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RESUMEN

En la actualidad la disfuncion del tejido adiposo blanco se reconoce dentro de los
mecanismos novedosos que se relaciona con la etiologia de la obesidad y la resistencia a la
insulina. Por un lado, se sabe que las dietas hiperenergéticas son un factor de riesgo sobre la
disfuncion del tejido adiposo y obesidad. Sin embargo, la alimentacion desbalanceada la
mala alimentacién también puede funcionar como un modulador negativo que, en
combinacién con diferentes disruptores quimicos del metabolismo (DQM) a los que nos
encontramos expuestos, son factores de riesgo externos que pueden incrementar el riesgo a

padecer obesidad, diabetes mellitus tipo 2 o sindrome metabdlico.

El arsénico es reconocido como un DQM, del cual actualmente se estima que 300 millones
de personas a nivel mundial, incluido México, se encuentran expuestos por alimentos y agua
para uso humano (bebida, uso doméstico o agua de riego para cultivos) contaminados de
forma natural o por actividad industrial. El metabolismo del arsénico esta bastante estudiado
en oOrganos como higado, rifién, cerebro, piel, sistema respiratorio, cardiovascular y
reproductor; sin embargo, el estudio sobre tejido adiposo no se comprende completamente.
Se conoce poco sobre el mecanismo de accidn que ejerce sobre el metabolismo del tejido
adiposo blanco, especificamente sobre la regulacién de la lipolisis, y mucho menos en

combinacién con una dieta alta en grasa (DAG).

Al estudiar el metabolismo del tejido adiposo blanco por efecto de la DAG y el arsénico en
nuestro laboratorio, se encontrd que el indice de lipdlisis disminuye por efecto de la DAG
(39.1% kcal de grasa) y dicho efecto se exacerba en los ratones que son expuestos a la DAG
en conjunto a 100 pg/L de arsénico inorgénico en el agua de bebida. De manera contraria,
la resistencia a la insulina especifica de tejido adiposo, evaluada a través de metabolitos en

suero, aumenta por efecto de la DAG y se incrementa en combinacion con arsénico.

El objetivo del presente trabajo fue estudiar la regulacion positiva de la lipélisis estimulada
a través de la perilipina y la regulacion negativa de la insulina a través de Akt en tejido
adiposo blanco visceral (epididimal y retroperitoneal) y subcutaneo de ratones macho por

efecto de una dieta alta en grasa (40 % kcal) en combinacion de arsénico como DQM.



Los resultados obtenidos revelan que la combinacion de DAG con arsénico disminuye
(p<0.05) la regulacion positiva de la lipolisis estimulada en el tejido adiposo retroperitoneal
(visceral) evaluada a través de la proporcion de activacion por fosforilacion de la perilipina.
De igual forma, la DAG, el arsénico y la combinacion de ambos aumentan (p<0.05) en igual
grado la proporcién de activacion por fosforilacion de Akt en el tejido adiposo epididimal
(visceral), lo que sugiere un aumento en la regulacién negativa al efecto anti lipolitico de la

insulina en ayuno.

En conclusion, la regulacion de la lipdlisis estimulada por arsénico y DAG se altera en los
tejidos adiposos viscerales de forma diferencial en cada uno de sus depdsitos. El tejido
retroperitoneal contribuye en mayor medida a la disminucion de la lipélisis estimulada y el
tejido epididimal contribuye al aumento de la resistencia a los efectos anti lipoliticos de la

insulina.

La regulacion positiva y negativa de la lipolisis estimulada por arsénico, DAG y/o su
combinacidn, se altera de forma diferencial entre el tejido adiposo visceral y subcuténeo.
Especificamente, dicha regulacion es heterogénea en cada uno de los depositos viscerales

evaluados.

Palabras clave: lipdlisis estimulada, perilipina, Akt, resistencia a insulina, arsénico, DAG.



ABSTRACT

To our days, white adipose tissue dysfunction is known within the novel mechanisms related
to the etiology of obesity and insulin resistance. High-caloric diets are risk factors for
adipose tissue dysfunction and obesity, however, diet also works as negative modulator that
in combination with different metabolic disruptor chemicals (MDC) to which we are
exposed, are also external risk factors that may increase the risk for obesity, diabetes or
metabolic syndrome.

Arsenic is known to be an MDC and it is currently estimated that 300 million people
worldwide, including Mexico, are exposed through contaminated food and water (drinking,
domestic use, irrigation of crops) contaminated naturally and by industrial activity. Arsenic
metabolism is well studied in organs such as liver, kidneys, brain, skin, respiratory tract,
cardiovascular and reproductive systems, however, the study on adipose tissue is not fully
understood. Little is known about the mechanisms of action that arsenic exerts on white
adipose tissue metabolism, specifically on lipolysis regulation, and much less in
combination with a high-fat diet.

When studying white adipose tissue metabolism by the effect of high fat diet (HFD) and
arsenic, previous data obtained in our laboratory demonstrated that the lipolysis index
decreases by effect of HFD (39.1 % kcal of fat) and this effect is exacerbated in mice fed
HFD together with 100 pg/L of arsenic exposure in drinking water. On the contrary, adipose
tissue insulin resistance, evaluated through serum metabolites, increases by effect of the

HFD and rises when is combined with arsenic.

The aim of this work was to study the positive regulation of stimulated lipolysis through
perilipin and the negative regulation of insulin through Akt in white visceral (retroperitoneal
and epididymal) and subcutaneous adipose tissues of male mice due to the effect of a HFD

(40% kcal) in combination with arsenic as an MDC.

Results indicate that the combination of HFD with arsenic decreases (p<0.05) the positive
regulation of stimulated lipolysis in retroperitoneal (visceral) adipose tissue evaluated by the
rate of activated perilipin by phosphorylation. Similarly, HFD, arsenic and the combination

of both increase (p<0.05) in an equal manner the rate of activated Akt by phosphorylation
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in epididymal (visceral) adipose tissue, which suggests that there is an increase in the
negative regulation to the anti-lipolytic effect of insulin during fasting.

In conclusion, the regulation of stimulated lipolysis by HFD and arsenic is differentially
altered in the visceral adipose tissue and in each of its depots. The retroperitoneal adipose
tissue contributes to a greater extent to the decrease of stimulated lipolysis and epididymal
adipose tissue contributes to the increased resistance to the anti-lipolytic effects of insulin.

The positive and negative regulation of stimulated lipolysis by arsenic, HFD and/or its
combination is also differentially altered between visceral and subcutaneous adipose tissues.

Specifically, this regulation is heterogeneous in each of the visceral depots evaluated.

Keywords: stimulated lipolysis, perilipin, Akt, insulin resistance, arsenic, HFD.
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ANTECEDENTES

1. Tejido adiposo

El tejido adiposo es un conjunto de diversas células que se compone aproximadamente en
un 35-70% por adipocitos y el resto lo compone la fraccion del estroma vascular
(fibroblastos, células vasculares endoteliales, preadipocitos, células mesenquimales y
células inmunolégicas como macrofagos) (Frithbeck, 2008). Se distribuye a lo largo de todo
el cuerpo, entre érganos viscerales y la region cardiovascular, debajo de la piel, en la médula
0Osea, en el tejido mamario, en el rostro, extremidades y articulaciones (Ahmad e Imam, 2016;
Zwick et al., 2018). Se clasifica principalmente en dos: pardo y blanco, ambos difieren segun

su localizacion, morfologia, origen y funcion

El tejido adiposo pardo consta de adipocitos con pequefias vacuolas lipidicas (multilocular),
es mas vascularizado y posee una gran cantidad de mitocondrias (Luong y Lee, 2018), lo
que le da el color pardo. Su funcién principal consiste en hacer termogénesis, es decir,
disipar energia almacenada en forma de calor cuando el cuerpo se expone a bajas
temperaturas, lo cual se lleva a cabo mediante la proteina desacoplante mitocondrial (UCP-
1, en inglés uncoupling protein 1). Este tipo de tejido se localiza en el tronco superior,
particularmente en la zona supraclavicular, intraescapular, paravertebral, cervical,

pericardial y perirenal (Cook y Cowan, 2009; Sethi y Vidal-Puig, 2011).

El tejido adiposo blanco consta de una vacuola lipidica que ocupa casi el 90% del adipocito
(unilocular), tiene pocas mitocondrias en comparacién con el tejido pardo y poco volumen
citoplasmico (Cinti, 2009; Luong y Lee, 2018). Las funciones principales de este tejido son:
primero mantener la homeostasis energética via almacenamiento o hidroélisis de lipidos
segun la necesidad metabdlica del cuerpo (Zwick et al., 2018) y, en segundo lugar, actuar
como protector de 6rganos delicados o amortiguador de zonas expuestas a impacto mecanico
(Rosen y Spiegelman, 2014). Por otro lado, hoy se sabe que también es un érgano endocrino
que secreta multiples moléculas bioactivas como adipocinas, citocinas y lipocinas que, no
solo actuan sobre la funcion del adipocito, sino también actlan sobre varias rutas

metabolicas e influencian la fisiologia y patologia humana (Ahmad y Imam, 2016;
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Szablewski, 2019). De acuerdo a su localizacion, el tejido adiposo blanco se puede

subdividir en dos: visceral y subcutaneo, cada uno con su respectiva funcion.
1.1 Tejido adiposo subcutaneo

El tejido adiposo subcutaneo se ubica debajo de la piel, generalmente arriba de la
musculatura abdominal, mamaria y en la region gluteofemoral del cuerpo, representa
aproximadamente el 80% del tejido adiposo corporal (Friihbeck, 2008; Gasevic et al., 2014)
y por su ubicacion drena directo a la circulacidn sistémica. Al ser el tejido adiposo mas
grande del cuerpo, actia como un excelente amortiguador o0 reservorio ya que tiene una
mayor capacidad de capturar el exceso de &cidos grasos libres y glicerol de forma
postprandial para su almacenamiento en forma de triglicéridos (Ibrahim, 2010).

Este tejido cuenta con una gran capacidad de expansion, la cual ocurre principalmente por
hiperplasia (aumento en el nimero de adipocitos por diferenciacion de preadipocitos) en
lugar que por hipertrofia (aumento en el tamafo del adipocito). Dicha capacidad de
expansion le confiere al tejido adiposo subcutaneo un efecto metabdlico protector. Sin
embargo, cuando se supera su capacidad de almacenamiento, el exceso de acidos grasos se
deposita primero en el tejido adiposo visceral y luego en depositos ectopicos de érganos
como el higado, pancreas, corazén y masculo. Por otra parte, la hipertrofia de los adipocitos
genera que los macréfagos se infiltran e invadan el tejido adiposo, se dejan de secretar
adipocinas anti-inflamatorias como adiponectina y se secretan citocinas pro-inflamatorias;
todo en conjunto contribuye a desarrollar resistencia a la insulina y una subsecuente diabetes
mellitus tipo 2, sindrome metabdlico y enfermedades cardiovasculares (Smith y Kahn, 2016;

Gonzélez-Muniesa et al., 2017).
1.2 Tejido adiposo visceral

El tejido adiposo visceral constituye el 20% del total del tejido adiposo corporal (Friihbeck,
2008), se ubica en la cavidad intra abdominal alrededor de 6rganos internos y se divide en:
omental (inicia en el estbmago y cubre los intestinos), mesentérico (sostiene el intestino

delgado y su pliegue circular), retroperitoneal (detrds del pancreas y rifion), gonadal
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(alrededor del atero, ovarios 6 epididimo vy testiculos), (Cook & Cowan, 2009; Bjerndal
etal., 2011).

En comparacion con el tejido subcutaneo, el visceral esta mas vascularizado, inervado y
contiene una mayor cantidad de células inflamatorias e inmunoldgicas, menos preadipocitos
capaces de diferenciarse, un mayor porcentaje de adipocitos de gran tamafio (hipertréficos)
y en los adipocitos se encuentran mas receptores de glucocorticoides. Los adipocitos
viscerales son metabdlicamente mas activos, mas sensibles a la lipolisis, y menos sensibles
al efecto anti-lipolitico de la insulina. Es decir, son mas resistentes a la insulina, tienen una
mayor capacidad para producir &cidos grasos libres, son méas sensibles a la estimulacion
adrenérgica y por ende presentan una mayor captura de glucosa. A diferencia del tejido
adiposo subcutaneo que tiene un efecto protector, la disfuncion del tejido visceral se asocia
con un mayor riesgo de complicaciones metabdlicas, incluidas las cardiometabdlicas
(Ibrahim, 2010; Schoettl et al., 2018)

El estudio del tejido adiposo visceral es de interés clinico ya que su acumulacion se asocia
positivamente con algunas caracteristicas del sindrome metabolico como lo son la
resistencia a la insulina, diabetes mellitus, inflamacion sistémica y local, dislipidemias, y

ateroesclerosis, entre otras (Ibrahim, 2010; Chait y den Hartigh, 2020).

En la Tabla 1 se describe de manera comparativa algunas de las diferencias entre el tejido

adiposo visceral y subcutaneo.
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Tabla 1: Diferencias entre los tejidos adiposos visceral y subcutaneo.

Cavidad intra abdominal
alrededor de érganos internos

Asociado a complicaciones
metabolicas

Hipertrofia

Mas sensible por una mayor
cantidad de B-
adrenoreceptores (de efecto
lipolitico)

Maés captura de glucosa

Mas resistentes

(menos sensibles a
a-adrenoreceptores de efecto
anti lipolitico)
Hiperglicemia
Hiperinsulinemia
Hipertrigliceridemia
Complicaciones
cardiometabdlicas

Debajo de la piel, arriba de la
musculatura abdominal,
mamaria y en la zona
gluteofemoral del cuerpo

Mayor captura de acidos grasos
libres y glicerol

Hiperplasia

Mas sensibles

Acumulacion del exceso de
acidos grasos en depositos
ectdpicos y tejido adiposo
visceral

Elaborada a partir de Ibrahim, 2009; Smith y Khan, 2016; Schoettl, 2018.

