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RESUMEN 

Los disruptores endocrinos (EDC), son sustancias químicas que alteran la homeostasis 

hormonal y se encuentran presentes en productos como juguetes, cosméticos, plásticos. 

Una de las vías de señalización hormonales que es afectada por los EDC es la vía de 

señalización de las hormonas tiroideas (TH). Las TH poseen un rol primordial en la 

adipogénesis, lipogénesis, lipólisis y termogénesis. Disruptores endocrinos como el 

bisfenol A (BPA), mono (2-etilhexil) ftalato (MEHP), y butilparabeno (BuP) han sido 

descritos como obesógenos al alterar la acumulación de lípidos y la adipogénesis. Hasta 

la fecha los efectos de los EDC han sido estudiados de manera individual y pocos 

estudios han evaluado los efectos obesogénicos de mezclas de EDC en vías de 

señalización tironino-dependientes. Por lo que el objetivo del presente estudio es evaluar 

el efecto de la exposición a cócteles de EDC en las vías de señalización tironino-

dependientes durante la adipogénesis in vitro. Fibroblastos de ratón 3T3-L1 fueron 

tratados con dosis bajas de cócteles de EDC durante la etapa de proliferación y se indujó 

la adipogénesis. Posteriormente, se determinó la expresión de genes TH-dependientes 

involucrados en la adipogénesis mediante qPCR, la expresión proteica fue evaluada 

mediante western blot y la acumulación de triglicéridos en adipocitos maduros fue 

determinada mediante tinción rojo oleoso. Los resultados mostraron una disminución en 

la expresión de TRα y un incremento de PPARγ a las 24 y 72 h post-diferenciación, 

dependiendo de la dosis de disruptor. Además, se observaron cambios en la expresión 

de la proteína Glut-4 dependiendo del tratamiento con EDC. Finalmente se observó un 

incremento en la acumulación de lípidos y tamaño del lóculo a los 14 días post-

diferenciación, dependiendo de la dosis de EDC. La disminución de TRα implicaría un 

cambio en la expresión de genes implicados en el proceso de adipogénesis que son 

regulados por esta vía de señalización, promoviendo la acumulación de lípidos en el 

adipocito. Concluímos que la exposición a dosis bajas de cócteles de EDC reprime la 

expresión del receptor TRα durante la adipogénesis e induce efectos obesogénicos en el 

adipocito. 

Palabras clave: EDC. Adipogénesis. Hormonas tiroideas. Obesógenos. 
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ABSTRACT 

Endocrine disruptors (EDC), are chemical substances that alter hormonal homeostasis 

and are present in products such as toys, cosmetics, plastics. One of the hormonals 

signaling pathways that it is affected by EDC is the thyroid hormones (TH) signaling 

pathway. TH play an important role in adipogenesis, lipogenesis, lipolysis, and 

thermogenesis. EDC such as bisphenol A (BPA), mono (2-ethylhexyl) phthalate (MEHP), 

and butylparaben (BuP) have been described as obesogenic by altering lipid 

accumulation and adipogenesis. To date, the effects of EDC has been studied individually 

and only a few studies have evaluated the obesogenic effects of EDC cocktails on TH-

dependent signaling pathways. Therefore, the objective of this study was to evaluate the 

effect of exposure of EDC cocktails on TH-dependent signaling pathways during 

adipogenesis in vitro. 3T3-L1 mouse fibroblast culture were treated with low doses of EDC 

cocktails during cell proliferation phase and then adipogenesis was induced. 

Subsequently, the expression of TH-dependent genes involved in adipogenesis was 

measured by qPCR, protein expression was evaluated by western blot and triglyceride 

accumulation in mature adipocytes was determinated by oil red staining. Results showed 

a decrease in TRα expression and an increase in PPARγ at 24 and 72 h post-

differentiation, depending on the EDC dose. Changes in the presence of Glut-4 protein 

were also observed in dependence of EDC treatment. Finally, an increase in lipid 

accumulation and locular size was observed at 14 days post-differentiation depending on 

the EDC dose. The decrease in TRα would imply a change in the expression of genes 

involved in the adipogenesis process that are regulated by this signaling pathway, 

promoting the accumulation of lipids in the adipocyte. We conclude that low-dose 

exposure to EDC cocktails represses TRα receptor expression during adipogenesis and 

induce obesogenic effects in the adipocyte. 

