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1. Resumen
Los diferentes depositos de tejido adiposo blanco (subcutaneo y visceral), ademas de tener una

localizacion distinta, tienen caracteristicas metabolicas que varian entre ellos respondiendo de forma
diferente a condiciones fisioldgicas y patoldgicas, como en la obesidad y el sindrome metabdlico.
La obesidad es una enfermedad causada por el aumento de la masa de células adiposas blancas,
debido a un incremento en el nimero de adipocitos (hiperplasia) o por el agrandamiento de los
adipocitos por la acumulacion de triglicéridos (hipertrofia), siendo la hipertréfica la que se encuentra
asociada con la desregulacion metabdlica, favoreciendo la lipotoxicidad y la resistencia a la insulina.

Una de las funciones méas importantes del tejido adiposo subcutaneo es la amortiguacion metabolica,
ya que tiene la capacidad de expandirse en respuesta a una ingesta excesiva de energia. Sin embargo,
la capacidad de atenuacion para almacenar adecuadamente los triglicéridos en el tejido adiposo
subcutaneo podria ser de relevancia fisiopatologica, ya que si existe una incapacidad para expandirse
adecuadamente, esto da como resultado un aumento en el depdésito de grasa en el tejido adiposo

visceral.

Dentro de los principales factores de riesgo para la obesidad y enfermedades metabdlicas crénicas,
se encuentra principalmente la ingesta de alimentos con alto contenido energético, proveniente de
los hidratos de la grasa o de carbohidratos. Sin embargo, otro de los factores son los contaminantes
ambientales que actian como disruptores del metabolismo. Si bien el arsénico es un diabetogeno,
sin embargo, aun no se sabe con detalle el efecto que tiene sobre el tejido adiposo.

De tal manera que el objetivo de este estudio fue conocer los efectos de la combinacién de una dieta
alta en grasa con arsénico sobre la acumulacion de triglicéridos y el tamafio y cantidad de adipocitos

en el tejido adiposo subcutaneo.

Para ello se usaron 36 ratones machos de la cepa C57BL/6 de 8 semanas de edad, lo cuales fueron
primero divididos en 2 grupos por 8 semanas (dieta control y dieta alta en grasa). Al término de esas
8 semanas, la mitad de cada grupo fue expuesta a arsenito de sodio (100 pg/L) en el agua de bebida
durante 8 semanas adicionales, manteniendo cada grupo su dieta respectiva. En la semana 16 se
aplico eutanasia a los ratones y se obtuvo el tejido adiposo subcutaneo, el cual funciona como un
amortiguador metabolico impidiendo el aumento de tejido adiposo visceral y lipotoxicidad en otros

organos lo cual genera resistencia a la insulina y otras alteraciones metabolicas. En dicho tejido



adiposo subcutaneo se evalué por medio de las histologias el tamafio de adipocitos y la cantidad
relativa de ellos, asi como la cantidad de triglicéridos acumulados.

Los resultados muestran que los ratones alimentados con la dieta alta en grasa acumulan una mayor
cantidad de triglicéridos en el tejido adiposo subcutaneo, generando un mayor nimero de adipocitos
hipertréficos, en comparacion con los ratones alimentados con dieta control. Sin embargo, el
arsénico exacerba el efecto de la dieta alta en grasa, incrementando ain més la cantidad de
triglicéridos almacenados y por consecuencia aumentando el porcentaje de adipocitos hipertréficos,

particularmente aquellos con un area de 8-20x10° um? en el tejido adiposo subcutaneo.

A partir de estos datos se concluye que la exposicion a arsénico incrementa el crecimiento
hipertréfico del tejido adiposo subcutaneo ocasionado por la dieta alta en grasa, mediante un mayor

acumulo de triglicéridos.



2. Introduccion

La OMS describe a la obesidad como una acumulacion anormal o excesiva de grasa que puede ser
perjudicial para la salud. La obesidad es una enfermedad crénica multifactorial prevenible, la cual
se caracteriza por un exceso de grasa acumulada ocasionando el crecimiento del tejido adiposo
blanco (TAB) ya sea por hipertrofia o hiperplasia [1]. De tal forma que el TAB es un 6rgano
metabolico central en la regulacion de la homeostasis energética de todo el organismo que se afecta
de forma caracteristica en el proceso de la obesidad [2]. EI acimulo excesivo de triglicéridos (TG)
en el TAB de tipo visceral genera cambios metabdlicos asociados a la resistencia a la insulina, asi
como alteraciones en la lipdlisis y en la secrecion de adipocinas [1]. Mientas que el TAB de tipo
subcutaneo funciona como un amortiguador metabdlico evitando el acumulo de grasa en el TAB de

tipo visceral asi como la lipotoxicidad sistémica.

Dentro de los principales factores de riesgo para la obesidad y las enfermedades metabdlicas
cronicas, se encuentra la ingesta de alimentos con alto contenido energético, ya sea ricos en grasa 0
en hidratos de carbono, asi como la disminucidon de la actividad fisica. Sin embargo, estos factores
por si solos no explican por completo la etiologia de dichas enfermedades metabdlicas y han
fracasado en su prevencion y / o tratamiento. Por lo tanto, otros factores de riesgo podrian estar

implicados en la etiologia de la obesidad [3].

Existen contaminantes ambientales y quimicos catalogados como disruptores quimicos del
metabolismo con capacidad de producir una alteracion endocrina debido a que interfieren con las
acciones de las hormonas, actuando como obesdgenos y/o diabetogenos [4]. El arsénico (As) , un
carcindgeno humano [5], ha sido también catalogado como un diabetégeno [6, 7], y es considerado
como un factor de riesgo para el desarrollo de enfermedades cardiovasculares y neuroldgicas,
disfunciones hepaticas y renales [8]. La principal fuente de exposicion a este metaloide es a través
del agua de bebida, en donde se estima que mas de 300 millones de personas en 70 paises, incluyendo
México, se encuentran expuestas por arriba de la norma internacional de 10 pg/L [9], de los cuales
en algunos paises se han reportado niveles de hasta 5000 mg/L [10] es decir, 500 veces mas que el

limite internacional.



A pesar de la capacidad diabetogenica que se sabe tiene el As, se desconoce a profundidad si pudiera
también alterar la funcionalidad del tejido adiposo blanco subcutaneo (TAS), y actuar asi como un

factor de riesgo para el desarrollo de la obesidad.

Algunas teorias recientes han propuesto que el estado de nutricion de los individuos actia como
modulador de los efectos de los contaminantes ambientales, ya sea como protector o potenciador
[11]. Sin embargo, aln no existe evidencia suficiente que compruebe si el As altera el tamafio y la
cantidad de triglicéridos acumulados en adipocitos del TAB, en particular el subcutaneo, ni el efecto

que tiene al combinarse con una dieta alta en grasa (DAG).