2. Lipolisis

2.1 Definicion

La lipolisis es un proceso catabdlico que consiste en la hidrolisis de triglicéridos

almacenados en el tejido adiposo para liberar una molécula de glicerol y tres acidos grasos

libres, catalizado por tres enzimas: la lipasa de triglicéridos del tejido adiposo (ATGL, del

inglés Adipose triglyceride lipase), la lipasa sensible a la hormona (HSL, del inglés

Hormone-sensitive lipase) y la lipasa de monoglicéridos (MGL, del inglés Monoglyceride

lipase) (Luo y Liu, 2016). Esta via metabdlica puede ser de dos tipos, basal o estimulada. La

primera ocurre a lo largo del dia, de forma continua pero es una via energéticamente poco
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eficiente, mientras que la lipdlisis estimulada es inducida en periodos de demanda energética
cuando el gasto es mayor que la ingesta energeética (Green, 2006), lo cual ocurre durante el
ayuno, la actividad fisica o estres agudo. La lipdlisis provee de glicerol al higado para llevar
a cabo la gluconeogénesis y acidos grasos al mismo higado, musculo y rifion para su

oxidacion segun sea la necesidad energética (Luo y Liu, 2016).
2.2 Via de sefializacion de la lipdlisis estimulada

La lipdlisis estimulada esta regulada por diversos factores, como la edad, el sexo, la
localizacion del tejido adiposo, genética, alimentacion, actividad fisica, hormonas y el
estimulo nervioso. (Frihbeck et al., 2014). Los reguladores hormonales mas importantes son
las catecolaminas, adrenalina y noradrenalina, las cuales en humanos tienen un efecto
altamente estimulatorio sobre la lipolisis (Arner, 1999, 2005; Nielsen et al., 2014) aungue
también pueden ser otras hormonas como glucagon, péptido intestinal vasoactivo y péptidos

natriuréticos (Green, 2006).

El mecanismo por el cual se induce la sefializacion para que se lleve a cabo la lipolisis
estimulada comienza con la union de las catecolaminas a los receptores 3-adrenérgicos que
se localizan en la membrana plasmatica de los adipocitos. Estos receptores estan acoplados
a proteinas G con subunidad o estimulatorias (Gas) y regulan la activacion de la enzima
adenilato cicalsa (AC), la cual promueve la sintesis del adenosin monofosfato ciclico (AMPc)
a través de la hidrolisis del adenosin trifosfato (ATP) intracelular. El segundo mensajero
AMPCc activa a la proteina cinasa A (PKA, del inglés Protein kinase A) (Arner, 1999) que,
por un lado, fosforila a la lipasa HSL en los residuos de serina 660 y serina 563 (sitios de
activacion) y, por otro lado, también fosforila a la proteina perilipina-1 en el residuo serina
522 o serina 497 (McDonough et al., 2013). La fosforilacién de estas dos proteinas da lugar
a que se lleven a cabo ciertos eventos, tales como la translocacion de la HSL fosforilada
(activa) del citoplasma a la periferia de la vacuola lipidica, lo cual es permitido debido a que;
la perilipina-1 vez fosforilada (activa) se reposiciona en la periferia de la vacuola lipidica y
permite el acceso de HSL. De forma simultanea, la fosforilacion a perilipina-1 libera al gen
comparativo de identificacion 58 (CGI-58, del inglés comparative gene identification 58).

La formacion del complejo entre ATGL y su coactivador CGI-58, le aumenta la actividad
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enzimatica a la ATGL vy translocarse desde el citoplasma hasta la vacuola lipidica para
iniciar la lipdlisis (Frihbeck et al., 2014; Bolsoni-Lopes y Alonso-Vale, 2015). En la Figura
1 se esquematiza la via de sefializacion de la lipdlisis estimulada y las principales proteinas

que participan en ella.
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Figura 1: Representacion esquematica de la via de sefalizacion de la lipdlisis
estimulada. Adenilato cicalsa, AC; adenosin monofosfato ciclico, AMPc; adenosin
trifosfato, ATP; diglicérido, DG; gen comparativo de identificacion 58, CGI-58; lipasa
de triglicéridos del tejido adiposo, ATGL; lipasa sensible a la hormona, HSL;
monoglicérido, MG; proteina cinasa A, PKA; proteinas G con subunidad «
estimulatorias, Gas;; triglicérido, TG. Figura adaptada de Frihbeck et al., 2014.

En la Figura 2 se presenta la serie de reacciones que se llevan a cabo durante la lipolisis son
la hidrdlisis de triglicéridos (TG) a diglicéridos (DG) por la enzima ATGL, seguido de la
hidrolisis de DG a monoglicéridos (MG) por la ATGL en la lipdlisis basal y por la HSL en
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la lipolisis estimulada y por ultimo la hidrdlisis del MG por la MGL en glicerol y un acido
graso (AG).

ATGL

HSL
TG——\’ > DG ‘MG lelcerol

Figura 2: Serie de reacciones que constituyen la lipdlisis. TG (triglicérido), DG
(diglicérido), MG (monoglicérido), AG (acido graso), ATGL (lipasa de triglicéridos del
tejido adiposo), HSL (lipasa sensible a la hormona) y MGL (lipasa de monoglicéridos).

2.3 Funcion de la perilipina y su fosforilacién como activadores de la lipdlisis

estimulada

Las perilipinas son a una familia de proteinas que recubren la vacuola lipidica y tienen la
funcién de regular el almacenamiento o hidrdlisis de lipidos almacenados. Una de estas
proteinas, perilipina-1, es la més abundante en el tejido adiposo blanco y tiene funciones
demostradas en las homeostasis sistémica de glucosa y lipidos (Sztalryd y Kimmel, 2014).
De forma basal o durante el post-prandio (cuando hay elevadas concentraciones de insulina
en circulacion), se encuentra defosforilada (inactiva). La funcion que cumple en este estado
es actuar como una barrera protectora de la vacuola lipidica que evita el acceso y accién de
las lipasas citosolicas sobre los triglicéridos, con ello permite el almacenamiento y
esterificacion de acidos grasos exdgenos. Durante la lipdlisis estimulada, perilipina-1 se
encuentra en su forma activa, es decir, fosforilada en el residuo de serina 522, lo que facilita
la liberacidn del coactivador de ATGL, CGI-58, al citoplasma y al mismo tiempo permite la
translocacion de HSL fosforilada a la vacuola lipidica (Sztalryd y Brasaemle, 2017). En
resumen, tiene una funcion reguladora muy importante en el adipocito y en la lip6lisis

estimulada.
3. Efectos de la insulina en el tejido adiposo blanco

En el tejido adiposo la insulina es una hormona de control anabdlico que cumple con algunas
funciones importantes, entre las cuales destacan promover la captura de glucosa estimulada
por insulina por medio del transportador de glucosa 4 (GLUT4, del inglés Glucose

transporter-4), aunque en mucho menor proporcion en comparacion del masculo esquelético;

17



promover la captura de acidos grasos en circulacién mediante la activacion de la lipoproteina
lipasa asi como su esterificacion y estimular la sintesis de novo de &cidos grasos libres
(Dimitriadis et al., 2011). La insulina también regula el crecimiento y diferenciacion del
adipocito, asi como modula la expresion de factores de transcripcion que promueven la
expresion de adipocinas, asi como factores de transcripcion y enzimas involucrados en el
metabolismo de lipidos tales como el receptor gamma activado por el proliferador de
peroxisoma (PPARy, del inglés Peroxisome proliferator- activated receptor gamma) y la
proteina 1c de union al elemento regulador del esterol (SREPB-1c, del inglés Sterol
regulatory element-binding transcription factor 1). Por ultimo y tal vez uno de los mas
importante, la insulina ejerce un efecto anti-lipolitico, es decir, suprime la lipdlisis al inhibir

la accion de HSL y perilipina mediante la activacion de Akt (Cignarelli et al., 2019).

3.1 Vias de sefalizacion del efecto anti lipolitico de la insulina durante el

postprandio.

Durante el postprandio, la glucosa en circulacion estimula la secrecion de insulina de las
células B-pancreaticas. En el tejido adiposo la cascada de sefializacion inicia con la unién de
la insulina a su receptor membranal extracelular, el cual se dimeriza y se auto-transfosforila
en residuos de tirosina. En seguida, se induce la fosforilacion de la familia de proteinas
sustrato del receptor de insulina (IRS-1 e IRS-2, del inglés Insulin receptor substrate) en
residuos de tirosina (sitios de activacion). Esta etapa constituye el sitio estratégico de control
en esta via. Posteriormente, las proteinas IRS forman un complejo con la subunidad
reguladora del fosfoinositol-3-cinasa (P13K, del inglés Phosphoinositide 3-kinase), referida
como p85, la cual favorece la activacion de PI3K, segundo sitio de control. El PI3K cataliza
la fosforilacion del fosfatidilinositol difosfato (PIP2, del inglés Phosphatidylinositol 4,5-
bisphosphate) para formar fosfatidilinositol trifosfato (PIP3, del inglés Phosphatidylinositol
3,4,5-triphosphate). El aumento de PIP3 activa a las proteinas cinasas dependientes de 3-
fosfoinositol (PDK-1y PDK-2, del inglés 3-phosphoinositide-dependent protein kinase) que
promueven la fosforilacion y activacion de la proteina Akt en los residuos de serina 473 y
treonina 308, tercer sitio estratégico de control. Por Gltimo y especificamente en relacion al
metabolismo de glucosa, Akt cataliza la fosforilacion de la proteina sustrato de Akt de 160
kDa (AS160, del inglés Akt subtrate of 160 kDa) y estimula la translocacion de los
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transportadores de glucosa, GLUT4, desde las vesiculas intracelulares a la superficie de la
membrana celular para permitir el ingreso de glucosa (Swiderska et al., 2018).

El efecto anti-lipolitico de la insulina en el tejido adiposo consiste en inhibir la lipolisis
estimulada caracteristica del ayuno por medio de la activaciéon de su via de sefializacion.
Una vez que la insulina se une a su receptor y éste se activa, se inicia la via de sefializacion
previamente descrita. Una vez que se activa Akt, ésta activa a la fosfodiesterasa 3 (PDE, del
inglés phosphodiesterase-3), la cual promueve la hidroélisis del enlace 3-fosfoéster del AMPc
en su forma inactiva 5"AMP. Al no haber suficiente AMPc, se inhibe la lipdlisis ya que este
segundo mensajero es indispensable para la activacion de la cinasa PKA, que de manera
estimulada, fosforila a la perilipina y a la HSL, para activarlas y llevar a cabo la lipélisis
estimulada (Arner, 2005). Adicionalmente, el aumento en 5°AMP, producido por la
activacion en la via de sefializacion de la insulina, activa a la cinasa activada por AMP
(AMPK, del inglés AMP-activated protein kinase), la cual fosforila a la lipasa HSL pero en
sitios de inactivacion, especificamente en la serina 565, por lo que se bloquea la
translocacion de HSL y se inhibe la lipdlisis (Frihbeck et al., 2014). Otra forma en la que la
insulina suprime la lipolisis es mediante la activacion de la proteina fosfatasa 1 (PP1, del
inglés protein phosphatase 1), la cual remueve las fosforilaciones de activacion de la
perilipina y de la HSL (Clifford et al., 1998).

Otra via en la que se inhibe la lipolisis estimulada, es a través de la activacion de receptores
acoplados a proteinas Gau inhibitoria. La activacion de Gai inhibe a la AC, reduciendo asi
los niveles de AMPc y por ende reduciendo igual los niveles de activacién de la PKA. La
activacion de la proteina Gaou puede darse por la union de catecolaminas, [-hidroxibutirato,
prostaglandinas, adenosina y lactato al receptor acoplado (Morigny et al., 2021). En la
Figura 3 se esquematiza la via de sefializacion del efecto anti lipolitico de la insulina en el
tejido adiposo.

19



[3-Adrenergic receptor

Cell membrane
Y X \‘ F““"
l\ ““\\‘\ ( :I

000t

1800000000000008, e
l:':‘:lxlx!zlxl.l 1 | l | l { III lexlll lllxll';"l l l ' ' '
i

@ Inactive PKA

TAG FA Lipid droplet

Figura 3: Representacién esquematica de la via de sefializacion del efecto anti lipolitico
de la insulina. Adenilato cicalsa, AC; adenosin monofosfato ciclico, AMPc; adenosin
trifosfato, ATP; cinasa activada por AMP, AMPK; diglicérido, DG; fosfodiesterasa 3,
PDE; gen comparativo de identificacion 58, CGI-58; lipasa de triglicéridos del tejido
adiposo, ATGL; lipasa sensible a la hormona, HSL; monoglicérido, MG; proteina cinasa
A, PKA; proteina fosfatasa 1, PP1; proteina G con subunidad « estimulatorias, Gaos;
proteinas G con subunidad « inhibitoria, Ga; triglicérido, TG. Figura modificada de
Fruhbeck et al., 2014.