Keywords: EDC. Adipogenesis. Thyroid hormones. Obesogens. 
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INTRODUCCIÓN 

 

Los disruptores endocrinos (EDC) son sustancias químicas exógenas que afectan 

cualquier aspecto de acción hormonal, a nivel de su síntesis, transporte, metabolismo o 

mecanismo de acción (Petrakis et al., 2017), los podemos encontrar en diferentes 

productos que comúnmente empleamos, como juguetes, envases de plásticos para 

alimentos, cosméticos, lociones, perfumes, productos farmacéuticos, entre otros (Wazir 

et al., 2019; Nowak et al., 2018; Darbre, 2017). Diversos estudios han mostrado que 

algunos EDC afectan la acumulación de lípidos y la diferenciación de preadipocitos, a 

estos EDC se les ha denominado obesógenos, entre los cuales podemos encontrar al 

bisfenol A (BPA), mono –(2-etilhexil) ftalato (MEHP) y butilparabeno (BuP) (Veiga et al., 

2018). En un estudio realizado por Heimeier et al., se observó que el BPA puede unirse 

al receptor de hormonas tiroideas (TR) y actuar como un antagonista y reprimir la 

expresión de genes dependientes de triyodotironina (T3) en renacuajos de Xenopus 

leavis (Heimeier et al., 2009). Por lo que una de las vías de señalización que pudiera 

estar siendo afectada por los EDC en el adipocito es la vía tironino-dependiente, en donde 

regula procesos de diferenciación, lipogénesis, lipolisis y termogénesis. Por otro lado, la 

mayoría de los estudios sobre los efectos de los EDC se han centrado en su efecto de 

manera individual, sin embargo, nos encontramos expuestos a múltiples combinaciones 

de ellos. Kassotis et al. determinaron que ciertas mezclas encontradas en el polvo 

domestico podían inducir la adipogénesis y sugirieron que la actividad adipogénica de 

estas mezclas era regulada por el antagonismo del TRβ (Kassotis et al., 2019). No 

obstante, aunque se ha reportado que los EDC afectan vías de señalización tironino-

dependientes, se ha prestado poca atención en la implicación de esta vía en el tejido 

adiposo y más aún en presencia de múltiples EDC. Por lo cual, el presente estudio evalua 

si distintas combinaciones de EDC pueden alterar la vía de señalización tironino-

dependiente y afectar el proceso de adipogénesis y, por tanto, favorecer el desarrollo de 

enfermedades como el sobrepeso y la obesidad. 
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1. Antecedentes 

1.1. Disruptores endocrinos 

 

El término disruptor endocrino o EDC (por sus siglas en inglés Endocrine Disruptor 

Chemical) fue emitido por primera vez en 1991 en una conferencia que tuvo lugar en 

Wingspread, Wisconsin, donde se analizó la evidencia científica que mostraba el efecto 

de los contaminantes químicos ambientales sobre el sistema endocrino de diversos 

organismos como peces, aves, mariscos, tortugas y mamíferos (Colborn et al., 1993).  

De acuerdo a la segunda declaración emitida por la Endocrine Society, los EDC 

son definidos como: “una sustancia química exógena, o mezcla de sustancias químicas, 

que interfieren con cualquier aspecto de acción hormonal” (Gore et al. 2015), es decir 

pueden interferir con la síntesis, secreción, transporte, unión, mecanismo de acción y/o 

metabolismo de las hormonas, y de esta manera alterar la homeostasis hormonal y la 

fisiología de un organismo. La exposición a EDC se ha relacionado con enfermedades 

crónico-degenerativas como la obesidad, enfermedades cardiovasculares, diabetes 

mellitus tipo 2, cáncer, infertilidad, entre otras (Yilmaz et al., 2020; Gore et al., 2015). 

Los EDC se pueden encontrar en cualquier parte de nuestro entorno (Figura 1), 

tales como solventes, lubricantes (bifenilos policlorados y dioxinas), plásticos y juguetes 

(bisfenol-A y ftalatos), pesticidas (metoxicloro, diclorodifeniltricloroetano), fungicidas 

(vinclozolina, agentes farmacéuticos (dietilestrilbestrol), cosméticos (parabenos), y 

alimentos (fitoestrógenos: genisteína y cumestrol), entre otros (Gore et al. 2015), mientras 

que las vías de exposición principales son la ingestión, inhalación y absorción dérmica 

(Veiga et al., 2018). 
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Los EDC poseen características fisicoquímicas similares a las de las hormonas 

como: i) baja solubilidad en agua (Log Kow, menor o igual a 5) y ii) bajo peso molecular 

