. 

 

2.2 Palmitato de sodio 
 

Para probar el efecto del ácido graso saturado palmítico en el adipocito, como 

componente principal de las dietas altas en grasa, se utilizó una solución stock 100 

mM de palmitato de sodio (Sigma, cat. P9767) en condiciones estériles, diluyendo 

0.0556 g de palmitato de sodio en 2 mL de H2Odd y calentando a 65°C para que se 

disuelva. Se mantiene esta temperatura para preparar las soluciones de trabajo en 

concentraciones de 10, 20, 30, 40 y 80 mM, para que las concentraciones finales en 

las placas de cultivo sean de 50, 100, 150, 200 y 400 µM, respectivamente. Las 

soluciones preparadas se almacenan en tubos cónicos para microcentrífuga de color 

ámbar a -20°C. Al momento de dar el tratamiento en las placas de cultivo, la solución 

se calienta a 60°C para que el palmitato se diluya de forma correcta en el medio de 

cultivo. Al grupo control se le trata solamente con H2Odd a 60°C como control del 
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vehículo. 

2.3 Pioglitazona 
 

Para el control positivo de acúmulo de grasa, basados en Kletzien, 1991 (Kletzien, 

Clarke, & Ulrich, 1991), se prepara una solución stock de pioglitazona a 25.45 mM 

(agonista selectivo del receptor nuclear PPARγ, Sigma, cat. E6910) disolviendo el 

contenido del frasco (0.01 g) en 1 mL de Dimetíl sulfoxido (DMSO) estéril. De este 

stock se diluyen 392 µL para un volumen final de 1 mL en DMSO, para obtener la 

solución de trabajo 10 mM de la solución de trabajo 10 mM se añaden 2.5 µL por cada 

mL de medio, para una concentración final en las placas de cultivo de 25 µM. Las 

soluciones de trabajo preparadas se almacenan en tubos cónicos para microcentrífuga 

de color ámbar a -20°C. Se utiliza DMSO estéril como control de vehículo. 

 

2.4 Compuesto C (Dorsomorfina) 
 

Como control negativo de acúmulo de grasa se utiliza un inhibidor selectivo y reversible 

de la cinasa de AMP, Compuesto C (Sigma, cat. P5499), para lo cual se prepara una 

solución stock 12.5 mM diluyendo el contenido del frasco (0.005 g) en 1 mL de DMSO 

estéril. Se calienta a 55°C hasta disolverse completamente y se deja enfriar. Se 

prepara la solución de trabajo 3 mM, tomando 240 µL del stock 12.5 mM más 760 µL 

de DMSO estéril. La concentración final por pozo es de 10 μM y el tratamiento sólo se 

da durante la diferenciación celular. Se utiliza DMSO estéril como control de vehículo. 

 

2.5 Isoproterenol 
 

Para activar la lipólisis de las células en cultivo, se utiliza un agonista no selectivo de 

los receptores β-adrenérgicos, isoproterenol (Sigma, cat. CDS021593). Se prepara 

una solución stock 1 M, disolviendo 0.2 g de isoproterenol en 807 µL de DMSO estéril. 

Se preparan soluciones stock de la siguiente manera: 
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Para preparar la solución stock 2 mM se toman 10 µL del Stock 1 M y se diluyen en 

4.99 mL de DMSO estéril. 

Para preparar la solución stock 1 mM se toman 2.5 mL de la solución de trabajo 2 mM 

y se diluyen en 2.5 mL de DMSO estéril. 

Para preparar la solución de trabajo 0.2 mM se toma 1 mL de la solución de trabajo 1 

mM y se diluye en 4 mL de DMSO estéril. 

Las concentraciones finales por cada ml de medio son: 1 µM en el ensayo de activación 

de la lipólisis, y en el caso del ensayo de inhibición de la lipolisis se utiliza una dosis 

de 1 nM. 

 

2.6 Forskolina 
 

Como activador de la lipólisis de las células en cultivo, se utiliza un activador de la 

adenilato ciclasa, forskolina (Sigma, cat. F6886), preparando una solución stock 100 

mM, diluyendo el contenido del frasco (0.025 g) en 610 µL de DMSO estéril. Se 

preparan soluciones stock de la siguiente manera:  

Para preparar la solución de stock 4 mM se toman 200 µL del stock 100 mM y se 

diluyen en 4.8 mL de DMSO estéril. 

Para preparar la solución stock 2 mM se toman 2.5 mL de la solución de trabajo 4 mM 

y se diluyen en 2.5 mL de DMSO estéril. 

Para preparar la solución de trabajo 1 mM se toma 1 mL de la solución de trabajo 1 

mM y se diluye en 4 mL de DMSO estéril. 

Las concentraciones finales por pozo por cada mL de medio son: 5 µM en el ensayo 

de activación de la lipólisis, y en el caso del ensayo de inhibición de la lipolisis se utiliza 

una dosis de 0.35 µM. 
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2.7 Insulina  
 

Para la inhibición de la lipólisis estimulada se utiliza insulina (Sigma, cat. I0516), Se 

prepara un stock 20 µM, diluyendo 11.5 µL del frasco original (1.74 µM) en 988.5 µL 

de buffer KRP (Krebs Ringer Buffer) (NaCl 136 mM, NaPO4 (pH 7.4) 10 mM, MgSO4 

0.9 mM, CaCl2 0.9 mM). Se prepara la solución de trabajo 5 µM, diluyendo 250 µL del 

stock 20 µM en 750 µL de buffer KRP. La concentración final por pozo por cada mL de 

medio para el ensayo es de 50 nM. 

 

2.8 H89 
 

Como control positivo de la inhibición de la lipólisis estimulada, se utiliza un inhibidor 

potente y selectivo de AMPK, H89 (Sigma, cat. B1427). Se prepara una solución stock 

9.6 mM, diluyendo el contenido del frasco (0.005 g) en 1 mL de H2Odd. La solución de 

trabajo 2 mM se prepara diluyendo 208 µL del Stock 9.6 mM en 792 µL de H2Odd 

estéril. La concentración final por pozo por cada mL de medio para el ensayo es de 10 

µM. 

3. Sobrevida celular por tinción de ADN 
 

Para evaluar el porcentaje de sobrevida celular directamente en los pozos al término 

del tratamiento, las células se fijan con paraformaldehído al 3.7 %. En el día 11 del 

experimento se remueve el medio con vacío y se enjuagan las células tres veces con 

PBS. Se añade la solución de paraformaldehído al 3.7 % y se incuba durante 5 minutos 

a temperatura ambiente. Se retira esta solución y se agrega paraformaldehído al 3.7 

% fresco y se incuba por al menos una hora y hasta la tinción. 