3.2 Funcion de Akt y fosforilacion de Akt como punto estratégico en la via de la

insulina

Tal y como se describi6 en las secciones anteriores, Akt es una proteina que forma parte de
manera temprana en la via de sefializacion de la accion de la insulina, por lo que participa
tanto en la captura glucosa como en la inhibicion de la lipolisis. Akt tiene tres isoformas,
donde Akt-1 es de las mas importantes y, para que se lleva a cabo una activacién completa

de lavia, la fosforilacion de Akt en el residuo de serina 473 es critico (Summers et al., 2000).
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En este sentido se comprende que la via de sefializacién de Akt es un sitio estratégico del
metabolismo y, por lo tanto, esta bajo estricto control, cualquier alteracion en este sitio puede

causar diversas reacciones metabholicas, entre ellas la resistencia a la insulina.

De tal forma que, en condiciones fisiologicas durante el ayuno, la via de sefializacion de la
insulina debe de estar minimamente encendida. Sin embargo, se ha reportado que en
presencia de resistencia a la insulina y frente a una exposicion a dieta alta en grasa, la via

dependiente de Akt se encuentra activa (Liu et al., 2009).
4. Disfuncion del tejido adiposo por dieta alta en grasa

El tejido adiposo es un 6rgano central asociado a enfermedades como la obesidad, una de
las razones detras de la expansién del tejido adiposo es el consumo de DAG, sobre todo
cuando los lipidos constituyen mayor o igual cantidad del 30% del consumo energético
(Hariri y Thibault, 2010). La grasa proveniente de los alimentos es energéticamente densa,
es decir, aporta casi el doble de energia en comparacion a hidratos de carbono o proteinas y
sensorialmente es muy agradable al gusto, lo que puede llevar al individuo a
sobrealimentarse y con ello, subir de peso y expandir el tejido adiposo ya sea por hipertrofia
o0 hiperplasia (Ghibaudi et al., 2002). EI aumento de tejido adiposo por hipertrofia ocurre
porque en el postprandio la grasa no se oxida inmediatamente para generar energia, al
contrario, en el tejido adiposo la insulina sefializa para llevar a cabo lipogénesis, que consiste
en esterificar los acidos grasos libres provenientes de la dieta y almacenarlos como
triglicéridos (TG), o bien, convertir el exceso de glucosa consumida en acidos grasos (AG)

para también esterificarlos en forma de TG.

Frente a una dieta obesogénica, los acidos grasos libres en exceso dentro del adipocito se
acumulan y el tejido adiposo blanco se expande por hipertrofia, lo que produce estrés celular
por multiples vias. La hipertrofia de los adipocitos se asocia con la alteracion de muchas de
sus funciones, como la secrecidon de hormonas Ilamadas adipocinas, de las cuales destacan
dos muy importantes, adiponectina y leptina. La adiponectina promueve sensibilidad a la
insulina en otros organos y también tiene un efecto antiinflamatorio, esta hormona
disminuye en presencia del exceso de acidos grasos libres. La leptina es responsable de

generar saciedad, por lo que modula la ingesta de alimentos al inhibir la sensacion de hambre,
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y ademéas fomenta el gasto energético. La leptina aumenta de forma proporcional a la
cantidad de tejido adiposo, generando eventualmente resistencia a la leptina a nivel de

sistema nervioso central (Luo y Liu, 2016; Mustieles y Arrebola, 2020).

A nivel molecular, la desregulacion de las adipocinas junto con el aumento de especies
reactivas de oxigeno (EROs), derivadas del estrés mitocondrial y del reticulo endoplasmico,
promueven la sobreproduccion de mediadores de inflamacion (ej. factor nuclear kappa B
(NFxB, del inglés nuclear factor kappa B), factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a, del inglés
tumor necrosis factor alpha), interleucina 6 (IL-6, del inglés interleukine-6), cinasa N-
terminal c-Jun (JNK, del inglés c-Jun N-terminal kinase)) los cuales atraen macréfagos y
éstos producen un microambiente en donde el adipocito secreta més citocinas pro-
inflamatorias (Poret et al., 2018). En este ambiente, la via de sefializacion de la insulina se
ve también afectada ya que el factor de transcripcion TNF-o estimula a la proteina INK y
ésta inhibe a IRS-1, con lo que la cascada de sefializacion de la insulina y por ende la
inhibicion de la lipdlisis y la captura de glucosa, se ven alteradas, lo que contribuye al
desarrollo de resistencia a la insulina en el adipocito. Por otro lado, TNF-a también aumenta
la lipolisis y con ello hay una mayor secrecion de acidos grasos libres que se liberan a la
circulacién sistémica, lo que contribuye a la acumulacion de grasa en érganos como higado,
pancreas y musculo, generando lipotoxicidad (de Ferranti y Mozaffarian, 2008; Mustieles y
Arrebola, 2020).

El grado de saturacion de los acidos grasos provenientes de la dieta también es un factor que
contribuye a la disfuncion del tejido adiposo. Cuando son mayormente &cidos grasos
saturados éstos tienen un efecto similar a la desregulacion por adipocinas al estimular los
factores de inflamacion, pero también a través de la sintesis de ceramidas y diacilgliceroles.
Por un lado los diacilgliceroles inducen la inactivacion de IRS, por lo que se relacionan con
la disminucién de las proteinas PI3K y Akt, mientras que las ceramidas se asocian con la
disminucion de fosforilacion de Akt (activacion), en ambos casos, disminuyendo la captura

de glucosa (Bikman y Summers, 2011; Ritter et al., 2015).
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5. Panorama de la obesidad en el mundo y en México

La etiologia de la obesidad es compleja y multifactorial, en términos simples se define como
lo acumulacion excesiva de tejido adiposo con un valor del indice de masa corporal mayor
o igual a 30. La ganancia de peso asociada a la obesidad y sobrepeso ocurre cuando existe
un desequilibrio energético donde es mayor la ingesta que el gasto energético, lo que actla
como un factor de riesgo para desarrollar enfermedades cardiovasculares, sindrome
metabolico, diabetes mellitus y algunos tipos de cancer (Organizacién Mundial de la Salud,
2020) La causa principal de la obesidad es el consumo de dietas hiperenergéticas y falta de
actividad fisica; sin embargo, hoy se sabe que esta enfermedad es también la suma de
factores ambientales, genéticos, estilo de vida y estilos y habitos alimenticios que no sélo
producen la ganancia de peso sino también una compleja disfuncion del metabolismo del

tejido adiposo.

Los cifras y la estadistica no son favorecedores, hasta el afio 2016 se estimé que el 39% de
la poblacién mundial adulta padecia sobrepeso, de los cuales el 13% padecia obesidad, lo
que se traduce 650 millones de personas con obesidad (OMS, 2020). El escenario en México
es preocupante, de acuerdo a la Gltima Encuesta Nacional de Salud y Nutricion el acumulado
de personas adultas con sobrepeso y obesidad es del 75.2% (39.1% sobrepeso y 36.1%
obesidad) (Insituto Nacional de Salud Publica, 2018), estas cifras sitian a México como el
pais nimero uno en obesidad y sobrepeso del mundo (Organizacion para la Cooperacion y

el Desarrollo Econémicos, 2020).
6. Disruptores quimicos del metabolismo

Desde que la obesidad ha emergido como una epidemia, la busqueda detras de los factores
que la ocasionan sugiere que la genética, la dieta, los habitos y el estilo de vida no son los
unicos responsables en la etiologia de la obesidad, sino que también los contaminantes

ambientales son participes en la ganancia de peso.

Se les conoce como disruptores endocrinos quimicos (DEQ) a todos esos contaminantes
ambientales que interfieren con las funciones hormonales del organismo y con ello

interrumpen vias de sefializacién que pueden llevar a producir enfermedades por
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alteraciones en el sistema endocrino. Muchos de estos contaminantes se pueden encontrar
en la naturaleza ya que provienen de la actividad industrial como por ejemplo los derivados
de hidrocarburos de la industria petrolera y metalQrgica; agricolas, como los pesticidas y
fertilizantes; sintéticos, para uso cosmético o alimentario y aquellos que son propios de la
corteza terrestre, como es el caso de los metales (como arsénico, cadmio, plomo), s6lo por
mencionar algunos. La exposicion diaria a estas sustancias puede provenir de cualquier
fuente, ya sea por productos cosméticos, plasticos, alimentos, agua, aire, farmacéuticos vy,
aunque la mayoria de estos quimicos tienen un uso particular, tienen un efecto negativo
sobre la salud actuando como DEQ. La lista es tan grande que hoy en dia se conocen mas
de 1,000 sustancias quimicas clasificadas como DEQ (Heindel, 2019).

Como ya se menciond anteriormente, el tejido adiposo aunado a su capacidad de expansion
por acumulo de triglicéridos tiene una funcion endocrina ya que secreta hormonas y acidos
grasos libres que tienen un papel importante en el metabolismo sistémico de lipidos y los
hidratos de carbono, por lo que a aquellos DEQ que predisponian al individuo a la ganancia
de peso por alteraciones en puntos estratégicos del metabolismo de lipidos en el tejido
adiposo, se les comenzo a conocer como obesogenos (Grun y Blumberg, 2006, 2009). Sin
embargo, debido a toda la investigacion que se ha realizado en torno a los DEQ, se ha
subclasificado a un grupo de DEQ denominados como disruptores quimicos del
metabolismo (DQM) a aquellas sustancias quimicas ambientales que no s6lo son capaces de
aumentar la expansion del tejido adiposo por hipertrofia o hiperplasia, pero también resultan
en otras disfunciones metabdlicas como resistencia a la insulina, intolerancia a la glucosa,
esteatosis hepatica y/o sindrome metabdlico, denominadas (Heindel et al., 2017; Veiga-
Lopez et al., 2018).

7. Lacontaminacién del agua de bebida y alimentos por arsénico como problema

mundial

Entre este subgrupo de DQM se encuentra el arsénico, un metaloide disperso en la corteza
terrestre pero que también proviene de la actividad metallrgica e industrial. Actualmente
representa un grave problema de salud en el mundo ya que ciertas poblaciones estan
expuestas al consumo de arsénico inorganico a través del agua de uso (consumo, uso
domeéstico o agua de riego para cultivos). Muchos paises a nivel mundial presentan altos
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niveles de arsénico en el agua subterranea, es decir, por arriba del nivel permisible
internacional de 10 pg/L (Organizacion Mundial de la Salud, 2018), se estima
aproximadamente que entre 220 y 300 millones de personas en el mundo estan expuestas a
elevadas concentraciones de arsénico debido a la contaminacion del agua subterranea
(Podgorski & Berg, 2020; Quansah et al., 2015). Sin embargo, la normatividad Mexicana
establece como limite méximo 25 ug/L (Secretaria de Salud, 2000) para agua de uso y de 10
ug/L para agua embotellada y hielos (Secretaria de Salud, 2015) . En México se han
encontrado concentraciones hasta de 400 pg/L en el agua de uso (Cebrian et al., 1983; Rosas
et al., 1999, Podgorski y Berg, 2020), es decir, muy por arriba de este limite permisible. Los
estados que han reportado niveles altos de arsénico son (en orden alfabético): Aguascalientes,
Baja California Norte, Baja California Sur, Chihuahua, Coahuila, Durango, Guanajuato,
Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Michoacan, Morelos, Nuevo Ledn, Oaxaca, Puebla, San Luis

Potosi, Sonora, Tabasco, Zacatecas (Bundschuh et al., 2021).

La toxicidad del arsénico depende de su estado de oxidacidn, trivalente (As'"") o pentavalente
(AsY), y de la forma quimica en la que se presente, inorganica (iAs) u organica. La forma
guimica mas abundante en el agua es la inorganica (Joint FAO/WHO Expert Committe on
Food Additives, 2011) como arsenato (iAsY), la cual rapidamente se puede reducir y
convertirse en arsenito (iAs'"), la cual se considera la mas toxica (Bundschuh et al., 2012;
IARC y WHO, 2012). Tras el consumo de iAs por medio del agua, el cuerpo lo
biotransforma por medio de una serie de reacciones de 6xido-reduccion y metilaciones
donde inserta grupos metilo (CHs") con el objetivo de detoxificar al organismo, de tal
manera que se producen cuatro principales productos de biotransformacion organicos
metilados: acido  monometilarsonico  (MMAY), dimetilarsinico ~ (DMAY),
monometilarsonoso (MMA'"") y dimetilarsinoso (DMA""). No obstante, estos compuestos
gue antes se creia sélo eran parte de la ruta de detoxificacion, hoy se sabe que son altamente
toxicos, inclusive mas que el iAs, particularmente las especies trivalentes MMA!"' y DMA!"!
ya que tienen una alta afinidad a los grupos tiol (-SH) y proteinas celulares (ASTDR, 2010;
Drobna et al., 2009). La ruta de excrecion del arsénico es a través de la orina aunque se ha
visto que también se elimina a través de las ufias, el cabello y en menor medida las heces
(ASTDR, 2010B)
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Ademas del agua de uso, existen otras fuentes de exposicion a arsénico a través de otro tipo
de bebidas y alimentos. El arrastre del arsénico a través de la tierra hasta el agua del subsuelo
que se extrae para uso humano y riego de cultivos resulta en la contaminacion de estos
productos de consumo humano. Algunas marcas de agua embotellada y agua mineral
Pefafiel han llegado a mostrar concentraciones de arsénico por arriba de la norma
internacional o la nacional para agua de bebida y hielos, (10 pg/L) (Gutiérrez-Alcald, 2019),
jugo de manzana (Wilson et al., 2012), en alimentos para bebés (HBBF, 2017) y en arroz
(Garcia-Rico et al., 2020). En humanos, en general se maneja que la dosis letal de arsénico
ingerido es de 1-3 mg/kg. (PHE Centre for Radiation Chemical and Environmental Hazards,
2016)

8. Arsénico como factor de riesgo en el desarrollo de diabetes mellitus y obesidad
8.1 Diabetes mellitus

La diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) es un desorden metabolico donde uno de los eventos
fisiologicos més importantes es la resistencia a la insulina, asociada junto con alteraciones
en la secrecion de la insulina (Farkhondeh et al., 2019). Los efectos del arsénico como
diabetdgeno se han estudiado extensamente a través de estudios epidemioldgicos o por
medio de modelos in vivo e in vitro. La evidencia experimental demuestra que este metaloide
resulta como factor de riesgo para DMT2 por medio de cuatro principales procesos
conocidos al momento a nivel molecular (Martin et al., 2017), los cuales se mencionan a

continuacion.