(menor a 500 g/mol) lo que favorece su bioacumulación en tejidos (Griffin et al., 2020; 

Bourez et al., 2013). Además, actúan como señales biológicas a través de diversos 

mecanismos moleculares, entre los que destacan: unirse a receptores hormonales 

presentes en membrana celular, citosol o núcleo actuando como agonistas o 

antagonistas, lo que se traduce en la activación, inhibición o bloqueo de la acción de las 

hormonas endógenas; alterar la expresión del receptor hormonal o inducir modificaciones 

epigenéticas; disminuir o aumentar la síntesis, el transporte y el metabolismo hormonal, 

al igual que la distribución y niveles circulantes hormonales (La Merrill et al., 2020).  

El efecto final de los EDC dependerá de distintos factores como la edad (Newbold 

et al., 1998; Newbold et al., 2000) y la latencia de exposición, es decir las consecuencias 

de la exposición durante el desarrollo, pueden no ser evidentes en las primeras etapas 

de vida, pero pueden manifestarse en la etapa adulta o durante la etapa de 

envejecimiento del organismo (Herbest et al., 1971; McLachlan et al., 1980; Li et al., 

1997). Otro factor importante, es la dosis del compuesto, ya que exposiciones a niveles 

bajos de EDC pueden causar anomalías endocrinas, mientras que exposiciones a dosis 

altas pueden tener efectos distintos o nulos (Diamanti-Kandakaris et al., 2009).  

Figura 1. Ejemplos de fuentes de exposición a disruptores endocrinos (EDC).  
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A la fecha la exposición a los EDC se ha asociado al desarrollo de diversas 

enfermedades crónicas como obesidad, cáncer, enfermedades cardiovasculares, 

diabetes mellitus, entre otras (Gore et al., 2015) 

 

1.2. Sobrepeso y obesidad 

 

El sobrepeso y la obesidad son un problema de salud a nivel mundial que va en 

aumento, y es considerada como una epidemia ya que actualmente afecta a más de 2 

mil millones de individuos en población infantil y adulta (Caballero, 2019; UNICEF 2020; 

OECD 2020). En los últimos 30 años, el sobrepeso y la obesidad han incrementado en 

población mexicana (Barquera et al., 2020) y actualmente el 75.2% de la población mayor 

de 15 años padece de sobrepeso u obesidad, con una mayor prevalencia en mujeres 

(Barquera et al., 2020).  

En relación a su etiología se sabe que la obesidad es el resultado de alteraciones 

en la ingesta de alimentos y/o disminución de la actividad física, así como factores 

genéticos y ambientales. La evidencia científica ha mostrado que la exposición a factores 

ambientales en edad adulta y etapa intrauterina favorece el desarrollo de obesidad 

(Heindel 2003; Crews et al., 2006), por ejemplo, el tabaquismo durante el embarazo se 

asocia con el desarrollo de obesidad infantil de la progenie, asimismo se ha encontrado 

que diversas sustancias químicas pueden causar aumento de peso en animales, a través 

de alteraciones hormonales involucradas en la regulación del peso corporal (Heindel 

2003; Von et al., 2002; Rzehak et al., 2016). 

 

1.3. Hormonas tiroideas 

 

Las hormonas tiroideas (TH) son moléculas mensajeras derivadas de aminoácidos 

(tirosina). Su estructura se basa en dos anillos del aminoácido tirosina (un anillo interno 

y otro externo) que se unen a través de un enlace tipo éter y el anillo interno tiene unidos 

los grupos amino y carboxilo (cadena β alanina), (Solís et al., 2011; Köhrle, 2018) (Figura 



19 
 

2). Son de suma importancia ya que actúan en múltiples tejidos como cerebro, musculo, 

corazón, hígado, tejido adiposo, entre otros, en los cuales regulan diversos procesos 

como crecimiento, desarrollo, diferenciación celular y metabolismo energético. (McAninch 

et al., 2014; Mendoza et al., 2017). 

 

 

 

 

 

La glándula de la tiroides sintetiza a las hormonas tiroideas, tetrayodotironina 

(tiroxina o T4), considerada como una pre-hormona y la triyodotironina (T3), que es la 

hormona tiroidea bioactiva (Figura 3) (Nilsson et al., 2017). Ambas hormonas se liberan 

a circulación a través del transportador monocarboxilato 8 (MCT8) y viajan en torrente 

sanguíneo unidas a proteínas de transporte como la globulina transportadora de tiroxina 

(TBG), transtiretina y albúmina; y durante el trayecto las TH se unen y se liberan de sus 

proteínas transportadoras, y solo la fracción libre de TH es la que se encuentra disponible 

para la captación celular (Shahid et al. 2021; Ortiga et al., 2016). 