Una vez fijadas las células se retira el paraformaldehído al 3.7 % y se lavan las células 

con PBS, tres veces, durante 5 minutos cada vez. Posteriormente, se permeabilizan 

las células con PBS-Tritón al 0.1 % durante 5 minutos. Enseguida, se retira el PBS-

Tritón con vacío y se lavan las células nuevamente con PBS, tres veces, durante 5 

minutos cada vez. 
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Para la tinción de ADN, se añade diclorhidrato de 4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI 1 

µg/mL) (Sigma, cat. D9542) y se incuba durante 5 minutos en oscuridad y a 

temperatura ambiente (TA). Se retira el DAPI con vacío y se enjuaga tres veces con 

PBS. Para realizar la lectura en fluorómetro de placas Fluoroskan Ascent (Thermo 

Electron Corporation, Vantaa Finland), las células se mantienen hidratadas con PBS. 

Se cuantifica la fluorescencia generada utilizando filtros de 360 nm (excitación) y 460 

nm (emisión). Para el análisis, se toman las unidades relativas de fluorescencia de la 

condición control como el 100% de sobrevida celular. 

 

4. Cuantificación de lípidos intracelulares por Rojo-O-Oleoso (ORO) 
 

Para la tinción con ORO se utiliza una solución stock de ORO (8.565 mM, Sigma, cat. 

O0625) en isopropanol al 100 % la cual se diluye, utilizando por cada 1.5 mL de Stock 

ORO, 1 mL de H2Odd. Se mezclan y se incuban por 20 minutos a temperatura 

ambiente (TA). Posteriormente, esta solución se filtra con una membrana de acetato 

de celulosa con una apertura de malla de 0.22 µm. 

Las células en los pozos de las placas celulares se fijan con paraformaldehído al 3.7 

% en el día 11 del experimento, removiendo el medio con vacío y enjuagando las 

células tres veces con PBS, se añade la solución de paraformaldehído al 3.7 % y se 

incuba durante 5 minutos a temperatura ambiente. Se retira esta solución y se agrega 

paraformaldehído al 3.7 % fresco y se incuba por al menos una hora y hasta la tinción. 

Una vez fijadas las células, se retira la solución de paraformaldehído al 3.7 %, y se 

lavan los pozos con isopropanol al 60%. Se deja secar completamente el alcohol, se 

agregan 500 µL de la solución de tinción de ORO, y se incuba por 30 minutos a TA. 

Posteriormente, se remueve la solución de ORO y las células se lavan inmediatamente 

cuatro veces con agua desionizada. Posteriormente, se retira toda el agua con vacío 

y se deja secar. 

Para la determinación cuantitativa de grasa acumulada por medio de la tinción con 

ORO, a las células ya teñidas y secas se les trata con isopropanol al 100% por 20 
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minutos a TA en agitación constante, hasta que se eluye completamente el colorante. 

Se toma una alícuota de este eluido (100 µL) y se determina su absorbancia en placas 

de 96 pozos utilizando espectrofotómetro de placa a una densidad óptica (DO) de 520 

nm, utilizando como blanco isopropanol al 100%. Los datos se expresen relativos a la 

condición control del experimento. 

5.  Ensayo de lipólisis 
 

5.1 Lipólisis basal 
 

Una vez diferenciados los adipocitos 3T3-L1, se cambia el medio celular en el día 10 

de diferenciación por DMEM alto en glucosa (25 mM) libre de suero, adicionado con 

piruvato de sodio (1 mM), bicarbonato de sodio (44.04 mM) (Gibco, NY, U.S.A), y con 

2% de albúmina libre de ácidos grasos, durante 24 horas. Al finalizar se toma una 

alícuota del medio (manteniéndolo en frío) y se almacena en ultracongelador hasta la 

determinación de la cantidad de glicerol liberado al medio (véase punto 7). La 

concentración de glicerol para cada muestra se normaliza con respecto a la condición 

control de cada experimento, tomando este como el 100%.  

 

5.2 Lipólisis estimulada 
 

Los experimentos se realizaron una vez diferenciadas las células, en el día 11. Las 

células se lavan tres veces con PBS y para inducir un estado de metabolismo basal 

con una concentración de glucosa equivalente a la del ayuno,  las células se incuban 

durante dos horas con 1 mL de buffer KRH (NaCl 137 mM, KCl 3 mM, KH2PO4 2 mM, 

CaCl2 2 mM, MgSO4 1.2 mM, Hepes 25 mM y glucosa 5.5 mM), libre de suero, 

adicionado con 2% de albúmina libre de ácidos grasos (ROCHE, cat. 10 775 835 001). 

Posterior a este periodo, se realizan tres lavados más con buffer KRH. 

Para estimular la lipólisis las células se incuban con 1 µM (final) de isoproterenol o 5 

µM (final) (Sigma, cat. I6504) de forskolina (Sigma, F6886) en 1 mL de buffer KRH (5.5 

mM de glucosa) y 2% de albúmina libre de ácidos grasos, durante dos horas a 37 °C, 
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5% C02. L. Al transcurrir las dos horas, se toman alícuotas del medio, manteniendo las 

muestras en frío y almacenándolas en ultracongelador hasta la determinación de la 

cantidad de glicerol liberada al medio. 

La concentración de glicerol para cada muestra se normaliza con respecto a la 

condición control de cada experimento, tomando éste como el 100% (véase punto 7).  

6.  Inhibición de lipólisis por insulina 
 

Las células se lavan tres veces con PBS y para inducir el proceso de reseteo 

metabólico, las células se incuban durante 3 horas en buffer KRP (NaCl 136 mM, 

NaPO4 10 mM (pH 7.4), MgSO4 0.9 mM, CaCl2 0.9 mM), libre de suero, adicionado 

con 0.2 % de albúmina bovina facción V (Sigma, cat. A-9647). Al término, se realizan 

tres lavados más con buffer KRP. 

El experimento se realiza incubando a las células durante dos horas a 37 °C, 5% C02 

con 1 mL de buffer KRP con 4% de albúmina libre de ácidos grasos, con el estímulo 

lipolítico (1 nM de isoproterenol o 0.35 µM de forskolina) más la insulina como inhibidor 

(50 nM). Al término de las dos horas, se toman alícuotas del medio, manteniendo las 

muestras en frío almacenándolas en ultracongelador hasta la determinación de la 

cantidad de glicerol liberada al medio. 

La concentración de glicerol para cada muestra se normaliza con respecto a la 

condición control de cada experimento, tomando este como el 100% (véase punto 7).  

 

7. Cuantificación de glicerol liberado al medio 
 

La cantidad de glicerol liberado al medio en los diferentes ensayos lipolíticos (basal, 

estimulada e inhibida por insulina), se realiza mediante el ensayo enzimático 

colorimétrico con reactivo libre de glicerol (Sigma, F6428), reconstituido en 40 mL de 

H2Odd, a temperatura ambiente. Las reacciones se llevan a cabo en en placa de 96 

pozos (Costar, cat. 3590) y para el blanco se utilizan 200 µL de H2Odd. Para la 

medición de las muestras se utilizan 2.5 µL de medio más 200 µL del reactivo libre de 



37 
 

glicerol. Adicionalmente, para el cálculo también se evalúa 2.5 µL de la solución 

estándar (Sigma, cat. G7793; 25 mg/mL) o de H2Odd como blanco de referencia de la 

lectura basal ocasionado por las propias placas y el líquido (blc Ref), ambos con 200 

µL del reactivo libre de glicerol, siguiendo las recomendaciones del proveedor. La 

reacción se incuba durante 15 minutos a temperatura ambiente. La absorbancia se 

obtiene en espectrofotómetro de placa a 540 nm, marcando como blanco para el 

equipo el pozo con agua, y los demás pozos como muestra. Todas las condiciones 

(blancos, estándares y muestras) se realizaron por duplicado.  