A) Desregulacion de la secrecion de insulina en células p-pancredtica: Uno de los
mecanismos descritos es disminuyendo la secrecion de insulina estimulada por glucosa
debido a un pérdida en las oscilaciones de calcio que hacen que la calpaina-10 no se active
de forma adecuada y, por lo tanto, no se pueda llevar a cabo el corte proteolitico de la
proteina SNAP-25 para que los granulos de insulina se puedan fusionar con la membrana
plasmatica (Diaz-Villasefior et al., 2006, 2008). Por otro lado, la respuesta antioxidante
enddgena estimulada por la presencia del arsénico inhibe las EROs inducidas por glucosa
gue, en este caso, son parte de la maquinaria de sefializacion que promueve la secrecion de

insulina in vitro (Fu et al., 2010). Dover y colaboradores, en un estudio in vitro, sugieren
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que otro de los mecanismos por los que el arsénico, especificamente el iAs" y DMA!"!
alteran la funcion de la célula B-pancredtica es a través de la desregulacion de la funcién
mitocondrial, lo que tiene como consecuencia la inhibicién de la secrecion de insulina
(Dover et al., 2018). En cuanto a la respuesta inflamatoria, el arsénico induce factores de
inflamacién como NF-xB que elevan el nivel de EROs y dan lugar a apoptosis celular
(Farkhondeh et al., 2019). La exposicion aguda a concentraciones toxicas de iAs'"!, del orden

de 100 a 200 uM también altera la secrecion de insulina in vitro (Ahangarpour et al., 2017).

B) Inhibicion de la captura de glucosa dependiente de insulina: Se ha estudiado en modelos
in vitro de adipocitos que el arsénico inorganico en concentraciones subcronicas perturba la
via de sefializacion de la insulina al disminuir los niveles de pAkt en serina 473 y treonina
308 (Paul, Harmon, et al., 2007A). En consecuencia se produce una disfuncion en la captura
de glucosa estimulada por insulina al disminuir la disminucion de la translocacion del
transportador GLUT4 hacia la membrana (Walton et al., 2004), lo que da lugar a resistencia
a la insulina. De igual manera, el arsénico en concentraciones ambientalmente significativas
de 1y 2 uM disminuyen el mRNA del gen Glut4 y la abundancia intracelular de la proteina
GLUT 4 (Xue et al., 2011).

C) Estimulacion de la gluconeogénesis hepética: El iAs en concentraciones crdnicas induce
la transcripcion y la expresion de la enzima paso limitante de la ruta encargada de la sintesis
de glucosa en el higado, la fosfoenol piruvato carboxicinasa (PEPCK, del inglés
phosphoenolpyruvate carboxykinase), lo que tiene como consecuencia hiperglicemia en
ayuno (Liu et al., 2014; Huang et al., 2015). En tejido adiposo, al igual que en el higado, el
arsénico induce la transcripcion y expresion de PEPCK, con la diferencia de que en el tejido
adiposo esta enzima participa en la gliceroneogénesis, la cual se encarga de la sintesis de
glicerol-3-fosfato (G3P), lo que tiene como consecuencia el aumento de la re-esterificacion

de &cidos grasos durante el ayuno (Beale et al., 2004; Liu et al., 2014).

D) Disminucion de la sintesis de glucogeno hepatico estimulado por insulina in vitro: El
arsénico aumenta la fosforilacion de la glucdgeno sintasa en la serina 641 lo que inactiva y
disminuye la actividad de la enzima que cataliza el paso limitante de la glucogénesis. Por el

contrario, el arsénico también aumenta la actividad relativa la enzima paso limitante de la
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glucogendlisis, la glucdgeno fosoforilasa, y en consecuencia, aumenta la glucosa libre en el
medio (Zhang et al., 2017).

8.2 Obesidad

La obesidad y DMT?2 son dos epidemias altamente correlacionadas que, aunque no son lo
mismo, la primera es el factor de riesgo mas importante para el desarrollo de la resistencia
a lainsulina, la cual es una de las complicaciones de la DMT2. El arsénico como DQM se
considera un factor de riesgo para el desarrollo de DMT2 mientras que la relacion con la
obesidad y el impacto en el tejido adiposo blanco no es del todo claro. Los pocos trabajos
que han estudiado el efecto del arsénico sobre el tejido adiposo no tienen mucha relacion y
seguimiento entre ellos y los objetivos son muy dispersos o poco claros. Los trabajos se han
enfocado en la diferenciacion y el crecimiento del adipocito, la secrecion de algunas
adipocinas, metabolismo de lipidos y de glucosa (Castriota et al., 2020 A; Ceja-Galicia et al.,
2017).

Se han realizado estudios in vitro para determinar el efecto del arsénico sobre la
diferenciacion de pre adipocitos describe que a concentraciones de 3 uM ésta disminuye

significativamente y a partir de 6 a 10 uM se inhibe por completo (Trouba et al., 2000).

Al evaluar el efecto del arsenito sobre la proteina estimulante de unién a CCAAT alfa y beta
(C/EBP-0, C/EBP-B) y PPARy se encontr6 que la expresion y transcripcion de estas
proteinas asi como su interaccion disminuye en un rango de concentraciones de 0.2-6 uM,
lo que se traduce en una disminucién de la adipogénesis (Wauson et al., 2002; Xue et al.,
2011; Yadav et al., 2013). El estrés del reticulo endoplasmico por la presencia de arsénico
induce la expresién de la proteina homdéloga potenciadora de la union a CCAAT (CHOP),
la cual desregula la adipogénesis al reducir la expresion de los genes involucrados en dicha
via, como es el caso de PPARy y C/EBP-a (Hou et al., 2013).

En cuanto a la secrecion de adipocinas, en particular de adiponectina, que junto con la
insulina regula el metabolismo de lipidos y glucosa. Song y colaboradores describen en un
modelo in vivo que la concentracion de adiponectina disminuye en suero tras una exposicion

crénica de 5-50 mg/L de arsenito sin alterar los niveles de glucosa e insulina en suero. Sin
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embargo, estas concentraciones de arsenito elevan los niveles de triglicéridos y colesterol
de alta densidad (HDL, del inglés high density cholesterol) por lo que perturba el
metabolismo de lipidos (Song etal., 2017). No obstante, concentraciones mas bajas y
ambientalmente mas significativas de arsénico en modelos in vitro (1 uM) revelan un
aumento en la lipdlisis basal medida a través de la secrecion de glicerol, mientras que en los
modelos in vivo (100 pg/L), el arsénico genera adipocitos de mayor tamafio (hipertroficos)
y una disminucion de la expresion de perilipina total, por lo que son adipocitos méas grandes

pero disfuncionales para el almacenamiento de lipidos (Garciafigueroa et al., 2013).

En relacion al metabolismo de glucosa, en modelos in vitro han evaluado el efecto del
arsénico sobre la captura de glucosa estimulada por insulina. Se ha encontrado que bajas
concentraciones de iAs'"' en un rango de 0.5-5 uM, y 0.5 de pM MMA!"" disminuyen la
captura de glucosa estimulada por insulina, lo cual va de la mano con la disminucion de la
fosforilacion de pAkt Ser 473 y la abundancia y transcripcion del transportador GLUT4
(Paul, Harmon, et al., 2007A; Xue et al., 2011; Padmaja-Divya et al., 2015).

De igual forma, con concentraciones subtdxicas de 20-100 uM de iAslll, 1-5 uM de MMA!!
y 2-10 uM de DMA!"" se disminuyen la captura de glucosa in vitro estimulada por insulina
y la translocacion del transportador GLUT4 hacia la membrana. En cambio, de manera
independiente de insulina s6lo a una concentracion de 100 uM de iAs"" disminuye la captura
de glucosa (Walton et al., 2004).

Por otro lado, en modelos in vivo han evaluado el efecto con concentraciones cronicas de 50
mg/L de iAs""y los resultados muestran que la glucosa postprandial se eleva, o dicho de otra
forma, se altera la tolerancia a la glucosa o capacidad de otros 6rganos periféricos de capturar
glucosa, lo cual es uno de los primeros indicadores de la resistencia a la insulina (Paul,
Herndndez-Zavala, et al., 2007B).
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9. Efecto de la dieta alta en grasa en combinacién con arsénico.

Los estudios que estudian el efecto de una dieta alta en grasa en presencia de arsénico sobre

el metabolismo de lipidos y glucosa son muy limitados.

En la fisiopatologia de la DMT2 se produce resistencia a la insulina, hiperglucemia e
hiperinsulinemia. No obstante, la evidencia muestra que la exposicion cronica a
concentraciones altas de 25 y 50 mg/L de arsénico aumentan los niveles de glucosa en sangre
(hiperglicemia) pero disminuyen tanto la cantidad de insulina en suero (hipoinsulinemia)
como la resistencia a la insulina. Finalmente, en cuanto al metabolismo de lipidos, esta
combinacidn de dieta y arsénico disminuye el contenido de triglicéridos en suero y en higado,
es decir genera hipolipidemia (Paul et al., 2011).

Por otra parte, la existente evidencia experimental in vivo revela que con concentraciones
altas de 25 y 50 mg/L de arsénico (es decir 2,500 y 5,000 veces mas que la concentracién
internacional permitida) junto con una dieta alta en grasa se disminuye el peso del higado y
del pancreas, se reduce el contenido y la secrecidn de insulina de los islotes pancreéticos, se
aumenta la leptina y adiponectina en suero, se aumenta el estrés oxidante a través de las
EROs y el dafio a la membrana mitocondrial junto con la disminucion del contenido de

enzimas antioxidantes (Ahangarpour, Alboghobeish et al., 2018 A).

Otros estudios que también han evaluado el efecto combinado de la dieta alta en grasa con
arsénico en otros drganos, describen que la combinacion de ambos factores aumenta el
riesgo a padecer DMT?2 en individuos con obesidad (Castriota et al., 2018). En roedores,
dicha combinacion aumenta el estrés oxidante a través de las EROs produciendo dafio
cardiaco y pulmonar (Ahangarpour et al, 2018A; Hemmati etal., 2018), genera
hipertiroidismo (Ahangarpour et al, 2018 B), induce efectos toxicos en el sistema
reproductor (Ahangarpour et al., 2019), perturba la memoria (Alboghobeish et al., 2019B).
Adicionalmente, la combinacion se asocia a un mayor dafio en la funcion y acumulacion de
arsenico en higado y rifiones, probablemente por la disminucién en la abundancia y

diversidad de la microbiota intestinal causada por la dieta alta en grasa (Liu et al., 2020).
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En referencia al metabolismo del tejido adiposo blanco, datos previos del laboratorio de que
dieron pie a esta tesis, revelan que el marcador del indice de lipdlisis en suero disminuye
significativamente en ratones C57BL/6 alimentados con dieta alta en grasa (39.1% kcal de
grasa) pero el efecto se exacerba cuando los ratones son ademas expuestos en conjunto a
100 pg/L de arsénico inorganico en al agua de bebida. De manera molecular, los niveles de
activacion de la HSL apoyan dicho efecto, en particular en el tejido adiposo retroperitoneal
(Calderon-DuPont et al., 2022)

De manera contraria, los indices de resistencia a la insulina de tejido adiposo evaluado a
través de metabolitos en suero, aumentan por efecto de la dieta alta en grasa y el efecto del
arsénico genera un mayor aumento de forma aditiva en presencia de arsénico (Calderén-
DuPont et al., 2022).
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JUSTIFICACION

La lipdlisis estimulada es una de las principales funciones del tejido adiposo blanco y su
desregulacion afecta al organismo de forma sistémica. La lipdlisis estimulada se regula tanto
positivamente en condiciones de ayuno como negativamente por insulina durante el
postprandio. De tal forma que la disfuncionalidad lipolitica del tejido adiposo blanco que se
asocia a la obesidad, se caracteriza por una disminucion en la lipdlisis estimulada durante el
ayuno Yy una resistencia a la insulina, la cual se traduce como una falta de efecto anti-

lipolitico de la insulina en el tejido adiposo blanco durante el postprandio.

La expresion de la perilipina asi como su fosforilacion de activacion en serina 522, es un
punto de regulacion estratégico en la lipdlisis estimulada, ya que al fosforilarse, por un lado
liberaa CGI-58, el cual es el coactivador de la lipasa ATGL y por otro lado permite el acceso
a la lipasa HSL hacia la vacuola lipidica. De igual forma, un punto crucial en la via de
sefializacion de la insulina es la fosforilacion de Akt en serina 473, la cual en ayuno debe de
encontrarse bastante disminuida y un aumento se interpreta como una desensibilizacion de
la via asociada a resistencia a la insulina, lo cual no permite que, ante el estimulo
postprandial, que se acompafia con el aumento en la concentracion sérica de insulina, la via

se active de forma adecuada y la lip6lisis estimulada se inhiba.