 

 

 

 

 

Figura 2. Estructura general de hormonas tiroideas. R3’, R5’, R3 y R5, representan los sitios donde se 

unen las moléculas de yodo (I).  

Figura 3. Estructura de las hormonas tiroideas. A. Triyodotironina (T3), B. Tetrayodotironina (T4). 

Modificada de Köhrle, 2018.  
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Una vez que alcanzan su tejido diana, las TH son internalizadas por 

transportadores selectivos como la proteína transportadora de aniones orgánicos 

(OATP), el MCT8, transportador monocarboxilato 10 (MCT10), polipéptido 

cotransportador de sodio / taurolato (NTCP) y transportadores de aminoácidos del 

sistema L (LAT 1 y LAT 2) (Karapanou et al., 2011; Braun et al., 2018). Al interior de las 

células, la disponibilidad de TH es regulada por las enzimas desyodasas tipo D1, D2 y 

D3, para activar o inactivar a la T3, la cual inducirá sus efectos biológicos a través de su 

unión a los receptores de hormonas tiroideas (Sinha et al., 2018). 

 

1.3.1. Receptores de hormonas tiroideas 

 

Los receptores de hormonas tiroideas (TR) pertenecen a la superfamilia de 

receptores nucleares y son factores de transcripción dependientes del ligando que 

reconocen secuencias especificas en el DNA denominadas elementos de respuesta a 

hormonas tiroideas (TRE, del inglés, thyroid hormone response elements), que se 

encuentran ubicados en las regiones promotoras de genes tironino-dependientes. Los 

TRE son secuencias que se componen de dos sitios (G/A)GGT(C/G)A que se encuentran 

separados por una secuencia espaciadora de 0 a 5 pb de longitud, estas secuencias 

pueden presentar arreglos palindrómicos, repeticiones directas o palindrómicos 

indirectos (Figura 4).  

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Estructura de los TRE. A. Secuencia consenso del TRE. B. Tipos de arreglos estructurales 

de los TRE. Modificado de Cheng et al., 2010. 
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En humanos, los TR son codificados por dos genes THRA (NR1A1) y THRB 

(NR1A2) ubicados en el cromosoma 17 y 3, respectivamente. Los TR están conformados 

por: i) un dominio de unión a DNA (DBD), el cual es una región conservada, formado por 

una secuencia de 66 a 68 aminoácidos, 4 de las primeras cisteínas y 4 de las últimas 

cisteínas se coordinan con un átomo de zinc, formando los famosos “dedos de zinc”; ii) 

una región N-terminal (A/B), que es una región no conservada que permite la interacción 

con proteínas correguladoras, y iii) una región C-terminal posee la región bisagra (D) y el 

dominio de unión al ligando (LBD), el cual permite la interacción con la T3. El dominio 

LBD interactúa con correpresores (CoR) y coactivadores (CoA) y participa en la 

homodimerización y heterodimerización con receptores como los receptores de retinoides 

X (RXR) (Karapanou et al., 2011; Lee, 2017; Weikum et al., 2018; Cheng et al., 2010) 

(Figura 5).  

 

 

 

 

 

 

El THRA genera tres isoformas por splicing alternativo, el TRα1, que une T3, y el 

TRα2 y TRα3, las cuales no unen T3, mientras que el gen THRB genera tres isoformas 

TRβ1, TRβ2 y TRβ3 que unen T3 (Figura 6). Su expresión es dependiente del tejido, en 

adipocitos blancos (WAT) y marrones (BAT), α1, β1, β2 son expresados, siendo TRα1 la 

isoforma TR predominante y necesaria para llevar a cabo una termogénesis adecuada, 

además de que participa en la homeostasis metabólica, mientras que la isoforma TRβ1 

regula el metabolismo del colesterol. En células madre derivadas del tejido adiposo 

humano multipotentes (hADSC), se ha observado que predomina el TRα1, mientras que 

el TRβ1 se encuentra en menor proporción y es durante la etapa diferenciación celular 

Figura 5. Estructura general del receptor de hormonas tiroideas. 
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que este último incrementa su expresión (Cheng et al., 2010; Lee, 2017; Saponaro et al. 

2020; Cvoro et al., 2016). 