3. Antecedentes

3.1. Sobrepeso y obesidad

La obesidad se caracterizan por la acumulacion anormal y excesiva de grasa corporal y se acompafia
de alteraciones metabdlicas que incrementan el riesgo para desarrollar comorbilidades tales como:
hipertension arterial, diabetes mellitus tipo 2, enfermedades cardiovasculares y cerebrovasculares,
asi como algunas neoplasias en mama, endometrio, colon y prostata, entre otras (NOM-008-SSA3-
2010) [12].

La obesidad es una enfermedad crdnica que se produce por un desequilibrio entre la energia ingerida
y la energia gastada. Se considera el resultado de la combinacion de factores genéticos con una
alimentacion inadecuada y falta de actividad fisica regular. Este exceso de energia se almacena en
los adipocitos del TAB, los cuales aumentan en tamafio (hipertrofia), en nimero (hiperplasia) o
ambos [1, 13].

La obesidad puede diagnosticarse mediante el indice de masa corporal (IMC), que esta determinado
por el peso dividido entre la altura en metros cuadrados (kg/m?), siendo considerados con sobrepeso

aquellos individuos con un IMC >25 kg/m? y con obesidad con un IMC >30 kg/m? [14].

En México, el aumento progresivo en la prevalencia de sobrepeso y obesidad es preocupante. De
acuerdo a la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion 2016, en nifios (5 a 11 afios ) la prevalencia
combinada fue de 33.2% , de la cual el 17.9% correspondié al sobrepeso y el 15.3% a obesidad,
mientras que para adolescentes (12-19 afios) la prevalencia combinada fue del 36.3%, teniendo el
sobrepeso una prevalencia del 22.4% y la obesidad del 13.9%. En adultos (>20 afios), la prevalencia

combinada fue del 71.2 %, representando el sobrepeso el 39.2% y la obesidad el 33.3% [15].



3.2. Disfuncionalidad del Tejido Adiposo Blanco en la obesidad

Existen 3 tipos de tejido adiposo: 1) EI TAB el cual se encarga de la homeostasis energética,
sintetizando y liberando acidos grasos mediante los procesos de lipogénesis y lipolisis,
respectivamente, asi como de la liberacion de diferentes hormonas y citocinas, denominadas
adipocinas [16]; 2) El tejido adiposo pardo, que se encuentra en menor proporcion y es
principalmente termogénico, por lo que es especifico de mamiferos [17, 18] y 3) el tejido adiposo
beige, el cual es TAB con adipocitos pardos y se ha visto que se induce en respuesta al frio y al
ejercicio y cuenta también con actividad termogeénica [19].

El TAB se compone principalmente de adipocitos, asi como de pre-adipocitos, macréfagos, células
endoteliales, fibroblastos y leucocitos, y cada vez es mas reconocida su importancia sobre la

regulacién metabolica sistémica [20].

Los adipocitos blancos tienen una alta capacidad para almacenar energia en forma de TG. El
adipocito blanco maduro se caracteriza por tener forma esférica, didmetros muy variables, y una
Unica y voluminosa vacuola de grasa que constituye mas del 90 % de su volumen total [21]. Posee
una gran plasticidad estructural, pues el volumen de su vacuola grasa puede incrementarse o
disminuir, dependiendo del estado funcional[22]. De todos los tipos celulares que conforman el
TAB, el adipocito maduro es el principal efector de los procesos lipidicos como lipogénesis y
lipdlisis, los cuales se encuentran regulados por diversos agentes hormonales y bajo la influencia de
otros 6rganos y sistemas[23].

La obesidad es la patologia mas frecuente asociada al TAB, la cual se caracteriza por el crecimiento
exacerbado de dicho tejido a través de un incremento en el namero (hiperplasia) y/o tamafio de los
adipocitos (hipertrofia) [1]. Esta desregulacién en el tejido adiposo por el incremento en la
acumulacién excesiva de TG se asocia a desordenes sistémicos y trastornos metabdlicos
relacionados con la obesidad [24, 25], como sindrome metabolico, diabetes tipo 2, hipertension y la

acumulacién ectopica de grasa en diversos tejidos y 6rganos, conocida como lipotoxicidad [26].

La hipertrofia 0 aumento en el tamafio de los adipocitos, es el resultado del excedente de energia que
se deposita eficientemente en forma de TG en los adipocitos a través de los procesos de lipogénesis

de novo o bien debido a un aumento en la captura de TG circulantes, provenientes de la dieta y/o de



otros drganos. Este aumento en el almacenamiento de TG en los adipocitos aumenta el tamafio de la
vacuola lipidica, lo que resulta en hipertrofia [27]. EI TAB también puede aumentar por hiperplasia,
al incrementar el nimero de adipocitos presentes en el tejido adiposo, lo cual sucede por medio de
la estimulacién de la adipogénesis, en donde los pre-adipocitos contindan su diferenciacion hasta
adipocitos maduros aumentando la capacidad de almacenar una mayor cantidad de grasa en el tejido
[1, 13].

Anatomicamente, en humanos el TAB comprende 2 dep6sitos principales: tejido adiposo subcutaneo
(TAS) y el tejido adiposo visceral (TAV). EI TAV se encuentra en la cavidad abdominal rodeando
a los organos internos y se subdivide en depdsitos mesentérico, omental, perirrenal y peritoneal,

mientras que el TAS se extiende por todo el cuerpo debajo de la piel [28].

Actualmente, se sabe que los diferentes depositos de tejido adiposo (subcutaneo y visceral), ademas
de tener una localizacion distinta, tienen caracteristicas metabolicas que varian entre ellos
respondiendo de forma diferente a condiciones fisioldgicas y patoldgicas, como en la obesidad y el

sindrome metabolicos [29, 30].

El TAS constituye la mayor parte de la masa adiposa del cuerpo y una de sus funciones mas
importantes es el de la amortiguacion metabdlica, ya que tiene la capacidad de expandirse en
respuesta a una ingesta excesiva de energia. De esta manera, ejerce cierta proteccion contra
disfunciones metabdlicas, ya que la grasa queda almacenada de manera no toxica para el resto del
organismo, evitando la aparicion y el crecimiento del TAV y evitando la lipotoxicidad en 6rganos
como el masculo, higado y pancreas, lo cual promoveria la resistencia a la insulina y el déficit en la

secrecion de dicha hormona [31, 32].

La expansion del TAB puede ocurrir tanto por hipertrofia como por hiperplasia, y esto se cree que
se encuentra regulado tanto por cuestiones genéticas como por el tipo de estimulo sobre energético
[1]. Tanto la hipertrofia como la hiperplasia provocan un incremento en la masa corporal del
organismo, sin embargo, la obesidad hipertrofica es la que se encuentra asociada con la
desregulacion del tejido adiposo [33]. En la obesidad por crecimiento hipertréfico del tejido adiposo,
los adipocitos existentes llegan a su nivel maximo de almacenamiento de grasa lo que afecta la

capacidad de estas células para acumular trigliceridos, favoreciendo dislipoproteinemias tales como



niveles altos de TG, niveles bajos de colesterol HDL e incremento de &cidos grasos libres en
circulacion [23].