Dado que el arsénico potencia el efecto de la dieta alta en grasa sobre la disminucion en la
lipdlisis estimulada (indice de lipolisis) y el aumento de la resistencia a la insulina del tejido
adiposo (indice ADIPO-IR), evaluados a través de marcadores en suero, resulta de interés
evaluar a nivel molecular los puntos de regulacién de la lipdlisis estimulada y de la via de

sefializacion de la insulina en los depdsitos de tejido adiposos visceral y subcutaneo.
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HIPOTESIS

El tejido adiposo blanco de aquellos animales que fueron alimentados con dieta alta en grasa
presentan en estado de ayuno con respecto al grupo control, menor proporcion de la proteina
fosforilada de perilipina en la serina 522 y mayor proporcién de Akt en la serina 473, como
indicadores de inhibicion de la lipolisis estimulada y resistencia a la insulina de tejido

adiposo, respectivamente.

El arsénico exacerba el efecto negativo ocasionado por la dieta alta en grasa sobre el efecto
de la fosforilacion en perilipina y Akt, lo que indica que la regulacién de la lipolisis

(independiente y dependiente de insulina) se altera en presencia de este metaloide.

A nivel molecular existe un mayor efecto negativo sobre los marcadores de la lipo6lisis
estimulada (perilipina) y resistencia a la insulina (Akt) en los tejidos adiposos viscerales en

comparacion con el tejido adiposo subcutaneo.

OBJETIVO GENERAL

Estudiar puntos de regulacion positiva y negativa de la lipdlisis estimulada en tejido adiposo
blanco subcutaneo y visceral (epididimal y retroperitoneal) de ratones macho alimentados
con dieta control o alta en grasa y con o sin exposicion crénica a arsénico en el agua de
bebida.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar el grado de expresion de la proteina perilipina-1 y su respectiva fosforilacion de
activacion en el residuo de serina 522 en tejido adiposo blanco subcutaneo y visceral de
ratones en ayuno alimentados con dieta control o alta en grasa y con y sin exposicién cronica

a arsénico en el agua de bebida.

Determinar el grado de expresion de la proteina Akt y su respectiva fosforilacion de
activacion en el residuo de serina 473 en tejido adiposo blanco subcutaneo y visceral de
ratones en ayuno alimentados con dieta control o alta en grasa y con y sin exposicién cronica

a arsénico en el agua de bebida.
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MATERIAL Y METODOS

La estrategia general de las etapas que constituyeron este proyecto se describe brevemente

en la Figura 4.

Alimentacioén a ratones y
exposicion a arsénico

_’ * Subcutaneo
Obtencion de %. Epididimal
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e g AN
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Figura 4: Metodologia en diagrama de bloques. El disefio experimental y la obtencion
de tejidos se realizaron previo al desarrollo del presente trabajo. El proyecto se dividio
en 4 etapas principales que se muestran en las flechas centrales y cada una consistié de
subpasos individuales. SDS-PAGE (siglas en inglés de electroforesis en gel de
poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio), 1° (primario), 2° (secundario).
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1. Modelo y disefio experimental

Las muestras del estudio fueron obtenidas previamente por el grupo de trabajo del
laboratorio B249 del departamento de Medicina Gendmica y Toxicologia Ambiental del
Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM a partir del siguiente estudio experimental.
El disefio consistié en alimentar por 8 semanas a ratones macho de la cepa C57BL/6 con
dieta control (DC) (11.9% kcal de grasa) (n=18) o con dieta alta en grasa (DAG) (39.1%
kcal de grasa) (n=18), ambas dietas de la marca Testa Diet (DC #5TJS y DAG #57JN).
(Protocolo numero 162 aprobado por el Comité para el Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio de la Universidad Autdnoma de México, Xochimilco). En la Tabla 2 se resume

el contenido energético y la composicion de &cidos grasos de ambas dietas.

Tabla 2: Composicién de las dietas

Dieta control

Proteina (% kcal) 15.9 15.8
Grasa (% kcal) 11.9 39.1
Hidratos de carbono (% kcal) 72.2 45.1

Dieta control

Colesterol (ppm) 1.323 1.707

Acido linoleico (%) 0.44 1.70

Acido linolénico (%) 0.04 0.16

Acido araquidénico (%) 0.01 0.02
Acidos grasos Omega-3 (%) 0.06 0.23

Ac. Grasos saturados totales (%) 2.03 7.92
Ac. Grasos insaturados totales (%) 1.61 6.28
Ac. Grasos poliinsaturados totales (%) 0.80 3.14

Dieta control

Lardo (%) 30.3 30.3
Aceite vegetal (%) 30.3 30.3
Grasa de leche (%0) 30.3 30.3
Aceite de soya (%) 6.4 6.4
Aceite de maiz (%) 2.7 2.7

w
(8]



Posteriormente, por otras 8 semanas, la mitad de cada grupo se le administraron 100 pg/L
de arsénico inorganico en el agua de bebida, lo que seria aproximadamente igual a 20 pg/L
aproximadamente en humanos, debido a que la tasa de metabolismo del arsénico es mayor
en los roedores (Castriota et al., 2020 B) junto con la dieta inicial. En total resultaron cuatro

grupos experimentales (n=9 cada uno).

Al cabo de las 16 semanas del estudio, luego de 6 horas de ayuno se llevo a cabo la eutanasia
de los ratones y se extrajeron los diferentes tipos de tejido adiposo blanco de cada ratén:
subcutaneo (n=36), visceral epididimal (n=36) y visceral retroperitoneal (n=36), sumando
un total de 108 muestras. Las muestras fueron enjuagadas en solucion salina (NaCl 0.9%) y
posteriormente criopreservadas a -70°C hasta su analisis. La Figura 5 esquematiza el disefio

experimental.

Alimentacién y exposicion a arsénico I Obtencion de tejidos I
DC
n=9 TAE
DC M
'9 Dieta control (n=36)
(11.9 % kcal
grasa) DC+As
100 ug/L iAs
Y —
TAR
C57BL/6 DAG (n=36)
(n=36) n=
> DAG
Dieta alta engrasa DAG + As
(39.1% kcal =9 (Jf;)
grasa) 100pg/L iAs
1 8 16

Tiempo en semanas

Figura 5: Disefio experimental grafico. Grupos experimentales a lo largo del tiempo del
estudio, alimentados con dos diferentes dietas y con la exposicion a arsénico inorganico
(iAs). Al término del estudio se obtuvieron tres tejidos adiposos blancos para cada grupo.
Dieta control (DC), dieta control con arsenico (DC-As), dieta alta en grasa (DAG), dieta
alta en grasa con arsénico (DAG-As). Tejido adiposo epididimal (TAE), tejido adiposos
retroperitoneal (TAR) y tejido adiposo subcutaneo (TAS).
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2. Extraccion de proteina de tejido adiposos blanco

Se tomaron ~100 mg de cada muestra de tejido congelado, se colocaron en un tubo de ensaye
de 13x75 cm que previamente contenia 300 pL del buffer de ensayo de
radioinmunoprecipitacion (RIPA) para extraccion (Tris-HCI 25 mM, NaCl 150 mM, Igepal
1%, SDS 0.1% y desoxicolato de sodio 1%) en agua desionizada en presencia de un coctel
de inhibidores de proteasas y fosfatasas (Roche Cat. 11836153001), NaF 1 mM y NazVVOq
2 mM y con ayuda de un taladro motorizado se homogeneiz6 las muestras, (Apéndice A
para mas informacion de reactivos). Un vez homogeneizadas las muestras se traspasaron a
un tubo Eppendorf de 1.5 mL, se dejaron incubar en hielo por 40 min y en seguida se
centrifugaron las muestras a 15700 RCF, a 4°C por 15 min. Se recuperd el extracto proteico
a partir del sobrenadante, evitando la toma de grasa localizada en la interfase, y se depositd

en un tubo nuevo. En todo momento la manipulacion de las muestras se realizo en hielo.
3. Cuantificacién de proteina

La cuantificacion de proteina se realizd con la técnica de Lowry mediante el kit DC™
Protein Assay (Reactivos A, B y S) (Bio-Rad Cat. 5000112). Dicha metodologia consta de
una reaccion colorimétrica capaz de detectar concentraciones de proteina de forma lineal
hasta 2 mg/mL. Las muestras se analizaron mediante una curva estandar de calibracion de
0.125 — 2 mg/mL con albimina de suero bovino (BSA). En una placa de 96 pozos se
colocaron 5 pL de cada estandar de la curva, de muestra, o agua desionizada como blanco,
y con una pipeta multicanal se agregaron 25 pL del reactivo A" (mezcla del reactivo A
(NaOH Yy tartrato de cobre) con el reactivo S (SDS)) y 200 pL del reactivo B (reactivo de
Folin). Este tratamiento se realiz6 para cada pozo que contenia ya sea un volumen de blanco,
muestra o estandares de calibracién, todos por duplicado. Finalmente, se dejé reposar la
placa por 15 minutos a temperatura ambiente y en ausencia de luz. En seguida se realizé la
lectura de absorbancia en el espectrofotometro iMark™ Microplate Absorbance Reader

(BioRad) a una longitud de onda de 750 nm.

Dado que las placas eran solo de 96 pozos y se cuantificaron 108 muestras por duplicado,

fue necesario emplear mas de una placa, no obstante, en cada una de ellas se prepard una
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curva estandar que sirvio para calcular las concentraciones de proteina a partir de la ecuacion

de la recta.

Con la finalidad de estandarizar la técnica de Western blot para los diferentes anticuerpos,
cuidando que las inmunoreacciones no estuvieran saturadas, una vez que todas las muestras
estaban cuantificadas, se prepararon los pools 0 mezcla de los tres tejidos TAS, TARy TAE,
cada uno a una concentracion de 0.55 mg/mL de proteina. Se prepararon los pools 0 mezcla
de muestras con las 9 muestras de los 4 grupos experimentales (36 cada uno) para los tres

tejidos experimentales.

Para el analisis de las muestras, también se preparon pools por cada uno de los 4 grupos
experimentales (n= 9 ratones c/uno) dieta control (DC), dieta control con arsénico (DC-As),
dieta alta en grasa (DAG) y dieta alta en grasa con arsénico (DAG-As) para cada uno de los
3 tejidos adiposos (epididimal, retroperitoneal y subcutaneo) a una concentracion de 0.55

ng/uL (Figura 6).

TAE TAR TAS

DC DC-As DAG DAG-As DC DC-As DAG DAG-As DC DC-As DAG DAG-As

Figura 6: Preparacion de muestras en pools por tejido. Cada pool tiene una
concentracion de proteina total de 0.55 ug/uL y una n=9. Dieta control (DC), dieta
control con arsénico (DC-As) dieta alta en grasa (DAG), dieta alta en grasa con arsénico
(DAG-As). Tejido adiposo epididimal (TAE), tejido adiposos retroperitoneal (TAR) y
tejido adiposo subcutaneo (TAS).

4. Western blot
4.1 SDS-PAGE

Las muestras de proteinas se desnaturalizaron con temperatura a 95°C por 5 minutos en

buffer Laemmli 4X y B-mercaptoetanol, electroforesis se resolvio en geles de poliacrilamida
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en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) al 12%, de 1.5 mm de grosor y con 10 pozos.
Se prepard un gel por cada tejido adiposo en donde se carg6 el pool 0 mezcla de muestras
de cada grupo experimental por duplicado. La alineacion de proteinas se llevo a cabo a 75
V por 30 min y la separacion a 100 V por 90 min, aproximadamente, en buffer de corrida
(Tris-Base 250 mM, glicina 1.92 M, SDS 1%, pH 8.3). En cada gel se cargaron 5 pL del
marcador de peso molecular Precision Plus Protein™ Kaleidoscope ™ Standard (Bio-Rad,
Cat. 161-0375).

4.2 Transferencia

La proteina de los geles se transfiri6 a membranas de fluoruro de polivinilideno (PVDF) de
0.2 umy de baja auto fluorescencia (Bio-Rad Cat. 162-0177) en condiciones himedas a 4°C,
empleando el buffer de transferencia Shafer-Nielsen frio (Tris-base 48 mM, glicina 39 mM,
SDS 0.00375%, metanol 20%) a 100 V por 1 h.

4.3 Confirmacion de transferencia por tincion con Ponceau-S

Terminada la transferencia, las membranas se tifieron unos minutos con una solucion de 0.2%
de Ponceau-S (Sigma Aldrich Cat. P3504-10G), en 0.5% de &cido acético mientras que los
geles se tifieron con Azul de Coomassie al % para verificar la transferencia de las proteinas

desde el gel hacia la membrana.
4.4 Bloqueo

Las membranas lavadas en buffer TBS con tween 20 (Sigma, Cat P7949) al 0.1% (TBS-T)
y sin Ponceau-S se bloguearon con TBS-T y leche en polvo baja en grasa al 5% (Bio-Rad
Cat. 170-6404) por 1 hora.