 

 

 

 

 

 

 

La regulación transcripcional mediada por T3 a través de los TR está regulada por 

proteínas reguladoras, como los coactivadores y correpresores, estos se unen a los 

complejos receptor-ADN promoviendo o reprimiendo la transcripción (Tabla 1). En 

ausencia de T3, los TR se unen al TRE como heterodímeros con el RXR y reclutan 

correpresores que desacetilan las histonas, permitiendo que la cromatina se compacte y 

se reprima la actividad transcripcional. En presencia de ligando T3, se liberan los 

correpresores y se asocian coactivadores, que reclutarán enzimas como acetilasas de 

histonas, que generarán relajamiento de la cromatina y favorecerán la entrada de la 

maquinaria general de la transcripción (Saponaro et al., 2020; Mullur et al., 2014). 

 

 

 

 

 

Figura 6.  Isoformas de los receptores de hormonas tiroideas. Modificado de Cheng et al. 2010. 
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1.4. Tejido adiposo 

 

El tejido adiposo un órgano endocrino con una elevada actividad metabólica que 

participa en el mantenimiento de la homeostasis energética y regulación metabólica. Es 

un tejido conformado por diversos tipos celulares: adipocitos, preadipocitos, fibroblastos, 

leucocitos, macrófagos, células del estroma vascular e innervación. 

De acuerdo a su coloración, función, vascularización y estructura, se han 

identificado tres tipos de tejido adiposo: pardo o BAT (por sus siglas en ingles brown 

tissue adipose), blanco o WAT (por sus siglas en ingles white tissue adipose) y beige 

(Tabla 2) (Frigolet et al. 2020; Murawska 2017; Vega et al. 2019). 

El BAT es un tejido muy vascularizado e inervado que predomina en niños 

pequeños y lactantes, distribuido en el área axilar, cervical, perirrenal y periadrenal, 

mientras que en adultos se encuentra en menor proporción en la región torácica, 

supraclavicular, cuello, paravertebrales, paraórticas y suprarrenales. Sus funciones 

principales son: termogénesis adaptativa (disipa la energía en forma de calor a través de 

la proteína desacopladora 1, UCP1), homeostasis metabólica (almacenamiento de 

glucosa y participa en la diminución de los TAG circulantes) y secreción (prostaglandinas, 

adipsina, citocinas, entre otros) (Wang et al., 2016; Vega et al., 2019; Murawska, 2017).  

CORREPRESORES COACTIVADORES 

NCoR (nuclear receptor co-repressor) SRC (steroid receptor co-activator) 

SMRT (silencing mediador for RAR and 

TR) 

DRIP/TRAP (vitamin D receptor interacting 

protein/ TRassociated protein). 

 
CBP/p300 

Tabla 1. Correpresores y coactivadores que participan en la regulación TH-dependiente 
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El WAT, es el más abundante del cuerpo humano y se encuentra distribuido en 

forma de depósito en distintas partes del organismo: subcutáneo (corresponde al 80% 

del total), perivascular y visceral, siendo este último el de mayor relación con síndrome 

metabólico y patologías asociadas con la obesidad (Frigolet et al., 2020; Murawska, 2017; 

Vega et al., 2019). El WAT se encuentra menos vascularizado e inervado que el BAT, 

almacena la energía en forma grasa. El 60-85% de la masa del WAT lo ocupa la grasa, 

donde el 90-99% son TAG y el resto lo ocupan los ácidos grasos (AG), los diglicéridos, 

los monoglicéridos, el colesterol y los fosfolípidos. Entre los AG que posee se encuentran: 

mirístico, palmítico, esteárico, oleico y linolénico (Murawska 2017). 

El WAT controla el metabolismo energético y secreta citocinas, proteínas y lípidos, 

por lo que se comunica con otros sistemas como el endocrino, el muscular, el nervioso, 

el circulatorio, el inmunológico y el reproductivo, mediante la secreción de adipocinas 

(sustancias similares a hormonas conocidas también como adipocitocinas), y recibe 

señales a través de receptores de insulina, glucagón, GH, TSH, gastrina, 

colecistoquinina-B (CCK-B), NPY-Y1, FGF, TGF-B, angiotensina, T3, glucocorticoides, 

andrógenos, vitamina D, estrógeno, progesterona, PPARG, RAR/ RXR, por mencionar 

algunos (Frigolet et al. 2020; Murawska, 2017; Vega et al. 2019). 