La capacidad de atenuacién para almacenar adecuadamente los TG en el TAS podria ser de
relevancia fisiopatoldgica, ya que si existe una incapacidad para expandir adecuadamente el TAS,
ya sea por el nimero de células grasas y/o por el tamafio de la vacuola lipidica, esto da como
resultado un aumento en el depdsito de grasa en el TAV y de forma ectdpica en tejidos no adiposos
como el higado, el masculo esquelético y/o el pancreas, lo que lleva a efectos lipotdxicos [19, 34] y
al desarrollo de complicaciones metabolicas [35, 36]. Por lo tanto, la distribucion de la grasa, mas
que la masa grasa total, juega un papel importante en el desarrollo de la obesidad y sus enfermedades

asociadas [37].

El aumento en el TAV causa complicaciones metabdlicas asociadas al higado, como esteatosis
hepética y/o resistencia a la insulina hepatica, en parte debido a que drena a la vena porta, y llegan
de forma directa al higado niveles mas altos de &cidos grasos [38, 39]. Por tales razones, el TAV se
ha asociado con complicaciones metabdlicas y aumento del riesgo para desarrollar diabetes tipo 2,

hiperlipidemia y enfermedades cardiovasculares [28].

3.3. Alimentacion y dieta alta en grasa

La industrializacién y el crecimiento economico de la sociedad moderna han llevado a cambios en
el estilo de vida de las personas. Un fendmeno es el consumo creciente y excesivo de alimentos con
alto contenido energético, proveniente de los hidratos de carbono o de grasa, que pueden llevar

eventualmente al desarrollo de la obesidad debido a la afectacién del sistema homeostatico.

La DAG puede alterar tanto a la mucosa como a la microbiota gastrointestinales, induciendo dafio
debido a un aumento en el nimero y/o tamafio de los adipocitos, por lo que es un factor de riesgo
importante para el desarrollo de obesidad y diabetes tipo 2, un estado caracterizado por una
inflamacién crénica de bajo grado generada por aumento en la secrecion de TNF-a., IL-1, IL-6, y la

acumulacion de macrofagos proinflamatorios en el tejido adiposo [40, 41].

En investigaciones previas, sujetos que consumieron una DAG, presentaron un incremento inicial

de la acumulacion de tejido adiposo, sin que el peso corporal aumentara significativamente; sin
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embargo, después de tres semanas se encontré un aumento del peso corporal e hipertrofia de los
adipocitos del TAV [42]. Adicionalmente, se ha demostrado en roedores, con el modelo de obesidad
inducida por dieta, que el consumo crénico de dietas obesogénicas, ademas de favorecer el aumento

del tejido adiposo y el incremento del peso corporal, también induce alteraciones metabdlicas [43].

3.4. Exposicion a arsenico

El aumento en la disponibilidad a alimentos de alto contenido energético y la disminucion de los
niveles de actividad fisica se han identificado como los principales factores de riesgo para la
creciente prevalencia de sobrepeso, obesidad y enfermedades metabdlicas crénicas en los Gltimos
30 afos {Bhurosy, 2012}. Sin embargo, estos factores por si solos no explican completamente el
fendmeno y han fallado en la prevencion y/o en el tratamiento de estas enfermedades metabdlicas.
Por lo tanto, otros factores de riesgo podrian estar involucrados en la etiologia de la obesidad [3].

Se ha propuesto que varios contaminantes ambientales y productos quimicos, la mayoria de ellos
catalogados como disruptores endocrinos, son capaces de alterar e interferir con las acciones
hormonales, actuando como obesdgenos y/o diabetégenos {Gore, 2015;Grun, 2009;Holtcamp,
2012;Kuo, 2013} Incluso, con el fin de incluir a més enfermedades metabdlicas asociadas a la
obesidad, el término de disruptores endocrinos se ha ido modificando y en la actualidad a este tipo
de compuestos con capacidad de intervenir en el desarrollo de obesidad, diabetes tipo 2, resistencia
alainsulina, intolerancia a la glucosa, esteatosis hepatica y sindrome metabdlico, se les conoce como
Disruptores Quimicos del Metabolismo (también conocidos como MDC por sus siglas en inglés) [4,
44].

Diversos compuestos han demostrado alterar la diferenciacién de los adipocitos, y varios disruptores
quimicos del metabolismo modulan la fisiologia de los adipocitos [45]. Sin embargo, el As no se ha
definido como un obesdgeno, a pesar de que es un factor de riesgo considerable para el desarrollo
de diabetes tipo 2 y de que existe cierta evidencia de datos en relacién con algunos efectos sobre
TAB [3].

La contaminacion del agua por As es un factor de riesgo para diferentes tipos de enfermedades,
incluyendo cancer de pulmon, piel, vejiga y enfermedades cardiovasculares asi como neurolégicas.
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El As puede generar alteraciones en el metabolismo de la glucosa, induciendo diabetes y resistencia
a la insulina [46].

El impacto global en la salud publica por concentraciones de As elevadas en los suministros de agua,
se destaca por un namero creciente de paises en todo el mundo que reportan altas concentraciones
en agua de uso. En América Latina, el problema de la contaminacion del agua con concentraciones
elevadas de As se conoce en 14 de los 20 paises: Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Colombia, Cuba,
Ecuador, El Salvador, Guatemala, Honduras, México, Nicaragua, Pert y Uruguay, considerando que

el limite internacional permisible es de 10 pg/L establecido por agencias internacionales [47].

En 1993, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) bajé el valor del limite permisible de As para
agua de 50 pg/L a 10 pg/L. A pesar del nuevo limite internacional permisible de As en el agua
estipulado por la OMS el nimero de personas expuestas a este metaloide aumenté varias veces mas
en varios paises, debido a que en estos lugares no se han llevado acciones pertinentes para disminuir
la exposicion. En América Latina, este nuevo valor de referencia de As se convirtio en ley en el
siguiente orden cronoldgico: Honduras (1995), Costa Rica (1997), El Salvador (1997), Colombia
(1998), Guatemala (1998), Nicaragua (1999), Panama (1999), Bolivia (2004), Brasil (2005),
Argentina (2007) y Chile (2008). Otros paises latinoamericanos como Uruguay, Per( y Venezuela
todavia mantienen el limite de 50 pg/L. México, en particular, tiene un limite regulatorio de 25 pg/L
para agua de uso (NOM-127-SSA1-1994 modificada) [48] y de 10 pg/L para agua y hielos para
consumo humano envasado (NOM-201-SSA1-2015) [49]. El problema del agua contaminada por
As en México destaca hasta el momento a 19 estados, los cuales incluyen Baja California Sur, Baja
California Norte, Hidalgo, Durango, Coahuila, Zacatecas, Morelos, Aguascalientes, Michoacan,
Guerrero, Tabasco, Chihuahua, Sonora, Puebla, Nuevo Ledn, Jalisco, Oaxaca, Guanajuato y San
Luis Potosi. De estos lugares, se estima que hay 450,000 personas expuestas a concentraciones
mayores a 50 ug/L de As [47].