4.5 Incubacion de anticuerpo primario y secundario

Los anticuerpos primarios se incubaron a 4°C toda la noche y al siguiente dia se dejaron
incubar por 1 hora a 25°C. Después de 3 lavados de 10 minutos con TBS-T a 25°C, se realiz6
la incubacion de los anticuerpos secundarios correspondientes por 1.5 horas a 25°C. Los
anticuerpos con los que se trabajo fueron los siguientes: anti-perilipina (Cell Signaling 9349)
a una dilucion 1:1,000; anti-perilipina-1 fosforilada ser 522 (Vala Sciences 4856) a una
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dilucion 1:1,500; anti Akt (Cell Signaling 9272) a una dilucion 1:1,000; y anti Akt-1
fosforilada ser 473 (Cell Signaling 9018) a una dilucion 1:500. Los anticuerpos secundarios
conjugados con peroxidasa (Anti-mouse Cat. GtxMu-003-DHRPX y Anti-rabbit Cat.
GtxRb-003-DHRPX, ImmunoReagents, Inc), para perilipina, p-perilipina-1, Akt se
utilizaron a una dilucién de 1:3,500 y para pAkt una dilucion de 1:2000 (ver Apéndice B
para la identificacion de los anticuerpos). Todos los anticuerpos fueron preparados en la

solucion de bloqueo.
4.6 Reaccion de quimioluminiscencia

La deteccidn de las proteinas se realizd por quimioluminiscencia mediante el reactivo de
Immobilon® ECL (Merck Millipore, Cat. WBKL50100) en el fotodocumentador GelLogic
(Kodak), con exposicion simultanea de los 4 grupos experimentales (DC, DC-As, DAG,

DAG-AS) y 3 tejidos adiposos para lograr una comparacion relativa entre ellos.
4.7 Tincion de la membrana con Azul de Coomassie como control de cagado

Una vez realizadas las reacciones de quimioluminiscencia, las membranas se tifieron con
Azul de Coomassie (Thermo Fisher Scientific Cat. 20278) con el objetivo de visualizar el
bandeo de proteina total transferida y analizarla mediante densitometria y con ello

normalizar los datos.
5. Anadlisis de datos
5.1 Densitometria optica y normalizacién de datos

Las iméagenes obtenidas en el fotodocumentador GelLogic se analizaron en el software de
Bio-Rad Image Lab 6.1 (Hercules, Ca, EUA). El andlisis consistié en obtener valores
numericos que representen la sefial de la proteina de interés. Se hizo un analisis de densidad
Optica y se descartd el fondo de la membrana para asegurar que el valor numérico
correspondia sélo a la sefial de la proteina. Los resultados presentados se obtuvieron primero
normalizando la proteina de interés entre la proteina total cargada, esto es, la densitometria
Optica de la membrana con anticuerpo entre la densitometria Optica de la membrana tefiida

con azul de Coomassie. Posteriormente, para determinar la proporcion de proteina
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fosforilada (activacion) se dividié la densitometria dptica de la proteina fosforilada
(previamente también normalizada al control de carga) entre su proteina total, es decir,

perilipina ser 522 entre perilipina total y pAkt ser 473 entre Akt total.
5.2 Analisis estadistico

Los datos de las muestras se presentan como la media + el error estandar de la media de
cuatro experimentos individuales por duplicado. Las diferencias entre los cuatro grupos
experimentales se evaluaron mediante un analisis de varianza de una via (ANOVA, del
inglés analysis of variance) seguida de la prueba de comparaciones mdultiples Fischer-LSD.
Se considerd una diferencia significativa con un valor de p<0.05. El analisis estadistico se
realiz6 empleando el software GraphPad Prism 8.0.1 (San Diego, CA, EUA).
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RESULTADOS

1. Estandarizacién de cantidad de anticuerpo y proteina para Western blot

La Tabla 3 resume las diluciones de anticuerpo evaluadas para cada proteina de forma inicial,
asi como la dilucidn final seleccionada. De inicio, todas las diluciones se probaron con 20
Kg de proteina y para cada tejido. En esta etapa se identifico la dilucidn de anticuerpo que
permitiera detectar la mejor sefial, sin que la sefial se saturara pero que tampoco fuera
demasiado tenue. De igual forma, la Tabla 3 resume las cantidades de proteina total que se
probaron para cada proteina. Se identifico que la cantidad que proporciono la sefial

qguimioluminiscente méas adecuada fue la de 20 ug.

Tabla 3: Estandarizacion de concentracion de anticuerpo primario para cada proteina
evaluada en los tres tejidos.

Perilipina total LI 1:750 1:1,000
Perilipina ser 522 1i?%05%0 Té%%o 1:1,500
Akt total ﬁ:ggg L 1:1,000
1:500 :
pAkt ser 473 1115%%0 1:750 1:500

Tabla 4: Estandarizacion de la cantidad de proteina evaluada en los tres tejidos

Perilipina total 10, 20, 30 pg 20 pug
Perilipina ser 522 10, 20, 30 pg 20 pg
Akt total 10, 20, 30 ug 20 g
pAkt ser 473 10, 20, 30 pg 20 pug
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En la Figura 7 se observan las detecciones representativas de los tres tejidos adiposos que
se realizaron para corroborar las condiciones previamente estandarizadas por el grupo de
trabajo del anticuerpo primario de perilipina total a una dilucién de anticuerpo de 1:1,000

en un blot con gradiente proteina.

Se evaluaron 10, 20 y 30 ug del pool de proteina de todas las muestras en cada uno de los 3
tejidos y se eligio la mejor sefial, la que asegurara detectar la sefial promedio de la proteina
en un rango intermedio con el objetivo de poder detectar muestras con menor 0 mayor
cantidad de proteina de interés de forma lineal. Se establecio que la cantidad de 20 pg es
adecuada, ya que se observan las sefiales de perilipina de forma intermedia, a diferencia de
10 pg que no se detectan en TAE y los 30 pug en TAR se ven muy saturados.

TAE TAR TAS
10 20 30 10 20 30 10 20 30

. . re el A e

Figura 7. Estandarizacion de las condiciones para detectar perilipina total.-. La
inmunodeteccion de perilipina se llevo a cabo con el anticuerpo diluido 1:1,000 (dilucién
previamente estandarizada en el laboratorio) con un gradiente de proteina total (10, 20 y
30 ug) evaluado en los tres tejidos. Tejido adiposo epididimal (TAE), tejido adiposo
retroperitoneal (TAR), tejido adiposo subcutaneo (TAS). Las muestras son un pool de las
diferentes condiciones experimentales.

En la Figura 8A se presentan las imagenes de la estandarizacién del anticuerpo primario
para p-perilipina ser 522 y como se puede observar, con las diluciones mas concentradas de
1:500, 1:750 y 1:1,000 las sefales de las bandas de proteina se ven muy similares entre ellas,
mientras que con la dilucion mas baja (1:2,000) se logra apreciar con mayor claridad las
diferencias en la abundancia de la proteina entre los tres tejidos pero con un poco de ruido

de fondo, por lo que se selecciond la dilucién de 1:1,500 para trabajar .
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En la Figura 8B se observa la estandarizacion de cantidad de proteina. Nuevamente vy al
igual que para la proteina total de perilipina, se decidid trabajar con 20 pg de proteina total,

ya que con ésta se pueden observar las bandas en los tres tejidos.

_TAE_TAR _TAS TAE__TAR _TAS TAE__TAR TAS TAE _TAR TAS
N ' o D N R | [P,
1:2,000 1:1,000 1:750 1:500
TAE TAR TAS
10 20 30 10 20 30 10 20 30
s s s ~
i - K
B

Figura 8. Estandarizacion de las condiciones para detectar p-perilipina 522. A. Se
presentan las membranas con las que se evaluaron las distintas diluciones de anticuerpo
contra de p-perilipina 522 en orden de menor (1:2000) a mayor concentracion (1:500)
en el tejido adiposo epididimal (TAE) en el retroperitoneal (TAR) y en el subcutaneo
(TAS). Las muestras son un pool de las diferentes condiciones experimentales. B. Se
presenta el gradiente de proteina total (10, 20 y 30 pg) evaluado en los tres tejidos.
Tejido adiposo epididimal (TAE), tejido adiposo retroperitoneal (TAR), tejido adiposo
subcutaneo (TAS). Las muestras son un pool de las diferentes condiciones
experimentales.

En la Figura 9A se observan las detecciones representativas que se realizaron para Akt total.
Como se puede ver, con la concentracion mas diluida de anticuerpo (1:2,000), la proteina
Akt es indetectable para cualquiera de los tres tejidos. Por el contrario, la dilucion mas
concentrada de anticuerpo (1:500) muestra una sefial saturada. Tanto las diluciones

intermedias 1:1,500 y 1:1,000 muestran una sefial adecuada. De tal forma que se seleccion6
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como dilucion final 1:1,000 ya que tiene menor ruido de fondo y con ello se facilita la

realizacién de las densitometrias.

Respecto a la cantidad de proteina total de Akt, al igual que para las proteinas anteriores, se
seleccionaron 20 ug del pool de proteina ya que se observa una sefial intermedia, ni
demasiado tenues ni saturadas para los tres tejidos, mientras que los 10 pug en TAE no se
detectan bien y con 30 ug se satura un poco en TAR (Figura 9B).

TAE TAR TAS TAE TAR TAS TAE TAR TAS TAE TAR TAS

— — ——
1:1,000 1:500

TAS
10 20 30

o

Figura 9. Estandarizacion de las condiciones para detectar Akt total. A. Se presentan las
membranas con las que se evaluaron las distintas diluciones de anticuerpo contra Akt en
orden de menor (1:2000) a mayor concentracién (1:500) en el tejido adiposo epididimal
(TAE) en el retroperitoneal (TAR) y en el subcutaneo (TAS). Las muestras son un pool de
las diferentes condiciones experimentales. Las lineas punteadas sobre las diluciones de
1:2000 y 1:1,500 indican cortes en los carriles de un mismo blot en el que originalmente
estas muestras en particular quedaban alejadas. B. Se muestra el gradiente de proteina
total (10, 20 y 30 ug) evaluado en los tres tejidos con una dilucion de anticuerpo de 1:1000.
Tejido adiposo epididimal (TAE), tejido adiposo retroperitoneal (TAR), tejido adiposo
subcutaneo (TAS). Las muestras son un pool de las diferentes condiciones experimentales.

En laFigura 10 se presenta la inmunodeteccion de pAkt ser 473 con la dilucion de anticuerpo
de 1:500, estandarizada previamente en el laboratorio, en un blot con gradiente de proteina.
Dado que dicha proteina se expresa poco, la imagen obtenida en el fotodocumentador

muestra algo de ruido de fondo. Se muestra el gradiente de la concentracién de total para la

45



deteccion de la proteina pAkt ser 473. Para esta proteina se seleccionaron también 20 pg ya
que es la sefial que mejor se detecta en los tres tejidos, a comparacién de 10 pg que casi no
se distingue en TAE ni TAS, o bien para 30 pg que casi no se distinguen en TAS.

TAE TAR TAS

Figura 10. Estandarizacion de las condiciones para detectar pAkt 473. Se presentan las
membranas con la dilucion de anticuerpo de 1:500 (dilucién previamente estandarizada
por el grupo de trabajo) en el tejido adiposo epididimal (TAE) en el retroperitoneal (TAR)
y en el subcutaneo (TAS). Las muestras son un pool de las diferentes condiciones
experimentales.

En resumen, en las Tablas 3 y 4, asi como las figuras 7-10 se presentan las pruebas necesarias
realizadas para establecer las condiciones éptimas de las 4 proteinas a evaluar por medio de
Western blot en los cuatro grupos experimentales que permitieron hacer el experimento

reproducible.

46



2. Abundancia de la proteina perilipina-1 en los tejidos adiposos de los ratones

con tratamiento

Con el fin de evaluar la regulacion positiva de la lipolisis estimulada en uno de sus sitios
estratégicos, se evalud en primer lugar la abundancia de perilipina total bajo el efecto de la

dieta alta en grasa con y sin exposicion a 100 pg/L de arsenito en agua (Figura 11).

De manera fisiologica, el TAS presenta menor abundancia de perilipina total en
comparacion con el TAR y TAE. En cuanto a las diferencias entre grupos, en el TAR la
combinacion DAG-As disminuyo significativamente (p<0.05) la abundancia de perilipina
total en un 26% con respecto a la condicion control (DC). En cambio, en el TAE sélo el
arsénico DC-As indujo de manera significativa (p<0.05) la abundancia de perilipina total en
un 42%. Por el contrario, en el TAS no se observan diferencias entre ninguno de los cuatro
grupos, por lo que en este tejido no se observa el efecto del arsénico, de la dieta alta en grasa

o de la combinacion de ambos (Figura 11).
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Figura 11. Abundancia de la proteina perilipina-1 total.- Tejido adiposo retroperitoneal
(TAR), tejido adiposo epididimal (TAE) y tejido adiposo subcutaneo (TAS) expuestos a
dieta control (DC) y a dieta alta en grasa (DAG), sin exposicién a arsénico (barras
blancas) y con exposicion a 100 ug/L de arsenito de sodio (barras negras). En la parte
inferior se encuentran los blots representativos de Perilipina total con un peso molecular
de 62 kDa y la tincion de la proteina total con azul de Coomassie para la normalizacion.
Media + EEM de 4 experimentos independientes por duplicado. ANOVA de una via, post
hoc LSD-Fisher, donde a>b, p<0.05. (*) Diferencias estadisticas respecto al grupo
control (DC) de TAR. (#) Diferencias estadisticas respecto al grupo control (DC) de TAE.
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3. Abundancia de la proteina perilipina fosforilada en el residuo ser 522 en los
tejidos adiposo de los ratones con tratamiento.

Posteriormente, se evalto la activacion de la lipolisis estimulada a través de la fosforilacion
de activacion de la proteina perilipina en el sitio de serina 522 tras la exposicion a una dieta

alta en grasa con y sin 100 pg/L arsenito en el agua de bebida (Figura 12).