A partir de la absorbancia obtenida se calcula la concentración de glicerol en el medio 

a través de la siguiente ecuación: 

Glicerol (mg/mL) =   (Abs muestra − Abs blc Ref)/(Abs ST − Abs blc Ref)   ∗ 0.25 

 

8.  Extracción y cuantificación de RNA total 
 

Para la extracción de ARN total se recolecta y se lisan las células con 500 µL de Trizol 

Reagent (Ambion cat. 15596018). Las muestras se incuban a temperatura ambiente 

por cinco minutos, se añade cloroformo y se agita manualmente. Las muestras se 

centrifugan a 12,000 g por 10 min a 4ºC. Se recupera la fase acuosa y se añade 

isopropanol al 100% para precipitar al ARN. Se incuban las muestras por 10 min y se 

centrifugan nuevamente a 12,000 g por 10 min a 4ºC para precipitar el ARN. Se elimina 

el isopropanol, se añade etanol al 75% (preparado con agua con dietíl pirocarbonato 

(DEPC)) y se centrifuga a 7,500 g por cinco minutos a 4ºC. Se elimina el etanol por 

decantación, se deja secar el precipitado y se resuspende en 20 µL de agua DEPC 

libre de RNAsas. La cuantificación del ARN total de cada muestra se realiza en 

NanoDrop (ThermoFisher) y las muestras se almacenan en ultracongelador hasta su 

utilización. 

  

9. RT-PCR en tiempo real 
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Para la síntesis de ADN complementario (ADNc), se realiza la reacción en cadena de 

la polimerasa (PCR) con transcriptasa reversa. Se toman 3 µg de ARN total, 

considerando y que la capacidad máxima de la enzima es de 5 µg por reacción 

(Invitrogen, kit cat. 28025-013), y se diluyen con agua-DEPC a un volumen final de 9 

µL en tubos para PCR. Se añaden 2 µL de Oligo dT (Invitrogen, cat. 18418-020) y 1 

µL de dNTP Mix (Promega, cat. U1515) y se incuban en el termociclador a 65ºC por 5 

min. Posteriormente, se adicionan 4 µL de 5X First-standar Buffer, 2 µL de DTT 0.1 M 

(Invitrogen, kit cat. 28025-013), 0.5 µL de inhibidor de ribonucleasas (Recombinant 

RNasin-Promega, cat. N2511) y 0.5 µL de agua. Las muestras se incuban en 

termociclador a 37ºC por 2 min. Posteriormente, se añade 1 µL de la enzima 

retrotranscriptasa M-MLV (Invitrogen, cat. 28025-013) y se incuba en termociclador a 

25ºC por 10 min, 37ºC por 50 min y por último a 70ºC por 10 min. Inmediatamente 

después, se dejan a 4ºC dentro del equipo o se ponen en hielo. 

Posteriormente, se evalúan los rangos dinámicos de las muestras para determinar la 

eficiencia de los oligos o Sondas Taqman y la concentración de cDNA adecuada para 

realizar el PCR-TR, mediante un pool de las muestras. Se obtiene un pool de muestras 

de cDNA a una concentración de 150 ng/µL y posteriormente se realizan diluciones 

seriadas 1:2 con agua desionizada, para obtener las siguientes concentraciones: 75, 

37.5, 18.75, 9.375, 4.6875, 2.34375 ng/µL. La reacción se lleva a cabo con 1.4 µL de 

cDNA teniendo 105, 52.5, 26.5, 13.25, 6.56, 3.28 ng totales en cada punto para el caso 

de los genes que se evaluaron con sonda Taqman, y de 112.5, 56.25, 28.12, 14.05, 

7.02 ng totales para los evaluados con SYBR Green (Applied Biosystems, cat. 

4472908). 

La cuantificación relativa del ARNm de HSL (cat. Mm00495359_m1), FABP4 (cat. 

Mm00445878_m1) y PPARγ (cat. Mm00440940_m1) y de los genes de expresión 

consitutiva ciclofilina (cat. Mm02342429) y HPRT (cat. Mm01545399), se realiza por 

PCR en tiempo real con el uso de sondas Taqman (Life Technologies®).  

Se diseñaron los oligos para cuantificar con SYBR green ATGL (Forward (F) 

GAGGAATGGCCTACTGAACCAA, Reverse (R) AGGCTGCAATTGATCCTCCTC); 

ACC (F: AGAGCCAGGTTAGGGGGAAT, R: CCGGCCTGCTGGATTATCTT); PEPCK 
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(F:  GTTTGATGCCCAAGGCAACTT, R:  TGCCTTCCCAGTAAACACCC), Perilipina 

(F: GGCTGTCTGAGACTGAGGTG, R:  TCTCCTGCTCAGGGAGGTC), DGAT2 (F: 

AAGAAAGGTGGCAGGAGATCG, R:  GCAGGTTGTGTGTCTTCACC), CGI58 (F:  

ACAGGGTGGCTTCCTACCT, R: TGTAAGTGCAGGGGACACATTTTA) y SREBP1 

(F:  ACTTTTCCTTAACGTGGGCCT, R:   TGAGCTGGAGCATGTCTTCG),.  

La eficiencia de las sondas se calculó con la siguiente fórmula (M. W. Pfaffl, 2001): 

𝐸𝑓 = 10(−
1
𝑚

)
 

Donde “m” es la pendiente de la recta obtenida a partir del rango dinámico. Las 

eficiencias para cada gen fueron las siguientes: FABP4 (1.64), PPARγ (1.65), ATGL 

(1.86), HSL (1.73), ACC (2.57), PEPCK (2.23), Perilipina (2.14), DGAT2(1.89), CGI58 

(2.33), SREBP1 (2.53), HPRT (1.78) y ciclofilina (1.75).  