El As también se ha encontrado en una variedad de alimentos y productos industrializados como el
jugo de manzana, el pollo, el vino y la cerveza [50-52]. La Administracion de Drogas y Alimentos
de EE. UU. (FDA) encontrd As en casi todas las 193 marcas probadas de arroz, alimentos para bebés
de arroz y cereales de arroz [53]. EI As es muy comUn en sitios de residuos industriales y ocupa el
primer lugar en la lista de prioridades de los sitios de residuos peligrosos en términos de toxicidad y

prevalencia de exposicion [54].
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Un estudio mostrd que en ratones expuestos a As por tres semanas a través del agua de bebida a una
concentracion de 100 pg/L, generd hipertrofia de los adipocitos del tejido adiposo epididimal
(considerado visceral) [55]. De tal forma que si el As inhibe la adipogénesis (crecimiento del tejido
adiposo por hiperplasia) y propicia el aumento de tamafio de los adipocitos (hipertrofia), el fenotipo

generado podria ocasionar “obesidad metabdlicamente no sana 0 con complicaciones” [1].

Adicionalmente, varios estudios tanto en humanos [11], como en roedores [56, 57] han mostrado
que el tipo de alimentacion es un factor importante en los efectos de diversos contaminantes,
incluyendo el As. Algunos trabajos han demostrado asociaciones entre la prevalencia o la gravedad
de los efectos sobre la salud relacionados con el As y los indicadores de estado alimentario y

nutricional en roedores [58].

11



4. Planteamiento del problema y Justificacion

Dentro de los mecanismos novedosos que subyacen tras la etiologia de la obesidad y la resistencia a
la insulina, se encuentra la disfuncionalidad del TAB, la cual puede generarse por un alto contenido
de grasa en la dieta; sin embargo, otros factores ambientales también podrian contribuir de forma
importante. Hoy en dia se reconoce que la alimentacion funciona como un modulador positivo o
negativo de diferentes disruptores quimicos del metabolismo a los que nos encontramos expuestos
los cuales pueden incrementar el riesgo a desarrollar obesidad, diabetes tipo 2 o sindrome
metabdlico. Uno de estos disruptores quimicos del metabolismo es el As, al que se encuentran
expuestas alrededor de 300 millones de personas a nivel mundial, incluyendo México, a través del
agua natural contaminada y de la actividad antropogénica. El As es un diabetdgeno, sin embargo, se
ha estudiado muy poco su efecto a nivel del TAB. En los pocos estudios realizados se ha estudiado
principalmente el TAV de la region epididimal, mientras que no se han hecho estudios en el TAS
para evaluar el efecto que tiene el As sobre el acimulo de TG en dicho tejido y determinar si genera
hipertrofia de los adipocitos. Adicionalmente, resulta importante estudiar cdmo se modula el efecto
del As por la cantidad de grasa ingerida a través de la dieta en el TAS ya que este compartimiento
de tejido adiposo funciona como un amortiguador metabolico que impide la expansion del TAV y

la lipotoxicidad sistémica .

Por tanto, el proposito de este estudio fue determinar el efecto que tiene el As al combinarse con una
DAG sobre el tamafio y/o la cantidad de adipocitos de en el TAS, asi como la cantidad de TG
acumulados, con la finalidad de identificar el tipo de expansidn que sufre el TAS ante la combinacién

de ambos estimulos.
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5. Hipotesis

El As potencia el efecto sobre el aumento en la acumulacion de los triglicéridos inducido por la dieta

alta en grasa, generando hipertrofia de los adipocitos del tejido adiposo blanco subcutaneo.

6. Objetivo general
Determinar el efecto del As en combinacidn con una dieta alta en grasa sobre la expansion del tejido

blanco subcutaneo.

6.1. Objetivos especificos
- Determinar la cantidad de adipocitos del tejido adiposo blanco subcutaneo de los ratones.

- Identificar el tamafio de los adipocitos del tejido adiposo blanco subcutaneo de los ratones.
- Evaluar la cantidad de triglicéridos acumulados en el tejido adiposo blanco subcutaneo de

los ratones.
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7. Diseio experimental
Ratones C57BL/6

i

Macho de 8 semanas de ed
3 ratones por caja

Disefio Experimental

”g“"

s DIETACONTROL (DC)

 (n=9)
DIETA CONTROL :
(DC = 12% Kcal) . DIETA CONTROL + Arsénico (DC+As)
(n=18) - (n=9)
. (n=9) Dieta altaengrasa (DAG)
| DIETA ALTA EN GRASA
\ (DAG = 40% Kcal) Dieta alta en grasa+ Arsénico (DAG+ As)

(n:18) | (n=9)
_ betida ) QSRR
TAS

Semanae 1 2 3 4 &8 & 7 jak e 1011 12 13 1A 15 13
Y Y
* TestDiet 8 semanas 8 semanas

Figura 1. Disefio experimental. Dieta control (DC), Dieta alta en grasa (DAG), arsénico (As). *Dietas comerciales Test Diet
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8. Metodologia

8.1. Animales, dieta y exposicion a arsenico

A pesar de que esta tesis comenz0 al termino de las 16 semanas que duro el estudio con los animales,
a continuacion se muestran los detalles de la alimentacion y la exposicion con As. Se utilizaron
ratones de la cepa C57BL/6 macho (Charles-Rivers, adquiridos a través del bioterio de la UAM-X)
(n=36), de 8 semanas de edad (22 g de peso aproximadamente). El estudio fue aprobado con
protocolo de investigacion no. 162 por el comité Interno para el Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio (CICUAL) de la Universidad Autdnoma Metropolitana, unidad Xochimilco (UAM-X)
y se trabajé cumpliendo con la norma oficial mexicana de las especificaciones técnicas para la
produccidn, cuidado y uso de los animales de laboratorio (NOM-062-Z00-1999). Los ratones se
colocaron en trios en cajas de polipropileno con filtro de aire, humedad y temperatura controlada,
periodos luz/obscuridad 12/12 horas, con alimento y agua ad libitum. Los animales fueron
alimentados por 8 semanas con dieta control (12% kcal de grasa, 3.89 kcal/g) (TestDiet, CAT. 5TJS,
St. LOUIS, MO, USA) o dieta alta en grasa tipo occidental (39% kcal de grasa, 4.55 kcal/g)
(TestDiet, CAT. 5TJN, St. LOUIS, MO, USA) siendo en su mayoria grasa saturada (Tablas 1 y 2).
Como se puede observar en la tabla 1. La dieta control contiene 11.9% de kcal provenientes de la
grasa, lo cual es lo recomendado para ratones de esa edad.

Tabla 1. Distribucion y Composicion de la Dieta

DIETAS DC DAG
CONTENIDO ENERGETICO 3.89 4.55
(kcal/g)
% kcal g/100g | % Kkcal g/100g
DISTRIBUCION ENERGETICA
Carbohidratos 72.2 70.1 45.1 51.3
Proteina 15.9 15.5 15.8 18
Grasas 11.9 5.1 39.1 19.8
CONTENIDO DE GRASA*
A.G. Saturados 2.03 7.92
A.G. Monoinsaturados 1.61 6.28
A.G. Poliinsaturados 1.35 5.25
Colesterol 0.13 0.15

Dieta control (DC), dieta alta en grasa (DAG).
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*Contenido de grasa con respecto al total de la dieta.