De manera fisioldgica, el TAR es el tejido con mayor abundancia de p-perilipina 522 en
aproximadamente un 80% mas con respecto a TAE y TAS. En cuanto a las diferencias entre
grupos, en TAR se encontrd que el arsénico por si solo (DC-As) induce una mayor
abundancia significativa (p<0.05) de p-perilipina 522 con respecto al control en un 17%,
mientras que cuando se combina DAG-As se reduce de forma significativa (p<0.05) en
aproximadamente una tercera parte. En el TAE, los grupos con arsénico DC-As, DAG y la
combinacion de ambos (DAG-AS), elevan de manera significativa (p<0.05) la abundancia
de p-perilipina 522 con una marcada magnitud de aproximadamente 3 veces, sin ser
diferentes entre ellas tres. En el TAS se observé que sélo la combinacion DAG-As induce
un aumento significativo (p<0.05) de aproximadamente el doble de proteina fosforilada con

respecto al DC (Figura 12).
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Figura 12. Abundancia de la proteina p-perilipina 522.- Tejido adiposo retroperitoneal
(TAR), tejido adiposo epididimal (TAE) y tejido adiposo subcutaneo (TAS) expuestos a
dieta control (DC) y a dieta alta en grasa (DAG), sin exposicion a arsénico (barras
blancas) y con exposicion a 100 ug/L de arsenito de sodio (barras negras). En la parte
inferior se encuentran los blots representativos de p-perilipina 522 con un peso molecular
de 62 kDa y la tincion de la proteina total con azul de Coomassie para la normalizacion.
Media £ EEM de 4 experimentos independientes por duplicado. ANOVA de una via, post
hoc LSD-Fisher, a>b>c, p<0.05. (*) Diferencias estadisticas respecto al grupo control
(DC) de TAR.
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4. Proporcion de perilipina fosforilada (Ser522) respecto a la perilipina total en
los tejidos adiposos de los ratones con tratamiento

Con el fin de determinar la proporcion proteina fosforilada activada con respecto a la

proteina total, se determind la relacion p-perilipina ser 522/perilipina (Figura 13).

De manera fisiologica se puede observar que en el TAR hay una mayor proporcion de
proteina activada con respecto a TAE en un 75% y a TAS en un 57%. Se pueden observar
diferencias importantes entre los 4 grupos experimentales de cada tejido. En el TAR, se
encontré que en DC-As y la DAG, cada uno de manera individual, inducen una activacion
de perilipina significativamente mayor (p<0.05) y en la misma magnitud de
aproximadamente un 25% con respecto a DC. Por el contrario, la combinacion DAG-As
produce un efecto contrario que disminuye significativamente (p<0.05) la proporcion
activada de perilipina en un 22%, con respecto a la condicion control. En el TAE, el DC-As
duplica la proporcion de activacién de p-perilipina mientras que la DAG y la combinacion
DAG-As) aumentan (p<0.05) aproximadamente 3 veces méas. En el TAS, s6lo en DC-As se
aumenta la proporcion de activacion de p-perilipina de manera significativa (p<0.05) en un
63% (Figura 13).
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Figura 13. Proporcion fosforilada de p-perilipina 522 respecto a perilipina total.- Tejido
adiposo retroperitoneal (TAR), tejido adiposo epididimal (TAE) y tejido adiposo
subcutaneo (TAS) expuestos a dieta control (DC) y a dieta alta en grasa (DAG), sin
exposicion a arsénico (barras blancas) y con exposicion a 100 ug/L de arsenito de sodio
(barras negras). En la parte inferior se encuentran los blots representativos la pPerilipina
Ser 522 sobre la Perilipina total, con un peso molecular de 62 kDa y 60 KDa,
respectivamente. Media + EEM de 4 experimentos independientes por duplicado. ANOVA
de una via, post hoc LSD-Fisher, a>b>c, p<0.05. (*) Diferencias estadisticas respecto al
grupo control (DC) de TAR. (#) Diferencias estadisticas respecto al grupo control (DC)
de TAE.
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5. Abundancia de la proteina Akt-1 en los tejidos adiposos de los ratones con

tratamiento.

Con el objetivo de evaluar la via de sefializacion y resistencia a los efectos anti lipoliticos
de la insulina, primero se determino el efecto de los dos tipos de dieta con y sin exposicion
a 100 ug/L de arsenito en el agua de bebida sobre la abundancia de la proteina Akt total
(Figura 14).

De manera fisiologica se puede observar que el TAR tiene casi el doble de abundancia de
Akt total de forma significativa con respecto a TAE y TAS. En cuanto al efecto entre los
grupos experimentales, tanto en el TAR como en el TAE no se encontraron diferencias en
la abundancia de Akt total entre los cuatro grupos. Por el contrario, en el TAS la DAG casi
duplica la abundancia de Akt y lacombinacion DAG-As aumenta Akt aproximadamente 1.3

veces, ambos casos de forma significativa (p<0.05) (Figura 14).
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Figura 14. Abundancia de la proteina Akt total.- Tejido adiposo retroperitoneal (TAR),
tejido adiposo epididimal (TAE) y tejido adiposo subcutaneo (TAS) expuestos a dieta
control (DC) y a dieta alta en grasa (DAG), sin exposicion a arsénico (barras blancas) y
con exposicion a 100 ug/L de arsenito de sodio (barras negras). En la parte inferior se
encuentran los blots representativos de Akt total con un peso molecular de 60 kDa y la
tincion de la proteina total con azul de Coomassie para la normalizacién. Media + EEM
de 4 experimentos independientes por duplicado. ANOVA de una via, post hoc LSD-
Fisher, donde a>b>c, p<0.05. (*) Diferencias estadisticas respecto al grupo control (DC)

de TAR.
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6. Abundancia de la proteina Akt fosforilada en el residuo ser 473 en los tejidos

adiposos de los ratones con tratamiento

Dado que la cantidad de Akt activado por fosforilacion en condiciones de ayuno nos habla
del proceso de resistencia a la insulina, también se evalud la abundancia de la proteina
fosforilada Akt en el sitio de activacion ser 473, como sitio estratégico de la via de

sefializacion de la insulina y efecto anti lipolitico de la insulina (Figura 15).

De manera fisiologica entre los tres tejidos en las DC, no se observan diferencias
significativas. Sin embargo, en TAE la abundancia de pAkt de manera general tiende a ser
mayor que en los otros dos tejidos. En TAR, el grupo DAG-As muestra una tendencia a
disminuir con respecto a los otros 3 grupos experimentales. Por el contrario, en TAE tanto
en la condicion DC-As, DAG, asi como la combinacion DAG-As, muestran una tendencia

a aumentar con respecto al DC (Figura 15).
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Figura 15. Abundancia de la proteina pAkt 473.- Tejido adiposo retroperitoneal (TAR),
tejido adiposo epididimal (TAE) y tejido adiposo subcutaneo (TAS) expuestos a dieta
control (DC) y a dieta alta en grasa (DAG), sin exposicidn a arsénico (barras blancas) y
con exposicion a 100 ug/L de arsenito de sodio (barras negras). En la parte inferior se
encuentran los blots de pAkt Ser 473 con un peso molecular de 60 kDa y la tincién de la
proteina total con azul de Coomassie para la normalizacién. Media + EEM de 4
experimentos independientes por duplicado. ANOVA de una via, post hoc LSD-Fisher,
p<0.05.
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7. Proporcion de Akt fosforilada (ser 473) respecto a Akt total en los tejidos

adiposos de los ratones con tratamiento.

Con el fin de evaluar la proporcion de proteina fosforilada activada en el sitio de ser 473 con

respecto a la total se determind la relacion pAkt/Akt total para los tres tejidos (Figura 16).

En cuanto a las diferencias a nivel fisioldgico, es decir, para el grupo DC, el TAE expresa
el triple de proteina fosforilada con respecto a TAR y 1.5 veces mas que el TAS. En lo que
respecta a las diferencias entre grupos, para el TAR se encontrd que solo la DAG eleva la
proporcion fosforilada y activada de Akt en un 59%. En cambio, en TAE, el arsénico por si
solo DC-As, DAG y la combinacion de ambos DAG-ASs incrementan la activacion de pAkt
significativamente (p<0.05) al doble que la condicidn control sin diferencias entre estos tres
grupos. Por el contrario, en TAS no se observa el efecto de activacion por el arsénico, la

dieta 0 ambas (Figura 16).
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Figura 16. Proporcion fosforilada de pAkt 473 respecto a Akt total.- Tejido adiposo
retroperitoneal (TAR), tejido adiposo epididimal (TAE) y tejido adiposo subcutaneo
(TAS) expuestos a dieta control (DC) y a dieta alta en grasa (DAG), sin exposicion a
arsenico (barras blancas) y con exposicion a 100 ug/L de arsenito de sodio (barras
negras). En la parte inferior se encuentran los blots de la pAk Ser 473 sobre la Akt total,
ambas con un peso molecular de 60 kDa. Media + EEM de 4 experimentos independientes
por duplicado. ANOVA de una via, post hoc LSD-Fisher, a>b, p<0.05. (*) Diferencias
estadisticas respecto al grupo control (DC) de TAR.
(#) Diferencias estadisticas respecto al grupo control (DC) de TAE.
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DISCUSION

La primera parte de este trabajo consistié en validar y estandarizar la concentracion de
proteina total y la dilucion de los anticuerpos que se emplearon para los Western blots. Esta
etapa es de gran importancia dado que aun cuando los proveedores proporcionan
informacidn general sobre la concentracion a usar de los anticuerpos, y la cantidad de
proteina recomendada, existen variaciones que dependen de las condiciones de cada
experimento y el tipo de tejido a evaluar, las cuales afectan el rendimiento del anticuerpo y
la linealidad de los datos, lo cual repercute sobre el anlisis e interpretacion de los resultados.
Por ello, se debe validar de forma experimental que los anticuerpos la concentracion
utilizada sea la 6ptima para cada proteina de interés (Pillai-Kastoori et al., 2020). Por otro
lado, la cantidad de proteina total a cargar en el gel depende de cada muestra y es importante
establecerla para conocer la sensibilidad del método asi como para evitar de igual forma que
la sefial se sature 0 se queme por exceso de anticuerpo o bien no se detecte la proteina y esto
afecte el analisis de los datos . De manera general se prueba la linealidad de la sefial con un
cargado de proteina en un rango de 5 a 50 ug, en este estudio en particular se probaron de

10 a 30 ug y la mejor sefial fue la intermedia, es decir, 20 pg.

Este paso de estandarizacion lleva un tiempo considerable ya que se deben de evaluar
diferentes combinaciones de concentracion de proteina total y diluciones de anticuerpo para
cada proteina de interés a evaluar, para asegurarse que todas las muestras tengan las mejores
condiciones que asegure contar con un método sensible para detectar variaciones entre las

muestras.

La perilipina-1 es uno de los sitios estratégicos que activan la lipélisis estimulada por lo que
se evallo de manera individual la abundancia de perilipina total, su fosforilacion en serina
522 y se calcul6 la proporcion fosforilada de activacion para cada tejido bajo la hipotesis
que la dieta alta en grasa disminuye dicha la proporcion de activacion y, dicho efecto
negativo se ve exacerbado en combinacion con arsénico, produciendo como resultado una
disminucion en la lipolisis estimulada, la cual fue detectada previamente a través de la

medicion del indice de lipdlisis.
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Fisioldgicamente se observo que TAE y TAR, los tejidos viscerales, tienen mas perilipina
total que TAS. El TAR tiene més proteina fosforilada en la serina 522 y tanto TAR como
TAE conservan una mayor relacion de activacion perilipina 522/perilipina total con respecto
a TAS, lo cual puede indicar que son los depdsitos con mayor capacidad para realizar
lipolisis estimulada. En apoyo a lo anterior, se ha descrito en la literatura que el tejido
adiposo visceral tiene una mayor actividad lipolitica estimulada por catecolaminas ya que
tiene mayor cantidad de beta adrenoreceptores en comparacion con el tejido subcutaneo
(Arner, 1995).

En este estudio la perilipina total present6 Unicamente una tendencia a disminuir en el grupo
alimentado sélo con DAG con respecto al grupo control, lo que contrasta con Bae y
colaboradores (2017), quienes observaron una disminucion de perilipina tejido adiposo
visceral abdominal de ratones C57BL/6. Sin embrago, en el trabajo de Bae et al. (2017) la
exposicion a la DAG fue de 22 semanas (vs 16 semanas de este trabajo) y con mayor
contenido de grasa en la dieta (45% kcal de grasa). Del mismo modo, Gaidhu y
colaboradores (2010) tambien observaron una disminucion de perilipina en ratones de la
misma cepa alimentados por 8 semanas con un mucho mayor contenido de grasa en la dieta
(60% kcal de grasa). No obstante, es interesante recalcar que la combinacién DAG-AS es
suficiente para disminuir la abundancia de perilipina Unicamente en TAR mientras que en

TAE aumenta la abundancia por efecto del Gnicamente del arsénico (DC-AS).

En el presente trabajo, los resultados observados en TAR revelan que no hay una
disminucion por efecto del arsénico (DC-As) sobre la abundancia de perilipina mientras que
en TAE si ocurre un efecto por el arsénico (DC-As), elevando la abundancia de perilipina.
Estos resultados difieren con lo descrito por Garciafigueroa y colaboradores (2013), quienes
encontraron que la misma concentracion de 100 ug/mL de arsénico por 5 semanas disminuye
la abundancia de perilipina del tejido epididimal de ratones C57BL/6. Estas diferencias
pudieran deberse a otros factores como el tipo de dieta, el ayuno, o el ciclo de luz/obscuridad,
sin embargo, son datos que no se muestran en el trabajo. Adicionalmente, en el trabajo s6lo
se realizé un solo western blot con todas las muestras de los ratones y pareciera que tuvieron

problemas técnicos, ya que en los extremos de la membrana si se aprecian bandas.
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Al estimar la proporcion de perilipina total activada en serina 522, se demostrd que en el
TAR ocurre una disminucién de manera combinada por la DAG-As. Lo anterior coincide
con los resultados previamente obtenidos por este laboratorio donde se encontrd que la
relacion de activacién/inactivacion pHSL Ser 660/pHSL Ser 655 también disminuye en
DAG-As de TAR. (Tello-Casillas, 2020). Los resultados de fosforilacion tanto de perilipina
como de HSL evaluados a nivel molecular explican la disminucion del indice de lipolisis
por DAG-As a nivel sistémico, visto previamente en el laboratorio (Calder6n-Du Pont, en
proceso). Estos datos en conjunto aportan evidencia que el tejido visceral retroperitoneal es
el que contribuye en mayor medida al efecto negativo de la combinacion entre DAG y As

sobre la lipdlisis estimulada, caracteristica del ayuno.