 

El análisis de la expresión relativa de los genes se realizó con el método de Pflaffl 

(Michael Walter Pfaffl, Tichopad, Prgomet, & Neuvians, 2004) para dos genes 

constitutivos con la siguiente formula: 

𝐴𝑏𝑢𝑛𝑑𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑅𝑒𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑎 =
𝐸𝑓𝐺𝑖(𝐶𝑡 𝐶𝑏𝐺𝑖 – 𝐶𝑡 𝑈𝑘𝐺𝑖)

√𝐸𝑓𝑅𝑒𝑓1(𝐶𝑡 𝐶𝑏𝑅𝑒𝑓1 − 𝐶𝑡 𝑈𝑘𝑅𝑒𝑓1) ∗ 𝐸𝑓𝑅𝑒𝑓2(𝐶𝑡 𝐶𝑏𝑅𝑒𝑓2 − 𝐶𝑡 𝑈𝑘𝑅𝑒𝑓2) 
 

 

Donde “Ef” es la eficiencia de la sonda Taqman u oligos, “Gi” se refiere al gen de 

interés, “Ct” es el valor que corresponde al ciclo donde se alcanzó el umbral, “Cb” es 

el promedio del control biológico, “Uk” hace referencia al valor de la muestra que se 

está evaluando y “Ref “a los genes de expresión constitutiva que se están tomando de 

referencia. 

 

10.  Análisis estadístico 
 

Los datos se expresan como la media ± el error estándar de la media. Para la 
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comparación de los grupos, los resultados de los experimentos fueron evaluados por 

análisis de varianza de una vía (ANOVA). Para las comparaciones estadísticas entre 

los grupos, se utilizó una prueba de comparación múltiple post hoc Fisher’s LSD. El 

análisis de los datos se realizó con el programa estadístico y de graficación GraphPad 

Prism, versión 6. 
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RESULTADOS 
 

1. Sobrevida celular 
 

Se evaluó el porcentaje de sobrevida celular al término de los tratamientos, con el 

objetivo de identificar las dosis no citotóxicas de arsenito de sodio, de palmitato de 

sodio y la mezcla de ambos en los dos esquemas de exposición. Para el arsenito de 

sodio se probaron las dosis de 0.5, 1, 2, 5 y 10 µM, mientras que para palmitato de 

sodio las dosis evaluadas fueron de 50, 100, 150, 200 y 400 µM, las cuales fueron 

decididas con base a la literatura (Díaz-Villaseñor, Sánchez-Soto, Cebrián, Ostrosky-

Wegman, & Hiriart, 2006; Langin et al., 2005). 

Los resultados indicaron que la sobrevida celular de los adipocitos disminuyó 

estadísticamente (p<0.0001) sólo cuando las células fueron tratadas con 10 µM de 

arsenito de sodio (figura 3A) y con 400 µM de palmitato de sodio (figura 3B) desde el 

inicio de la diferenciación celular. Con base en estos datos también se probó la 

combinación de 200 µM de palmitato de sodio, por ser la dosis más alta sin 

citotoxicidad, con las diferentes dosis de arsenito de sodio, encontrando que 

únicamente con 10 µM de arsenito de sodio hubo una disminución significativa en la 

sobrevida celular durante la diferenciación de los adipocitos (figura 3C). 

Por el contrario, cuando los adipocitos maduros se expusieron por 72 h, no se observó 

disminución en la sobrevida celular con los tratamientos de arsenito de sodio (figura 

3D), palmitato de sodio (figura 3E) o su combinación (figura 3F). 

A partir de estos resultados de sobrevida celular, se decidió que el resto de los 

experimentos se realizaran con las dosis de 1 µM para arsenito de sodio y 200 µM 

para palmitato de sodio. 
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Figura 3. Sobrevida celular determinada por fluorometría con tinción con DAPI. 

Exposición a arsenito de sodio 0-10 µM (A y D), palmitato de sodio de 0-400 µM (B y 

E) y la combinación de palmitato de sodio 200 µM + arsenito de sodio 0-10 µM (C y F) 

en diferenciación (A-C) y maduración (D-F). Datos presentados en media ± error 

estándar de la media. Se realizaron tres experimentos independientes, cada uno por 

duplicado. Análisis estadístico ANOVA de una vía, post hoc Fisher LSD. Diferencias 

significativas ****p<0.0001 vs. control.  
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2. Lipogénesis 
 

El adipocito puede acumular grasa mediante la esterificación de ácidos grasos 

adquiridos del medio o mediante lipogénesis de novo, la cual puede ocurrir en 

adipocitos maduros o a través de la adipogénesis a partir de preadipocitos. En ambos 

esquemas de exposición (diferenciación y maduración) el acúmulo de grasa en los 

adipocitos fue determinado por la tinción con Rojo-O-Oleoso (figura 4) y 

posteriormente el colorante se eluyó para cuantificar la cantidad de lípidos acumulados 

(figura 5). Como control positivo de la adipogénesis, las células fueron tratadas con 

pioglitazona e insulina (figura 4B y 4H) aumentando un 10% el acúmulo de grasa en 

comparación de la condición control. Como control negativo, las células se expusieron 

a Compuesto C (figura 4C y 4I), en el cual se observó una disminución del acúmulo de 

grasa en un 75%.  

 

Figura 4. Fotografías del acúmulo de grasa en adipocitos en condición control (A y G). 

Control positivo (B y H): tratamiento con Pioglitazona (25 μM) e insulina (150 nM) post-

diferenciación. Control negativo (C e I): tratamiento con Compuesto C (10 μM) durante 

la diferenciación celular. Adipocitos expuestos desde la diferenciación celular a dosis 

de 1 μM de arsenito de sodio (D), 200 μM de palmitato de sodio (E) y combinados (F), 

o adipocitos maduros expuestos a dosis de 1 μM de arsenito de sodio (J), 200 μM de 

palmitato de sodio (K) y combinados (L). Microscopio invertido de campo claro, 

aumento 10X. 

 

 

    control     control (+)       control (-)            As       Pal  As+Pal 

A B C D E F 
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Con base en las observaciones en el microscopio y los datos cuantitativos, se obtuvo 

que, en los adipocitos tratados con arsenito de sodio, la cantidad de lípidos 

acumulados disminuyó 24 % en la condición de diferenciación y 9 % en la condición 

de maduración (figura 4D, 4J, 5A y 5B). Por el contrario, la cantidad de lípidos 

acumulados en los adipocitos tratados con el palmitato de sodio se incrementó en 

ambos casos de manera significativa con respecto el control, entre un 15 y 8 % en la 

condición de diferenciación y maduración, respectivamente (figura 4E, 4K, 5A y 5B). 

En el caso del tratamiento combinado de arsenito y palmitato de sodio, el efecto 

dependió del esquema de tratamiento; en los adipocitos maduros el acúmulo de grasa 

tuvo un ligero, pero significativo aumento con respecto al control (11 %) (figura 4L y 

5B). Mientras que en los adipocitos expuestos desde el inicio de la diferenciación no 

se observaron cambios (figura 4F y 5A).  

 

 

Figura 5. Acúmulo de grasa en adipocitos en condición control (C), Control positivo 

(C+): tratamiento con Pioglitazona (25 μM) e insulina (150 nM) post-diferenciación y 

control negativo (C-): tratamiento con Compuesto C (10 μM) durante la diferenciación 

celular expuestos a dosis de 1 μM de arsenito de sodio (As), 200 μM de palmitato de 

sodio (Pal) y combinados (As+Pal), desde su diferenciación (A) o una vez maduros 

(B). Datos presentados en media ± error estándar de la media de seis experimentos 

independientes realizados por duplicado. Análisis estadístico ANOVA de una vía post 

hoc Fisher LSD, en donde letras diferentes denotan diferencias estadísticamente 
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significativas (a>b>c>d), p<0.05.  