Tabla 2. Fuentes de grasa en las dietas

DC DAG
Manteca vegetal (%) 30 30
Manteca de cerdo (%) 30 30
Grasa de la leche (%) 30 30
Aceite de soya (%) 7 7
Aceite de Maiz (%) 3 3

Dieta control (DC), dieta alta en grasa (DAG).

Posteriormente, la mitad de cada grupo se expuso durante otras 8 semanas adicionales a 100 pg/L
de arsenito de sodio a través del agua de bebida en botellas de vidrio, con cambio de agua dos veces
a la semana para evitar la oxidacion del arsénico, manteniendo cada grupo sus dietas originales,

quedando asi cuatro grupos experimentales (n=9 c/uno) (Figura 1):
a) dieta control (DC)

b) dieta control + arsénico (DC-As)

c) dieta alta en grasa (DAG)

d) dieta alta en grasa + arsénico (DAG-AS).

8.2. Ganancia de peso
Se evaluo el peso de los animales por medio de una balanza digital una vez a la semana. La ganancia

de peso se determind por la diferencia entre el peso final de los animales y los gramos del peso
inicial.

8.3. Consumo de alimento

Se evallo una vez por semana la cantidad de alimento ingerido en promedio de cada 3 ratones por
caja, mediante la diferencia entre los gramos de alimento que se colocaron la vez anterior en el
comedero menos los gramos de alimento restantes. Con estos datos se obtuvieron los g de consumo

total y se dividié entre los dias de la semana y entre los 3 ratones que se encontraban en cada caja.

8.4. Obtencidn de tejido adiposo blanco subcutaneo
Al final del estudio (16 semanas), tras un ayuno de 6 h, se llevd a cabo la eutanasia bajo sedacion

con isoflurano y por diseccion se obtuvo el TAS. Después de la reseccion, los tejidos se pesaron y
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se enjuagaron con solucién salina al 0.9% fria; una porcion se fijé en paraformaldehido al 4 % para

el posterior analisis histologico y el resto se congeld inmediatamente a -70°C para la obtencion
posterior de triglicéridos.

Una vez obtenido el TAS de los ratones se siguid la siguiente estrategia experimental.
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8.5. Estrategia experimental

Realizar las histologias del tejido adiposo blanco subcutaneo de los
ratones y analizar el tamafio de los adipocitos.

Analizar la cantidad relativa de los adipocitos y la cantidad de TAS

obtenido.

Aislar y cuantificar los triacilgliceroles intracelulares del tejido
adiposo subcutaneo de los ratones

Figura 2. Estrategia experimental para el andlisis de histologias del TAS sobre la cantidad de
adipocitos y la cuantificacion de TG.

8.6. Histologias

La seccion del TAS fijado en paraformaldehido, se deshidratd, se embebid en bloques de parafina
que fueron cortados 6 um y las laminillas se tifieron con hematoxilina y eosina, para observar las
membranas y nacleos de los adipocitos (Servicio externo del INMEGEN). Posteriormente se
analizaron al microscopio (Zeiss, Axio scope.Al) acoplado a una camara canon SLR (EOS1000D)
con un aumento de 20X. Se analiz6 una laminilla por animal del tejido adiposo subcutaneo,
considerando 2 campos diferentes en cada una de ellas. Se tomaron las fotografias de las histologias
para realizar el andlisis del tamafio de los adipocitos por medio del software Adiposoft 1.16 image j,
CIMA, Universidad de Navarra (imagej.ned/adiposoft). El directorio de salida contuvo un archivo
de Excel con la lista de adipocitos de todas las imagenes, con su area y parametros, y un directorio

denominado como el directorio de entrada original que contenia todas las imagenes segmentadas.
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8.7 Numero Relativo de adipocitos
El numero relativo de adipocitos se calculé tomando en cuenta el promedio del area de adipocitos y

el peso total del TAS, como se muestra a continuacion:

N R = Promedio de 4rea de adipocitos (um)?
R=1 Peso del tejido (ug)

N.R. = numero relativo de adipocitos

8. 8. Determinacion de triglicéridos en tejido adiposo blanco subcutaneo
La obtencion de triglicéridos se hizo de acuerdo a la metodologia descrita por Okuno [59].

Brevemente, se pesé entre 0.040-0.045 g de TAS congelado, se coloco en 200 pL de solucidn
amortiguadora TG (NaCl 150 mM, Tritén X-100 0.1% y Tris Base 10 mM)) precalentado a 40-50°C
en tubos eppendorf de 1.5 mL. El tejido se homogeniz6 con un taladro para microtubos
(Sigma/Andrich,Cat: Z359955-1EA, Missouri, USA) durante 1 min. Se transfirieron los 200 uL de
solucién amortiguadora con tejido a tubos eppendorf de 2 mL que contenian 1.8 mL de solucién
amortiguadora de TG precalentado a 40-50°C. Se homogeniz6 la solucion y se tomd una alicuota de
50 pL para cuantificar lo concentracion de triglicéridos por medio de un ensayo enzimético

colorimétrico (ELItech Clinical Systems Triglycerides Mono SL New).

8. 9. Cuantificacion de triglicéridos
Se colocaron 3 pL de la solucion blanco (agua), de la solucién estandar o de las muestras en placas

de 96 pozos. Se afiadieron a los pozos 300 pL de reactivo y se incubaron las placas durante 10 min
a 37°C. Se leyd la absorbancia a una longitud de onda de 500 nm en un espectrofotometro de placa

(iMark BioRad, California, USA) y la concentracion de TG se calcul6 de la siguiente manera:

TG (%) =(Absorbancia de la muestra/Absorbancia del estandar) x 200 mg/dL

myg myg
T =—2 %1 =—Z 4?2
G (mg) L * 100000 m * 2000
TG (mg)

TG totales =

x Peso del TAS (g)

Peso de muestra (g)

TG totales de TAS(mg)
Numero relativo de adipocitos

TG por adipocito (mg) =
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8.10. Analisis estadistico
Se presenta la media + el error estdndar de la media. Se aplicé la prueba de normalidad de

D’angostino. Las diferencias entre los grupos se establecieron con analisis de varianza (ANOVA)
de una via y ANOVA de una via de medidas repetidas solo para la ganancia de peso, consumo de
alimento y consumo de energia. Para determinar las diferencias entre los grupos se utilizé la prueba
Post-hoc Fisher de diferencia minima significativa (LSD). En todos los casos un valor de p< 0.05

fue considerado estadisticamente significativo, donde a>b>c>d (GraphPad Prism v6).
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9. Resultados

9.1. Ganancia de peso corporal y cantidad de tejido adiposo blanco subcutaneo (TAS)
El porcentaje de ganancia de peso corporal que fue obtenido previamente al comienzo de esta tesis,

muestra que esté se vio afectado por el tipo de dieta, ya que la DAG generé mayor ganancia de peso
que la DC. Sin embargo, el peso corporal también se vio afectado por el consumo de As. De los
cuatro grupos evaluados, el grupo que presento la mayor ganancia de peso porcentual fue el de los
ratones alimentados con DAG y expuestos a As (Tabla 3). Se puede observar que los ratones
expuestos a As, a pesar de consumir una DC, incrementaron significativamente su porcentaje de

ganancia de peso con respecto a los ratones alimentados con la misma DC, pero sin As.