Una posible forma de evaluar el efecto que tiene la combinacion de DAG-As sobre el tejido
adiposo, seria mediante la evaluacion de PKA, la cual es la enzima que fosforila y activa
tanto a perilipina como HSL durante la lipdlisis estimulada. Se describe en la literatura que
los adipocitos viscerales y subcutaneos de pacientes humanos con obesidad presentan una
disminucion en la actividad de PKA tanto en la lipdlisis basal como en la estimulada y, de
igual forma, ambos tejidos presentan una disminucion en la actividad lipolitica (evaluada a
través de la liberacion de glicerol), inclusive es mas pronunciado sobre el tejido visceral
(Mantovani et al., 2009). De tal forma que si el exceso de tejido adiposo caracteristico de la
obesidad ya ejerce un efecto sobre PKA, se podria evaluar el efecto combinado con arsénico.

En el tejido adiposo la proteina Akt al igual que en el muasculo e higado es uno de los sitios
estratégicos en la via de sefializacion de insulina. La fosforilacion en el residuo de serina
473 es la sefial de activacion en este caso para inhibir la lipélisis estimulada. Al activarse
Akt, por un lado, activa a la PDE la cual incrementa los valores de AMP a partir del AMPc.
Como consecuencia se activa la cinasa AMPK vy esta fosforila a la HSL en su sitio de
inactivacion. Por otro lado, la Akt también activa a la fosfatasa PP1 la cual elimina las
fosforilaciones de activacion en la perilipina 'y en HSL, frenando asi la lipolisis presente en
el ayuno. Durante el ayuno, con concentraciones muy bajas de insulina, Akt debe de estar

minimamente activada (Liu et al., 2009).
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En el presente estudio se evalud el efecto de la dieta alta en grasa con y sin exposicion a
arsénico bajo la hipotesis que la dieta alta en grasa aumenta la fosforilacion de Akt en la
serina 473 en el estado de ayuno y, dicho efecto negativo se ve exacerbado en combinacion
con arsénico como indicador de resistencia al efecto anti lipolitico de la insulina en el tejido
adiposo. De tal forma que se evalud la abundancia de las proteinas de manera individual, es
decir, Akt total, Akt fosforilada Ser 473 y méas importante, la proporcion fosforilada o de
activacion. Al observar la relacion de activacion entre la proteina total y fosforilada en TAE
se observd que si hay una mayor proporcion de activacion en los grupos DC-As, DAG y
DAG-As con respecto a DC aunque no se observa el efecto combinado del arsénico con la
dieta alta en grasa. En lo que respecta al TAR sélo se observo que hay una mayor proporcion
fosforilada en el grupo DAG. Estos resultados, particularmente el aumento de la proporcion
fosforilada o activada por la DAG en TAR y TAE concuerdan con lo reportado por Liu et
al, quienes demuestran que en estado basal y en presencia de resistencia a la insulina hay un
aumento de pAkt ser 473 normalizado a Akt tanto en higado como musculo gastrocnemio
de ratones C56BL/6 alimentados por cuatro semanas con una dieta de casi 60% de kcal de

grasa (Liu et al., 2009), sugiriendo resistencia a la insulina.

No obstante, los resultados difieren con lo encontrado por Li y colaboradores (2019),
quienes evaluaron también pAKT ser 473 en el tejido adiposo de ratones de la cepa
C57BL/6J en estado de ayuno por 24 horas luego de 12 semanas bajo una dieta alta en grasa
(60% de kcal de grasa). Ellos demostraron que el indice de resistencia a la insulina en tejido
adiposo (ADIPO-IR, del inglés Adipose tissue insulin resistance index) aumenta cerca de
10 veces en los animales alimentados con DAG junto con una disminucién en el mensajero
de Akt como en la proporcion de Akt fosforilada, con respecto a los ratones con dieta control.
Sin embargo, sus resultados no son del todo comparables con los de este trabajo ya que el
contenido de grasa es en la dieta es mucho mayor al igual que las horas de ayuno, ya que las
24 h de ayuno que tenian los animales al momento de obtener los tejidos pudieron influir
en el metabolismo. Adicionalmente, Li y colaboradores (2019) , no especifican el tipo de
tejido adiposo blanco evaluado y los ratones eran mas jovenes que los que se presentan en
este trabajo. Del mismo modo, Bae y colaboradores (2016) también evaluaron pAkt ser 473
en musculo soleo de ratas Sprague-Dawley alimentadas por 15 semanas con una dieta alta

en grasa (40% de kcal de grasa) y reportan valores elevados del modelo homeostatico para
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evaluar la resistencia a la insulina (HOMA-IR, del inglés homeostasis model assessment-
estimated insulin resistance) junto con una disminucion de pAkt Ser 473 en el musculo. Sin
embargo, cabe destacar que eran ratones de otra cepa y de menor edad a los descritos en este

trabajo.

Por otro lado, se sabe que el arsénico a concentraciones de 25 y 50 mg/L perturba la
homeostasis de glucosa en ratones C57BL/6 al mantener elevada la glucosa postprandial v,
tras una dieta alta en grasa (58% kcal de grasa) el mismo efecto se mantiene (Paul et al.,
2011). A nivel molecular Paul y colaboradores demostraron in vitro en adipocitos 3T3-L1
gue con concentraciones elevadas de arsénico inorganico (50 uM por 4 h) se disminuye la
fosforilacion de activacion de Akt tras la activacion de la via de la insulina (Paul, Harmon,
etal., 2007A).

En relacion a los resultados obtenidos en este trabajo, considerando el estado de ayuno, y
que la concentracion de arsénico que se utilizé es ambientalmente relevante (100 pg/L), en
TAE se observa que los grupos DC-As, DAG y DAG-ASs son los que mantienen mas elevado
la proporcion fosforilada de activacion de Akt, indicando que la via se encuentra activa en
un estado donde no deberia, es decir, la via se encuentra desensibilizada y por lo tanto en el
postprandio es probable que exista resistencia a los efectos anti lipoliticos de la insulina. Sin
embargo, cabe mencionar que no se observé el efecto exacerbado ocasionado por la
combinacidn de dieta alta en grasa y arsénico. Con base en el antecedente del laboratorio,
donde se observo a nivel sistémico que la combinacién de DAG-As aumenta la resistencia
a la insulina del tejido a adiposo, evaluado a través de dos indices, con estas mediciones a
nivel molecular se demuestra que en parte el TAE contribuye a dicha resistencia a la insulina
mas no muestra el efecto exacerbado por efecto de la combinacion de dieta alta en grasa y

arsénico juntos.

En explicacion a lo anterior, PDK es una de las proteinas que participa en la via de
sefializacion de la insulina y en su estado activo es la mediadora rio arriba que se encarga de
fosforilar a Akt. Ya se ha reportado que en adipocitos 3T3-L1 tratados in vitro con 50 uM
de arsénico inorganico por 4 h e insulina, la actividad de PDK disminuye y con ello
disminuye también la proporcién fosforilada de Akt en ser 473 y en consecuencia también

la captura de glucosa (Paul, Harmon, et al., 2007A). Con base en este antecedente y sabiendo
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que son muy pocos los estudios que evaltan la resistencia a los efectos anti lipoliticos de la
insulina en ayuno, seria importante evaluar el efecto del arsénico y la dieta alta en grasa
sobre PDK-1 con el fin de determinar si se encuentra elevada y con ello se pudiera explicar

el aumento de la proporcidn fosforilada de pAkt en TAE.

Sin embargo, para tener un panorama mas amplio del efecto de la dieta alta en grasa con y
sin arsenico y poder comparar sobre el comportamiento del metabolismo de &cidos grasos y
la resistencia a los efectos anti lipoliticos de la insulina en el tejido adiposo, a futuro se
podria evaluar a las proteinas de la via de sefializacion de insulina tanto en ayuno como en

postprandio.
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CONCLUSIONES

En el tejido adiposo retroperitoneal la regulacion positiva de la lipdlisis, evaluada a través
de la proporcion de perilipina fosforilada en la serina 522, se disminuye principalmente por
efecto de la combinacidn entre la dieta alta en grasa y el arsénico, lo cual se traduce en una
disminucion de la lipolisis estimulada. En el tejido adiposo epididimal la regulacion negativa
de la lipdlisis, evaluada a través de la proporcion de Akt fosforilada en la serina 473, aumenta
por el arsénico, la dieta alta en grasa y la combinacién de ambos aumentan, lo que sugiere
que es el tejido que mas contribuye a la resistencia del efecto anti lipolitico de la insulina en
el tejido adiposo. La regulacion de la lipolisis es diferente entre los tipos de tejidos adiposos
viscerales y el subcutdneo, donde los mayores efectos negativos se producen en los

viscerales, aunque dicha regulacién es heterogénea en cada uno de los depdsitos viscerales.
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Figura 17: Conclusion grafica.- En los tejidos adiposos de ratones macho C57BL/6 se
encontro que la lipdlisis estimulada disminuye por efecto de la combinacion entre dieta
alta en grasa con arsénico, principalmente en el tejido adiposo retroperitoneal. La
resistencia a la insulina del tejido adiposo se presenta por efecto de la dieta alta en grasa,
el arsénico y la combinacion de ambos, principalmente en el tejido adiposo epididimal.
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PERSPECTIVAS

Evaluar en el postprandio el efecto del arsénico en combinacion con la DAG sobre la

lipolisis estimulada y el efecto anti lipolitico de la insulina en tejido adiposo blanco.

Evaluar la activacion de PKA por los efectos de la DAG y con arsénico que ayuden a

explicar la disminucién de la proporciéon fosforilada de perilipina y HSL rio arriba.

Evaluar la interaccion entre ATGL y su coactivador CGI158 con el fin de estudiar el
efecto de la disminucion de la activacion de perilipina rio abajo en la via de la lipolisis

estimulada.

Evaluar la actividad de la cinasa PDK que ayude a explicar el aumento en la proporcién

fosforilada de Akt en la via de sefializacion de insulina.

Evaluar la actividad de fosfodiesterasa PDE, la activacion de fosfatasa PP1 y la cinasa
AMPK, con el fin de estudiar la resistencia al efecto anti lipolitico de la insulina en el

tejido adiposo.
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APENDICE A: REACTIVOS

Tabla 5: Informacién comercial de los reactivos

Nombre Casa comercial No. Catalogo
PVDF Bio-Rad 162-0177
Acrilamida Bio-Rad 1610101
Azul de Coomassie . e
(Coomassie Brilliant Blue R-250) Thermo Fisher Scientific 20278
Bis acrilamida Bio-Rad 161-0201
cOmplete mini (Inhibidores de Roche 11836153001
proteasas)
Desoxicolato de sodio Sigma
Glicina Sigma (G8898
Igepal ® CA-630 Sigma 18896
Immobilon® ECL Merck Millipore WBKL50100
Laemmli 4X Bio-Rad 161-0747
Leche baja en grasa .
(BIotting-Giade Iglocker) Bio-Rad 170-6404
Metanol grado HPLC Karal 2100
NaCl J. T Baker 3624-05
Ponceau-S Sigma Aldrich P3504-10G
Precision Plus Protein™ .
Kaleidoscope ™ Standard Bio-Rad 161-0375
Protein Assay Kit Bio-Rad 5000112
Reactivo A Bio-Rad 500-0113
Reactivo B Bio-Rad 500-011
Reactivo S Bio-Rad 500-0115
SDS Bio-Rad 1610301
Tris-Base Bio-Rad 161-0719
Tris-HCI Promega
Tween ® 20 Sigma P7949
-mercaptoetanol Bio-Rad 161-0710

Bio-Rad, Inc. Hercules, California, EUA.

Merck Millipore Burlington, Massachussets, EUA.
Karal Ledn, Guanajuato, México.

Roche Basilea, Suiza.

Sigma San Louis, Missouri, EUA

Thermo Fisher Scientific Waltham, Massachusetts, EUA.



APENDICE B: ANTICUERPOS

Tabla 6: Informacion comercial de los anticuerpos

PM

Anticuerpo Casa comercial No. Catalogo (kDa) Secundario
Pe”“p'Q'Pl(éDlng) Cell Signaling 9349 62 Anti-rabbit
Anti-P-Perilipin 1- Vala Sciences 4856 57 Anti-mouse

Serine 522

anti Akt-1 Cell Signaling 9272 60 Anti-rabbit
Phospho-Aktl (Ser473) . . . .
(D7F10) XP® Cell Signaling 9018 60 Anti-rabbit
. ImmunoReagents, GtxMu-003-
Anti-mouse Inc) DHRPX N/A NA
. . GtxRb-003-
Anti-rabbit ImmunoReagents, Inc DHRPX N/A NA

Cell Signaling Technology, Danvers, Massachusetts, EUA

Vala Sciences, San Diego, California, EUA

ImmunoReagents, Inc. Raleigh, Carolina del Norte, EUA
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