 

Con el fin de determinar el origen del aumento en el acúmulo de grasa se evaluó la 

expresión de genes que se regulan transcripcionalmente y están involucrados en el 

proceso de adipogénesis.  

PPAR 

El tratamiento combinado de arsenito de sodio con palmitato de sodio disminuyó en 

los adipocitos en un 30 % (diferenciación) y 13 % (maduración) la expresión del ARN 

mensajero (ARNm) del gen PPAR con respecto al grupo control (p<0.05). Por el 

contrario, el tratamiento con arsénico solo únicamente desde el inicio de la 

diferenciación disminuyó la expresión de PPAR de forma significativa en un 36 % con 

respecto al grupo control (figura 6A y 6F). 

SREBP-1c  

La expresión del ARNm de SREBP-1c en los adipocitos tuvo una disminución del 32 

% que fue estadísticamente significativa con respecto al grupo control (p<0.05), en los 

adipocitos maduros tratados solamente con palmitato de sodio y en combinación con 

el arsenito de sodio (figura 6B). En los adipocitos tratados desde el inicio de la 

diferenciación celular no se observó ningún efecto (figura 6G).  

ACC 

La expresión del ARNm de ACC en los adipocitos disminuyó entre el 40 y 61 % en 

presencia del tratamiento de arsenito de sodio y en combinación con palmitato de 

sodio, respectivamente, cuando la exposición ocurrió solamente desde el inicio de la 

diferenciación celular (figura 6C), sin ningún efecto en los adipocitos maduros (figura 

6H). 

DGAT2 

El tratamiento combinado de arsenito y palmitato de sodio disminuyó en un 18 % la 

abundancia del ARNm de DGAT2 en los adipocitos expuestos desde el inicio de la 
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diferenciación celular, así como en los adipocitos expuestos siendo una vez maduros, 

con respecto al grupo control (p<0.05) (figura 6D y 6I). El tratamiento de arsenito de 

sodio solo, disminuyó de igual forma en un 21 % la expresión de este ARNm, pero 

únicamente en los adipocitos expuestos desde el inicio de la diferenciación celular 

(figura 6D). 

PEPCK 

La expresión del ARNm de PEPCK mostró un comportamiento muy similar al de 

DGAT2 y ACC. En particular, la expresión en ambos esquemas de exposición (desde 

el inicio de la diferenciación o como adipocitos maduros) disminuyó entre un 50 y 78 

% con el tratamiento únicamente de arsenito de sodio ó en combinación con palmitato, 

mientras que el tratamiento únicamente con palmitato de sodio no tuvo efecto (figura 

6E y 6J). 
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Figura 6. Abundancia relativa del mRNA de PPARγ (A y F), SREBP1 (B y G), ACC (C 

y H), DGAT2 (D y I) y PEPCK (D y J), analizados con respecto a los genes de expresión 

constitutiva ciclofilina y HPRT, en ambos esquemas de exposición (diferenciación y 

maduración). Datos presentados en media ± EEM. N= 3 por duplicado. Análisis 

estadístico ANOVA de una vía post hoc Fisher LSD. En donde letras diferentes 

denotan diferencias estadísticamente significativas (a>b>c), p<0.05. 

3. Lipólisis basal 
 

Al evaluar el porcentaje de lipólisis basal en los adipocitos, se observó que cuando se 

tratan desde el inicio de la diferenciación (figura 7A) con arsenito de sodio, palmitato 

de sodio la cantidad de glicerol liberada al medio incrementa cerca de un 40% y la 

combinación de ambos, alrededor de un 200%. Cuando las células son tratadas una 

vez maduras (figura 7B) el incremento en la cantidad de glicerol liberada al medio 

aumenta de manera significativa sólo con el tratamiento de arsenito de sodio (60 %) y 

con la combinación de arsenito de sodio y palmitato de sodio (200 %) (p<0.05). 

 

Figura. 7 Lipólisis basal, determinada por la cuantificación de glicerol liberado al medio 

por adipocitos 3T3-L1 en 24 h, tras ser expuestos a dosis de 1 μM de arsenito de sodio 

(As), 200 μM de palmitato de sodio (Pal) y combinados (As+Pal), desde el inicio de su 

diferenciación (A) y una vez siendo adipocitos maduros (B). Datos presentados en 

media ± error estándar de la media. Se realizaron tres experimentos independientes, 

cada uno por duplicado. Análisis estadístico ANOVA de una vía post hoc Fisher LSD. 
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En donde letras diferentes denotan diferencias estadísticamente significativas (a>b>c), 

p<0.05.  

4. Lipólisis estimulada 
 

Una vez concluidos los tratamientos con arsenito y/o palmitato de sodio en ambos 

esquemas de tratamiento, se estimuló la lipólisis con isoproterenol (agonista β-

adrenérgico) o con forskolina (activador de la adenilato ciclasa). En todas las 

condiciones se observó un incremento en la lipólisis, determinada por la cantidad de 

glicerol liberada al medio en 120 min, con respecto a su condición basal sin 

estimulación (p<0.05). Sin embargo, con el tratamiento de arsenito de sodio en los 

adipocitos maduros se observa que el efecto lipolítico inducido por isoproterenol así 

como de la Forskolina, fue significativamente menor aproximadamente en un 30 a 40 

%, al ser comparados con la misma condición de estímulo del grupo control (p<0.05) 

(figura 8A y 8B). 

 

Figura 8. Lipólisis estimulada con Isoproterenol (Iso: 1 µM) o con Forskolina (Frk: 5 

µM) durante 120 min al término de los tratamientos: 1 μM de arsenito de sodio (As), 

200 μM de palmitato de sodio (Pal) y combinados (As+Pal), desde el inicio de su 

diferenciación (A) o una vez como adipocitos maduros (B). Glicerol liberado al medio 

por adipocitos 3T3-L1 como marcador de lipólisis. Datos presentados en media ± error 

estándar de la media. Se realizaron cinco experimentos independientes, cada uno por 

duplicado. Análisis estadístico ANOVA de una vía post hoc Fisher LSD. Diferencias 

estadísticamente significativas * vs la condición Control (C) del mismo estímulo 
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lipolítico respectivamente (Basal, Iso ó Frk), p<0.05.  

 

 

Con el fin de entender los cambios observados en la lipólisis estimulada, se evaluó la 

expresión de genes que intervienen en el proceso, como son las lipasas HSL, ATGL y 

su co-activador CGI-58, la perilipina y FABP4 encargada del transporte de ácidos 

grasos, así como de la translocación de HSL a la vacuola lipídica.  