Tabla 3. Ganancia de peso corporal con respecto al peso inicial.

Ganancia de g %
peso

DC 11.144 50.944

DC-As 12.38¢ 58.79¢

DAG 22.04b 103.04b

DAG-As 23.11a 104.252

Dieta Control (DC), Dieta Control + Arsénico (DC-As), Dieta alta en grasa (DAG), Dieta alta
en grasa + Arsénico (DAG-As). Letras diferentes muestran diferencias significativas a>b>c>d,
analizado con ANOVA de una via de medidas repetidas con Post-hoc Fisher LSD p<0.05.
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De igual forma la cantidad de TAS en los ratones alimentados con la DAG fue alrededor del doble
de forma significativamente estadistica en comparacion con los animales alimentados con la DC; sin

embargo, no se observo ningun efecto del arsénico (Figura 3).

8 57 a

L a Figura 3. Porcentaje de tejido
§ 4= L adiposo blanco subcutédneo (TAS)
o en funcion del peso corporal

L 34 Db b

> —_I— Dieta Control (DC), Dieta Control +
‘Q e Arsénico (DC-As), Dieta alta en grasa
|_

2 14 (DAG), Dieta alta en grasa + Arsénico
2 0 (DAG-AS). Letras diferentes muestran
[ T ]

a

diferencias significativas a>b,
DC DC-As DAG DAG-As ) ]
analizado con ANOVA de una via

con Post-hoc Fisher LSD, p<0.05.
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A pesar de que los animales de los 4 grupos experimentales consumieron la misma cantidad de
alimento en gramos (Figura 4), existe una diferencia significativa en el consumo de energia al dia
entre los grupos de ratones alimentados con DC y DAG (Figura 5). De tal forma que, a pesar de que
cada grupo de ratones consumié la misma cantidad de alimento (Figura 4), aquellos alimentados con

DAG tuvieron un mayor consumo de energia que se vio reflejado tanto en la ganancia del peso

corporal como en la cantidad del TAS (Tabla 3).
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Figura 4. Consumo de alimento en gramos
al dia por raton

Dieta Control (DC), Dieta Control + Arsénico
(DC-As), Dieta alta en grasa (DAG), Dieta alta
en grasa + Arsénico (DAG-As). Analizado con
ANOVA de una via de medidas repetidas con
Post-hoc Fisher LSD.
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Figura 5. Consumo de energia (kcal) al dia
por ratén

Dieta Control (DC), Dieta Control + Arsénico
(DC-As), Dieta alta en grasa (DAG), Dieta alta
en grasa + Arsénico (DAG-As). Letras
diferentes muestran diferencias significativas
a>b analizado con ANOVA de una via de
medidas repetidas con Post-hoc Fisher LSD,

p<0.05.
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9.2. Histologias del tejido adiposo subcutaneo (TAS)

En las imagenes analizada sobre las histologias de TAS (Figura 6) se puede observar el efecto que
tuvo la DAG, ya que los adipocitos de los ratones alimentados con la DAG presentaron hipertrofia
(mayor tamafio de adipocitos y menor cantidad de adipocitos por area) en comparacion con los
adipocitos de los ratones alimentados con la DC. Algo similar sucedi6 entre los ratones alimentados
con la DAG y la DAG+As, puesto que los adipocitos de los ratones alimentados con la DAG+As
tuvieron un tamafio mayor en comparacion con los ratones alimentados con la DAG. Sin embargo,
este efecto no se observé entre los ratones alimentados con la DC y la DC-As, donde el As no mostro
ninguna diferencia con la dieta control. Por lo tanto, se podria suponer que el As exacerbo los efectos
que generd la DAG maés no influyé con una dieta control. Con el fin de evaluar estos hallazgos de

manera cuantitativa, se analizo el tamafio de los adipocitos.

As

DC

DAG

Figura 6. Histologias del tejido adiposo subcutaneo con tincion de Hy E, 20X, escala
50 um. Dieta Control (DC), Dieta alta en grasa (DAG), Arsénico (As).
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9.3. Tamario de los adipocitos en el tejido adiposo subcutaneo

Para conocer la distribucion del tamafio de los adipocitos y corroborar si realmente existia una
hipertrofia en los adipocitos del TAS en los ratones alimentados con la DAG y expuestos a As, se
evalu6 el tamafio de los adipocitos en las histologias del TAS. Los ratones alimentados con la DAG
tuvieron adipocitos significativamente mas grandes que los alimentados con la DC; en el grupo que

ademas recibio As este efecto se exacerbo de forma significativa (Figura 7).
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Figura 7. Tamafio de adipocitos del tejido adiposo subcutaneo

Dieta Control (DC), Dieta Control + Arsénico (DC-As), Dieta alta en grasa (DAG), Dieta
alta en grasa + Arsénico (DAG-AS). Letras diferentes muestran diferencias significativas
a>b>c, analizado con ANOVA de una via con Post-hoc Fisher LSD, p<0.05

Con lafinalidad de ampliar el analisis sobre el tamafio de los adipocitos en el TAS, se hizo un analisis
de frecuencia relativa del tamafio de los adipocitos por rangos de tamario, ya que al microscopio se

observo una gran variedad en los tamarios de las células

El anélisis de la frecuencia relativa del tamafio de los adipocitos mostré que los adipocitos del TAS
de los ratones alimentados con la DAG tuvo un mayor porcentaje de adipocitos de 6-8 x10% um? en
comparacion con la DC (11% vs 2%, respectivamente), asi como en el rango de 8-20x10% um? (9%

vs 1%, respectivamente), considerandolos hipertréficos ya que el tamafio promedio de adipocitos
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subcutaneos en la cepa C57BL/6 es de 2x10° pm? {Parrlee, 2014}. Sin embargo, en aquellos ratones
alimentados con la DAG y ademas expuestos a As, se exacerb este efecto, aumentando el nimero
de adipocitos con un area en el rango de 8-20x10% um?, con un cambio de frecuencia del 9% con la
DAG al 14% en combinacion con el As. Mientras que el nimero de adipocitos pequefios (< 2x10°
um?) disminuyo tnicamente por efecto de la DAG (Figura 8) .

Frecuencia relativa (%)

Area de adipocitos x 103 (um2) 20
mDC 1DC-As ODAG [DAG-As

Figura 8. Frecuencia relativa del tamafio de adipocitos en el tejido adiposo subcutaneo

Dieta Control (DC), Dieta Control + Arsénico (DC-As), Dieta alta en grasa (DAG), Dieta
alta en grasa + Arsénico (DAG-AS).

Con el objetivo de corroborar si realmente los adipocitos de los ratones alimentos con la DAG habian
presentado un crecimiento del tejido adiposo por hipertrofia, se analiz6 el namero relativo de
adipocitos (Figura 9), el cual se obtiene a partir del promedio del area de los adipocitos (Figura 7)
entre el peso total del TAS. El anélisis mostré que los cuatro grupos experimentales presentaron el

mismo namero relativo de adipocitos, indicando que la expansion del tejido adiposo no ocurri6 por
hiperplasia
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Figura 9. Namero
relativo de adipocitos en
el tejido adiposo
subcutaneo

Dieta Control (DC), Dieta
Control + Arsenico (DC-
As), Dieta alta en grasa
(DAG),

Dieta alta en grasa +
Arsénico (DAG-AS).

De forma concordante con los resultados del tamafio de los adipocitos, la cantidad de TG

intracelulares almacenados en los adipocitos del TAS fue significativamente mayor en los ratones

alimentados con la DAG que en los ratones que recibieron la DC (Figura 10). Sin embargo, la adicién

de arsénico a la DAG exacerbo significativamente el acimulo de triglicéridos en los adipocitos, lo

cual explica la hipertrofia observada.
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Figura 10. Contenido de
triglicéridos por adipocito.

Dieta Control (DC), Dieta
Control + Arsénico (DC-As),
Dieta alta en grasa (DAG),
Dieta alta en grasa + Arsénico
(DAG-AS). Letras diferentes
muestran diferencias
significativas a>b>c, p<0.05.
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10. Discusion

Los datos presentados indican que el As potencia el efecto de la DAG sobre el aumento en la

acumulacién de los TG en el TAS, generando hipertrofia de los adipocitos de este tejido.

El As tuvo una gran influencia en relacién a la ganancia de peso, ya que en ambas dietas hubo un
incremento ligero pero significativo en aquellos animales que fueron expuestos al As comparado

con sus respectivos controles.

Los ratones alimentados con la DC y con la DAG consumieron la misma cantidad de alimento al
dia, de tal modo que se puede descartar que el aumento de peso se haya debido a un mayor consumo
de alimento. Sin embargo, el consumo de energia fue mayor en los ratones alimentados con la DAG,

lo cual es l6gico debido a que esta dieta tiene una mayor densidad energética que la DC.

El crecimiento de TAB, ya sea por aumento en el nimero de adipocitos (hiperplasia) y/o por el
tamafo de adipocitos (hipertrofia) son caracteristicas importantes del TAB. En un estudio in vivo en
el que se expuso a ratones a arsenito (100 ug/L) durante 5 semanas se demostré una reduccion en el
numero de adipocitos por campo provenientes del tejido adiposo epididimal, por lo que estos
resultados sugieren que el tratamiento con As ocasiona que haya una mayor cantidad de adipocitos
hipertréficos [55]. Estas observaciones concuerdan con los resultados del presente estudio, ya que,
tal como se mostro anteriormente, tanto en los estudios histolégicos como en el analisis del TAS, se
demostro que el tamafio de los adipocitos de los ratones alimentados con la DAG fue mayor que el
de los ratones alimentados con la DC. A su vez, los ratones alimentados con la DAG y expuestos a
As, tuvieron un mayor tamafio de adipocitos subcutaneos que los alimentados con la DAG, pero sin
exposicion a As. Esto indica una hipertrofia en los adipocitos del TAS causada por la DAG, siendo

este efecto potenciado por la exposicién a As.

Por otro lado, para saber si realmente estos adipocitos eran hipertroficos, ya que en algunas
histologias se apreciaban tanto adipocitos pequefios como adipocitos grandes, considerando que el
valor promedio de adipocitos del TAS en ratones de la cepa C57BL/6 es de 2x10° um? [72] se evalu6
el % de frecuencia relativa. De manera congruente con el dato correspondiente al % de frecuencia
relativa, se identifico que la DAG generd el desarrollo de una mayor cantidad de adipocitos
hipertréficos. Sin embargo, en aquellos ratones alimentados con la DAG y expuestos a As, se
exacerbd este efecto, en donde incluso aument6 el % de los adipocitos de mayor tamario (8-20x10°
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um?). Al evaluar el nimero relativo de adipocitos, se observd que los 4 grupos experimentales
mostraban valores similares, por lo tanto la diferencia en el crecimiento del TAS por los diferentes
tratamientos radica en la distribucién de los tamafios de adipocitos. Este analisis también pudo
haberse obtenido midiendo la cantidad de células a través de la cantidad de ADN que hay en el TAS,
sin embargo, se descartd esta opcidn debido a que el valor resultante iba a estar sobreestimado ya
que el TAS no solo se encuentra formado por adipocitos, sino que también contiene una variedad de
tipos celulares, tales como pre-adipocitos, macréfagos, celulas endoteliales, fibroblastos y

leucocitos, entre otros [20].

El aumento en la masa adiposa puede ser el resultado de varios factores: un aumento en el tamafio
de los adipocitos, crecimiento por hipertrofia, y/o por aumento en el nimero de adipocitos
(crecimiento por hiperplasia), este Ultimo a través de la adipogénesis. La adipogénesis es el proceso
de diferenciacion celular por el cual los pre-adipocitos dan lugar a los adipocitos y éstos comienzan

a almacenar lipidos, particularmente en forma TG [60].

Al evaluar la cantidad de TG almacenados en los adipocitos del TAS, se encontrd que los ratones
alimentados con la DAG en combinacién con As, tuvieron un aumento significativo en la cantidad
de TG en comparacion con cualquiera de los otros tratamientos, lo cual concuerda con el mayor
aumento en el tamafio de los adipocitos, ya que al tener mayor acimulo de TG debe ocurrir una
expansion celular (hipertrofia). Sin embargo, esto no se vio reflejado en un aumento de peso del
TAS, a pesar de que se esperaba una mayor ganancia de peso en el TAS de los ratones alimentados
con DAG+As como consecuencia de haber tenido un mayor tamario de adipocitos con una mayor
acumulacién de TG. Por el contrario, el peso del TAS fue muy similar entre las mismas dietas, sin
verse reflejado el efecto del arsénico sobre la DAG. Este fendmeno podria explicarse por una
cuestion metodoldgica de la balanza, ya que no se pudo realizar con una balanza analitica, sino que
se utiliz6 una balanza con una precision de 2 decimales, lo cual es relevante al considerar la cantidad

de TAS que se obtuvo por raton.