ATGL 

La expresión del ARNm de la lipasa ATGL disminuyó de manera significativa entre el 

15 y 30 % en los adipocitos tratados desde el inicio de la diferenciación con el arsenito 

y/o con el palmitato de sodio, (figura 9A). De igual forma, la expresión de este ARNm 

disminuyó únicamente con la exposición al tratamiento combinado de arsenito y 

palmitato de sodio en los adipocitos maduros, comparados con los del grupo control 

(p<0.05) (figura 9F). 

CGI-58 

Los tres tratamientos disminuyeron la expresión del ARNm de CGI-58 en los adipocitos 

expuestos desde el inicio de la diferenciación celular (figura 9B). Además, el 

tratamiento combinado (As+Pal) en los adipocitos expuestos una vez maduros, 

disminuyó la expresión de CGI-58 21 % (figura 9G), en todos los casos siendo 

estadísticamente significativo con respecto al grupo control (p<0.05). 

HSL 

El tratamiento con arsenito de sodio o en combinación con el palmitato (As+Pal) 

disminuyó un 33 % la expresión del ARNm de la lipasa HSL en los adipocitos 

expuestos desde el inicio de la diferenciación celular (figura 9C), mientras que en los 

adipocitos expuestos una vez maduros, el efecto sólo se observó con el tratamiento 

combinado (figura 9C y 9H), con respecto al grupo control, disminuyendo su expresión 

en un 35 % (p<0.05). 
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PLN 

La expresión del ARNm de perilipina (PLN) disminuyó entre 42 y 47 % en los adipocitos 

expuestos desde el inicio de la diferenciación celular tratados con arsenito de sodio o 

bien con el tratamiento combinado (As+Pal) (figura 9D), ambos con respecto al grupo 

control (p<0.05). En el caso de los adipocitos maduros expuestos a los tratamientos, 

sólo se observó una tendencia a disminuir la expresión de este ARNm en el tratamiento 

combinado (figura 9I). 

FABP4 

El tratamiento de arsenito de sodio, así como la combinación de arsenito de sodio con 

palmitato de sodio, disminuyeron la expresión del ARNm de FABP4 en los adipocitos 

expuestos desde el inicio de la diferenciación celular entre 31 y 43 % (figura 9E), así 

como los adipocitos expuestos una vez maduros, disminuyendo entre el 20 y 25 % 

(figura 9J) con respecto a los adipocitos del grupo control (p<0.05). 
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Figura 9. Abundancia relativa del mRNA de ATGL (A y F), CGI-58 (B y G), HSL (C y 
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H), PLN (D y I) y FABP4 (D y J) con respecto a los genes de expresión constitutiva 

ciclofilina y HPRT, en ambos esquemas de exposición (diferenciación y maduración). 

Datos presentados en media ± EEM. N= 3 por duplicado. Análisis estadístico ANOVA 

de una vía post hoc Fisher LSD. En donde letras diferentes denotan diferencias 

estadísticamente significativas (a>b>c), p<0.05.  

5. Inhibición de lipólisis por insulina 
 

Otros de los puntos críticos en la regulación de la lipólisis es su inhibición por insulina, 

la cual es una de las principales funciones de esta hormona en el adipocito. En la 

condición control observamos que la insulina es capaz de ejercer su efecto antilipolítico 

reduciendo significativamente la liberación de glicerol con respecto al estímulo lipolítico 

con el agonista β -adrenérgico, Isoproterenol (figuras 10A y 10B), tanto como con el 

activador de la adenilato ciclasa, Forskolina (figuras 10C y 10D), ya sea en las 

condiciones de tratamiento desde la diferenciación celular (figuras 10A y 10C) así 

como en los adipocitos tratados una vez siendo maduros (figuras 10B y 10D).  

Por el contrario, los tratamientos únicamente con arsenito de sodio y el combinado con 

palmitato de sodio desde el inicio de la diferenciación, disminuyen la respuesta 

antilipolítica de la insulina en presencia de Isoproterenol de forma significativa (Figura 

10A), ya que, en presencia de isoproterenol e insulina, la cantidad de glicerol liberado 

es similar a la del estímulo lipolítico (isoproterenol) sin insulina. En el caso de los 

adipocitos maduros, la insulina ejerció su efecto antilipolítico en todos los tratamientos 

ya que la liberación de glicerol fue significativamente menor en presencia de insulina 

(figura 10B). 

Con el estímulo lipolítico con forskolina desde el inicio de la diferenciación (figura 10C), 

o cuando los adipocitos son tratados una vez maduros con los dos estímulos lipolíticos 

(figura 10C y 10D), la insulina sí es capaz de reducir la cantidad de glicerol liberado al 

medio a valores cercanos a la condición basal o incluso menor. 
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Figura 10. Inhibición de la lipólisis por insulina (100 nM) en combinación con estímulo 

c/s Isoproterenol (Iso: 1 nM) (10A y 10B) o Forskolina (Frk: 0.35 µM) (10C y 10D) 

durante 120 min al término del tratamiento, determinada por la cuantificación de 

glicerol liberada por adipocitos 3T3-L1, al ser expuestos a dosis de 1 μM de arsenito 

de sodio (As), 200 μM de palmitato de sodio (Pal) y combinados (As+Pal), desde su 

diferenciación (10A y 10C) o una vez maduros (10B y 10D). Análisis estadístico 

ANOVA de una vía post hoc Fisher LSD. Datos presentados en media ± error estándar 

de la media. Se realizaron cinco experimentos independientes, cada uno por 

duplicado. Diferencias estadísticamente significativas * vs. estímulo lipolítico 

(Isoproteronol o Forskolina) de cada tratamiento, *p<0.05, ** p<0.01.  
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DISCUSIÓN   
 

La regulación entre la lipogénesis y la lipólisis en el adipocito es crucial para un buen 

funcionamiento metabólico y se sabe que estos se alteran en el proceso de la 

obesidad. Uno de los potenciales mecanismos de acción del arsénico como 

obesógeno a través de su efecto sobre el tejido adiposo, es posiblemente alterando 

dichos procesos metabólicos.  

La sobrevida celular de los adipocitos no fue afectada por ninguna de las 

concentraciones probadas con los tratamientos con arsenito de sodio o con el 

palmitato de sodio con respecto a la condición control, tanto en la exposición por 72 h 

en adipocitos maduros, como en las células que fueron tratadas por un periodo de 11 

días desde el inicio de la en diferenciación celular, ya que se quería evitar el efecto 

citotóxico de ambos compuestos en este estudio. Hou et al., describe de forma similar, 

que el tratamiento con arsenito de sodio a preadipocitos por 48 h de exposición, sólo 

resulta citotóxico de forma significativa con dosis de 20 µM, mientras que con una dosis 

de 10 µM, sólo hay una ligera tendencia de menor viabilidad celular (Hou, 2012).  

En el trabajo aquí presentado, la dosis que mostró efecto citotóxico de forma 

significativa fue la concentración de 10 µM, únicamente durante el periodo de 

exposición de 11 días, cuando las células se expusieron desde el inició de la 

diferenciación celular (preadipocitos). Por el contrario, cuando la exposición duró 

únicamente 72 h en adipocitos maduros, la dosis de 10 µM no fue citotóxica. Ya que 

los tiempos de exposición en ambos esquemas probados en este trabajo no fueron los 

mismos (11 vs 3 días) no se puede determinar si la diferencia encontrada se debe a 

los diferentes tiempos de exposición o a una sensibilidad diferente de las células dada 

por el estadio celular en el que se encontraban durante el tiempo que duraron los 

tratamientos (diferenciación vs maduración celular).   

En relación al acúmulo de grasa, cuando el tratamiento ocurre desde el inicio de la 

diferenciación celular, se observa menor cantidad de grasa intracelular, sobre todo con 

el tratamiento de arsenito de sodio, junto con una menor abundancia de los genes con 

regulación transcripcional que codifican para PPARγ (Adebayo et al., 2016), ACC 
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(Suzuki et al., 2005), DGAT2 (Tontonoz et al., 1995) y PEPCK (Zang et al., 2005), 

sugiriendo menor grado de adipogénesis, menor lipogénesis de novo y menor 

esterificación de ácidos grasos libres, respectivamente. Por el contrario, cuando los 

adipocitos fueron tratados con arsenito ya en su estadio de maduración, el aumento 

en el acúmulo de grasa no se vio reflejado con un aumento en la expresión 

transcripcional de los genes PPARγ, SREBP-1c, ACC, DGAT2 y PEPCK, involucrados 

en la adipogénesis, lipogénesis de novo y esterificación de ácidos grasos, ya que su 

expresión se mantuvo o incluso disminuyó en comparación a la condición control.  

El receptor nuclear PPARγ es uno de los factores de transcripción necesarios para 

inducir el proceso de adipogénesis (Rosen, Walkey, Puigserver, & Spiegelman, 2000). 

En estudio previos, se ha observado que la exposición al arsénico disminuye la 

expresión de mRNA de PPARγ (H. Cheng et al., 2011; Hou et al., 2013; Klei, Yesica 

Garciafigueroa, & Barchowsky, 2013; Wauson, Langan, & Vorce, 2002), por lo que esto 

pudiera explicar el menor acúmulo de grasa observada en este trabajo con el 

tratamiento de arsenito de sodio.  

En el caso del tratamiento con palmitato de sodio, se ha descrito que en adipocitos 

diferenciados de fibroblastos 3T3-L1, el acúmulo de grasa incrementa tras un 

tratamiento de 200 µM de ácido palmítico durante 24 h (Bolsoni-lopes et al., 2013), 

como sucede en el presente trabajo. Con relación a los datos obtenidos, a pesar de 

este ligero aumento en el acúmulo de grasa por efecto del palmitato de sodio, la 

expresión del mRNA de los genes involucrados en la adipogénesis y la lipogénesis, 

son similares a los del grupo control. Al respecto, se ha descrito que concentraciones 

mayores de palmitato de sodio (500 µM) por 24 h durante la diferenciación celular, 

incrementan la expresión del mRNA de PPARγ en adipocitos diferenciados de 

fibroblastos  3T3-L1 (Guo, Wong, Xie, Lei, & Luo, 2007). Sin embargo, por los tiempos 

de exposición establecidos en el diseño experimental del presente trabajo, dosis 

mayores a 400 µM, resultaron citotóxicas para las células. 

En el caso del tratamiento combinado de arsenito y palmitato de sodio, a pesar de la 

disminución en la expresión en la mayoría de los genes evaluados que están 

relacionados con la adipogénesis y lipogénesis en ambos esquemas de tratamiento, 
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el acúmulo de grasa permanece similar al del grupo control o con un ligero aumento, 

no observándose una disminución. Este efecto combinado del arsenito con el palmitato 

de sodio sobre el acúmulo de grasa sugiere una regulación compensatoria entre los 

mecanismos reprimidos por el arsenito y activados por el palmitato de sodio.  

El efecto metabólico contrarregulador al proceso de lipogénesis en los adipocitos, es 

la lipólisis, los cuales deben de estar ampliamente coordinados y regulados para un 

adecuado funcionamiento celular (Luo & Liu, 2016). Previamente, GarciaFigueroa et 

al. (2013) habían mostrado que la liberación de glicerol al medio extracelular sin 

estímulo lipolítico, como marcador de la lipólisis basal en adipocitos in vitro,  se 

incrementa por la presencia de arsenito de sodio (1 µM de 24 a 72 h) (GarciaFigueroa 

et al., 2013). En el presente trabajo, se observó el mismo fenómeno, y así igual con el 

palmitato de sodio, el cual, al igual que el arsenito, también incrementa la lipólisis basal 

en comparación a la condición control. Sin embargo, al conjuntar el tratamiento del 

arsenito con el del palmitato de sodio, el efecto fue sinérgico en ambos esquemas de 

exposición (diferenciación y maduración celular), exacerbando fuertemente el efecto 

del arsenito. 

Al evaluar la lipólisis estimulada, mediante la activación del receptor β-adrenérgico con 

isoproterenol o la activación de la adenilato ciclasa con forskolina, se observó que la 

actividad lipolítica disminuye solamente en el caso de la exposición al arsenito de sodio 

en los adipocitos maduros. Sin embargo, la expresión del ARNm de la lipasa HSL, la 

cual participa con una de las funciones más relevante en este proceso metabólico de 

lipólisis (Bézaire, Mairal, Anesia, Lefort, & Langin, 2009; Frühbeck, Méndez-Giménez, 

Fernández-Formoso, Fernández, & Rodríguez, 2014) no fue afectada en esta 

condición en particular. Este hecho indíca que el efecto inhibitorio del arsénico sobre 

la lipólisis estimulada no ocurre a nivel transcripcional de la HSL.  

El hecho de que la abundancia de los ARNm de ATGL y de su co-activador CGI-58, 

tampoco fuera afectada por el tratamiento con arsenito de sodio, apoya la idea que la 

regulación podría ocurrir por modificaciones post-traduccionales. En particular, la 

lipasa HSL sufre varias fosforilaciones por la PKA, particularmente en los residuos 

Ser563, Ser659 y Ser660, generando su activación y translocación hacia la membrana 
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lipídica para dar lugar a la lipólisis estimulada (Frühbeck et al., 2014). sin embargo, no 

existen trabajos aún en la literatura que soporten la idea de que el arsenito reduzca el 

nivel de fosforilación de la lipasa HSL en dichos residuos. Sin embargo, uno de los 

mecanismos generales clásico del arsénico es sustituir los grupos fosfatos, 

disminuyendo la producción de ATP, hecho que afectaría directamente los procesos 

de fosforilación. En particular el arsenito, inhibe varias enzimas involucradas en el 

metabolismo de glucosa, como son la succinil Co-A sintasa, la piruvato 

deshidrogenasa y la alfa-cetoglutarato deshidrogenasa, contribuyendo a su disfunción 

(Kulshrestha, 2014). 