El crecimiento del TAB por hipertrofia, a diferencia de un crecimiento por hiperplasia, genera
adipocitos disfuncionales que afectan de forma negativa a todo el organismo. Cuando los adipocitos
se vuelven disfuncionales, se vuelven resistentes al efecto de la insulina, lo que resulta en un gran
aumento en la liberacién de acidos grasos libres y adipocinas que juegan un papel clave en el

desarrollo y mantenimiento del efecto de la insulina a nivel sistémico [61].
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El mecanismo principal por el cual el TAB acumula TG y genera hipertrofia es la lipogénesis, que
abarca tanto la sintesis de novo de &cidos grasos, asi como la esterificacion de acidos grasos para la
sintesis de TG [61]. Esto ocurre principalmente después de comidas con un alto contenido en hidratos
de carbono y lipidos [61, 62]. Una de las principales funciones del TAB es la lipdlisis, la cual se
define como el catabolismo de los TG almacenados en los adipocitos en periodos de demanda
energética, por medio del proceso de hidrolisis de los TG para generar tres moléculas de acidos

grasos libres y una molécula de glicerol [63].

Las alteraciones tanto en la lipogénesis como en la lipdlisis pueden ser consecuencia de la resistencia
a la insulina[61]. Una de las principales funciones de la insulina es inhibir la lipolisis en los
adipocitos durante el postprandio [64]. Una tasa alta de lip6lisis en el postprandio contribuye a una
alta concentracion de acidos grasos libres en circulacion, lo cual conduce a su depoésito en otros
organos generando lipotoxicidad y resistencia a la insulina, caracteristicas en laDT2 y en la obesidad
[65]. La resistencia a la insulina en el adipocito, a su vez, altera la capacidad de la insulina para

inhibir la lipdlisis en dicha célula, deteriorando aiin mas la accion de la insulina [66].

Por otro lado, los hallazgos que se han descrito en relacion al As sobre la funcionalidad de los
adipocitos, radica en los efectos que tiene sobre la lipélisis basal y la adipogénesis. En un estudio
con adipocitos diferenciados de células mesenquimales y tratados in vitro con As 1 uM por 24 a 72
horas, se observo un incremento en la lipdlisis basal, disminucién de la expresion de perilipina-1y
disminucion de las gotas lipidicas. En el articulo se muestra que el As actua a través del receptor
acoplado a proteinas Gi (GPCR) para la endotelina-1 (EDNRA/ EDNRB) [55].

Otro trabajo mostr6 que el As puede inhibir la adipogénesis, proceso por el cual las células pre-
adipociticas se diferencian en adipocitos permitiendo el almacenamiento de lipidos.La inhibicion de
la adipogénesis mediada por As, se produce en la etapa temprana de la diferenciacidn adipogénica
terminal debido a la induccidn de la proteina homologa C/EBP (CHOP10), la cual es una proteina
de respuesta al estrés del reticulo endoplasmico. Dicha induccion de CHOP10 por As inhibe la

actividad transcripcional de C/EBPf, suprimiendo asi la adipogénesis [67].

En algunos estudios se ha intentado descifrar el papel que tiene el As sumando al de otros factores
que desencadenan diferentes tipos de alteraciones metabdlicas. Por ejemplo, la cantidad de lipidos

en la dieta asi como el tipo de acidos grasos los componen, tienen la capacidad de modular diversos
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aspectos del TAB, en particular, la morfologia y el tamafio de los adipocitos [68]. En un estudio [71]
se observd que los ratones alimentados con una DAG durante 20 semanas presentaron intolerancia
a la glucosa en comparacion con los ratones alimentados con una dieta baja en grasa. Al afadir As
en el agua de bebida (25 y 50 mg/L) a los animales alimentados con la DAG, estos mostraron un
incremento en la intolerancia a la glucosa de manera dosis-dependiente, proponiendo que el As actua
sinérgicamente con la DAG [69]. Uno de los mecanismos de accién por los cuales el As en conjunto
con la DAG incrementan la intolerancia a la glucosa es a través de la inhibicion de la fosforilacion
en el residuo Ser-473 de la proteina cinasa B (PKB/AKT), evitando la traslocacion de GLUT 4
(transportador de glucosa sensible a la insulina) a la membrana celular, ocasionando un incremento

en la intolerancia a la glucosa{Paul, 2007}.

Latiroides es una de las principales glandulas endocrinas que contribuyen al metabolismo de lipidos.
En un estudio con roedores, se mostro que dosis altas de As en el agua de bebida (25 y 50 mg/L)
durante 20 semanas, actuaba de forma sinérgica en presencia de una DAG reduciendo los niveles
séricos de las hormonas tiroideas T3 (triyodotironina) y T4 (tiroxina) [58]. Dichas hormonas
tiroideas participan en movilizar los lipidos de forma eficiente del tejido adiposo, disminuyendo asi
las reservas de la grasa del cuerpo, aumentando la concentracion de acidos grasos libres en plasma
y acelerando su oxidacion. De tal forma que, si el As en conjunto con un DAG reduce los niveles de

T3y T4, es de esperarse que también afecte la movilizacion y oxidacion de lipidos.

Otro estudio realizado en ratones C57BL/6 expuestos de 3 a 50 mg/L de arsénico en el agua durante
un periodo de 10 semanas combinado con una DAG, mostr6 un aumento en el dafio en el ADN de
células hepaticas. El As genera un dafio en el ADN y en combinacién con una DAG, este dafio se
incrementa teniendo como consecuencia cambios transcripcionales en vias relacionadas con muerte
y crecimiento celular, metabolismo de los lipidos y la sefializacion de insulina. Este estudio sugiere
que la DAG incrementa la sensibilidad de los ratones a la sensibilidad al As en el agua de bebida,
generando mayor hepatotoxicidad [70].

Es de esperarse que exista una compleja red de mecanismos que subyacen la etiologia de la
disfuncion del TAS inducida por As en combinacion con una DAG, los cuales pueden alterar el
metabolismo de los lipidos, alterando la adipogénesis, la lipdlisis, la lipogénesis y/o la oxidacién de
los lipidos, entre otros factores que son clave en el desarrollo de trastornos metabdlicos, como la
obesidad
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11. Conclusién
La dieta alta en grasa aumenta la cantidad de tejido adiposo subcutaneo

La exposicion a arsénico incrementa el crecimiento hipertrofico de los adipocitos del tejido adiposo

subcutaneo ocasionado por la dieta alta en grasa

La expansion del tejido adiposo subcutaneo por exposicion a arsénico en combinacidn con una dieta
alta en grasa no ocurre por crecimiento hiperplasico de los adipocitos

El arsénico potencia el efecto de la dieta alta en grasa sobre el aumento en la acumulacion de los

triglicéridos en el tejido adiposo subcutaneo.
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12. Perspectivas

Con la finalidad de entender mejor cémo es el mecanismo por el cual el As exacerba tanto la
acumulacion de TG como el tamafio de los adipocitos en el TAS causados por la DAG, es necesario
los distintos procesos involucrados en el metabolismo de lipidos. En relacion a los procesos positivos
de acumulo de grasa, se encuentran la lipogénesis de novo y la esterificacion de acidos grasos,
mientras que los procesos involucrados en el balance negativo figuran la lipdlisis y la oxidacion de
los &cidos grasos. Estas vias metabolicas se podrian explorar a nivel de expresion genica, expresion

proteica y modificaciones post-traduccionales.
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