Existen diversos mecanismos por los cuales la insulina ejerce su efecto anti-lipolítico, 

siendo el más estudiado la fosforilación de la fosfodiesterasa (PDE3B) por la cinasa 

AKT involucrada en la vía se señalización de la insulina. PDE3B en su estado 

fosforilado acelera la degradación del AMPc intracelular (DiPilato et al., 2015),  (Ali, 

Mundi, Koutsari, Bernlohr, & Jensen, 2015), apagando así la señalización lipolítica 

iniciado en el receptor β-adrenérgico (Zhang, Hupfeld, Taylor, Olefsky, & Tsien, 2005).  

En el trabajo, una vez estimulada la lipólisis, las células fueron incubadas 

posteriormente con insulina, con la finalidad de determinar la sensibilidad a sus efectos 

anti-lipolíticos. La exposición al arsenito de sodio únicamente desde el inicio de la 

diferenciación celular, tanto solo como combinado con palmitato, disminuye la 

respuesta antilipolítica de la insulina. Sin embargo, este fenómeno ocurre únicamente 

cuando la lipólisis se estimula a través de la activación del receptor β-adrenérgico 

mediante el Isoproterenol, más no cuando se estimula cascada abajo activando a la 

adenilato ciclasa con Forskolina.  

Existe evidencia de la afinidad del arsénico por receptores membranales acoplados a 

proteínas G (Klei, 2012; Garciafigueroa et al., 2013), específicamente el receptor de 

endotelina-1A/B, mostrando un efecto inhibitorio sobre la diferenciación celular de 

adipocitos (Klei, 2012) y la lipólisis (Garciafigueroa et al., 2013). Con dicho antecedente 

y la evidencia experimental del trabajo, se puede sugerir que uno de los blancos con 

el que interactúa el arsenito de sodio es el receptor β-adrenérgico, el cual es también 

un receptor acoplado a proteínas G, no permitiendo que la insulina ejerza su efecto 
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inhibitorio sobre la vía lipolítica (degradación de AMPc). Esta hipótesis se puede 

explicar de acuerdo con los datos de estimulación de la vía de la lipólisis sobre la 

adenilato ciclasa, que se encuentra cascada abajo del receptor β-adrenérgico y es el 

blanco inmediato de la proteína Gs acoplada al receptor, situación en la que la insulina 

sí es capaz de ejercer su efecto inhibitorio. Incluso, con base en los datos obtenidos 

en este trabajo, se podría proponer que el arsenito de sodio sea un agonista no 

competitivo del receptor β-adrenérgico, ya que sí permite su estimulación por el 

isoproterenol pero mantiene la vía activa aún en presencia de insulina y aumenta la 

lipólisis basal.  

Adicionalmente, se ha observado una asociación positiva entre dos polimorfismos en 

el gen de este receptor para endotelina B (EDNRB) y  riesgo de obesidad, 

particularmente en individuos con elevados niveles plasmáticos de arsénico (Martínez-

Barquero et al., 2015). Lo que sugiere, esta posible interacción con el receptor para 

endotelina y el arsénico.  

Se ha descrito que PPARγ es un regulador a nivel transcripcional de la expresión de 

FABP4, pudiendo ser la razón de la similitud en la expresión de éstos genes 

(Rodríguez-Calvo et al., 2017). Además en el caso de PLN se ha demostrado que la 

exposición al arsénico (100 μg/L) en el agua de bebida disminuye la expresión de PLN 

en adipocitos de ratones (Garciafigueroa et al., 2013),  lo que puede participar también 

el estado lipolítico basal hiperactivo en este trabajo. 

Por último, los resultados de lipólisis obtenidos en el estudio reflejan la disfuncionalidad 

lipolítica observada en los adipocitos de personas con obesidad, en donde la lipólisis 

basal se encuentra aumentada, pero la lipólisis estimulada está disminuida con 

respecto al metabolismo lipídico de adipocitos de personas delgadas (Langin et al., 

2005). 
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CONCLUSIONES 
El arsénico altera funciones del adipocito, en particular la relación entre la lipogénesis 

y la lipólisis, disminuyendo el acúmulo de grasa, reduciendo la lipólisis estimulada en 

adipocitos maduros, así como inhibiendo el efecto antilipolítico de la insulina en 

adipocitos expuestos desde su diferenciación celular.  

El efecto del arsénico, depende del estadio de diferenciación celular en el que ocurra 

la exposición, particularmente en la lipólisis estimulada y sobre el efecto antilipolítico 

de la insulina. 

El efecto del arsénico se modula por el ácido palmítico; el cual antagoniza el efecto 

inhibitorio del arsénico sobre el acúmulo de grasa en ambos esquemas de tratamiento 

o en la lipólisis estimulada en adipocitos maduros. Por el contrario, el ácido palmítico, 

además de aumentar la lipólisis basal, tiene un efecto sinérgico con el arsénico sobre 

ésta, tanto en adipocitos maduros como en adipocitos tratados desde el inicio de la 

diferenciación.  

Las alteraciones observadas en la lipólisis no se deben a cambios a nivel 

transcripcional de los genes evaluados, involucrados en dicho proceso metabólico. 

Mientras que para la adipogénesis/lipogénesis, el efecto del arsénico en células 

expuestas desde el inicio de su diferenciación celular, sí depende de cambios en la 

expresión génica de PPAR, ACC, DGAT2 y PEPCK.  

Se plantea evaluar posteriormente el grado de fosforilación en la lipasa HSL en 

residuos de serina de activación (563, y 660) como de inhibición (565) en la condición 

de lipólisis basal, lipólisis estimulada con isoproterenol y en la condición antilipolítica 

con insulina tras el estímulo lipolítico, todas al término de los tratamientos con arsénico 

y en combinación con palmítico.  

Además, evaluar los efectos lipolíticos y antilipolíticos en presencia de bloqueadores o 

antagonistas del receptor -adrenérgico con el fin de determinar si en efecto el arsenito 

de sodio actúa como un agonista no competitivo del receptor. 

Mediante marcadores de activación de la vía de señalización de la insulina, asegurarse 

que la insulina estimule adecuadamente dicha vía en los adipocitos tratados con 
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arsenito de sodio y en combinación con el palmitato, estimulando la lipólisis con 

isoproterenol. Esto con la finalidad de descartar que el efecto observado de inhibición 

del efecto antilipolítico de la insulina en los adipocitos tratados con arsenito de sodio, 

no se deba a una alteración en la vía de la insulina. 

Para saber con certeza si las diferencias observadas entre ambos esquemas de 

exposición estudiados se deben exclusivamente al tiempo de tratamiento (3 vs 11 días) 

y/o a la diferencia en el estadio celular, exponer durante 11 días a los adipocitos 

maduros y sólo por 3 días a los adipocitos en el momento de su diferenciación. 

Finalmente, realizar los experimentos con otros ácidos grasos saturados de interés 

nutricional, como el ácido láurico, así como con ácidos grasos monoinsaturados y 

poliinsaturados.   
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