El tejido adiposo beige aparece en tejido WAT, tras la exposición al frio o algún 

otro estimulo como algunas citocinas. El cual, al ser estimulado expresa la proteína UCP1 

que es un componente termogénico característico del BAT, sus funciones principales son 

almacenar o eliminar energía en forma de calor (Vega et al., 2019). 
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En el tejido adiposo el tamaño de los adipocitos puede variar hasta 20 veces 

debido a la acumulación elevada de ácidos grasos libres en forma de TAG que genera 

una gota lipídica (proceso conocido como lipogénesis). Por otro lado, durante el ayuno o 

una actividad continua, los TAG se hidrolizan (lipólisis) a ácidos grasos libres y son 

liberados a la circulación. Después son movilizados a otros tejidos, y son empleados 

como fuente de energía de acuerdo a las necesidades metabólicas. El almacenamiento 

excesivo de lípidos en el tejido adiposo ocasiona un aumento del tamaño de los adipocitos 

lo que provoca una alteración hormonal, liberación de citocinas y adipocinas 

inflamatorias, alterando de esta manera la homeostasis energética normal (Moseti et al., 

2016; Hafidi et al., 2019). 

Para el estudio del tejido adiposo se han empleado modelos de cultivo celular, 

como las líneas celulares preadiposas 3T3-L1 y 3T3-F442, derivadas de fibroblastos de 

subclon de ratón Swiss 3T3, de 17 a 19 días de edad, ambas desarrollan una población 

CARACTERÍSTICA ADIPOCITO BLANCO ADIPOCITO BEIGE ADIPOCITO PARDO 

FORMA Generalmente esféricos Ligeramente elipsoide Elipsoide 

DIÁMETRO 20- 200 µm 

Intermedio (entre el 

adipocito blanco y 

pardo) 

20- 40 µm 

ORGÁNULOS 

Núcleo periférico 

(comprimido entre la 

grasa y membrana 

plasmática). 

Escasas mitocondrias. 

Núcleo centralizado. 

Abundantes 

mitocondrias. 

Núcleo centralizado 

dentro del citoplasma. 

Abundantes 

mitocondrias. 

GOTA DE LÍPIDO Unilocular Multiloculares Multiloculares 

Tabla 2. Características morfológicas de los adipocitos. 
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de adipocitos maduros homogénea y son similares morfológica y bioquímicamente a los 

adipocitos in situ (Lee, 2017). 

 

1.5. Adipogénesis 

 

La adipogénesis es un proceso de diferenciación celular, en el cual células 

precursoras como las mesenquimales se diferencian a adipocitos maduros, es decir 

adipocitos con contenido lipídico. Este proceso es regulado y orquestado por factores de 

transcripción que se encargan de la expresión de proteínas importantes en la inducción 

de la formación de adipocitos maduros, (el transportador de glucosa 4 (GLUT4), la 

lipoproteína lipasa (LPL), la estearil-CoA-desaturasa (SCD) y la sintasa de ácidos grasos 

(FAS), entre otras). Como todo proceso de diferenciación traerá consigo cambios en la 

morfología celular, los adipocitos inducen la sensibilidad a la insulina y cambios en su 

capacidad secretora (Moseti et al., 2016).  

La actividad de los factores de transcripción adipogénicos es regulada por señales 

extracelulares (señalización de WNT/ β-catenina y superfamilia de proteínas TGFβ) y 

hormonas endocrinas como insulina/IGF-1, hormona de crecimiento, glucocorticoides; 

hormonas esteroideas, hormonas tiroideas, vitamina D; vitamina A/retinoides, leptina y 

citocinas proinflamatorias (Lee, 2017). 

La adipogénesis consta de cuatro etapas principales: detención del crecimiento, 

expansión clonal mitótica (MCE), diferenciación temprana y diferenciación terminal 

(Figura 7). 

 

Figura 7. Etapas principales de la adipogénesis. Modificada de Esteve et al., 2014. 
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Los preadipocitos cultivados proliferan antes de entrar en la etapa de detención 

del crecimiento y comienzan a expresar marcadores tempranos de diferenciación. Los 

fibroblastos 3T3-L1 pueden diferenciarse en adipocitos maduros aproximadamente en 

una semana, empleando inductores de la diferenciación como suero fetal bovino, 

dexametasona (DEX), la cual activa la vía de glucocorticoides, isobutilmetilxantina (IBMX) 

que activa la proteína quinasa A (PKA) induciendo la producción de AMPc; y la insulina, 

que estimula la captación de glucosa que se almacena en forma de TAG. La DEX e IBMX 

inducen la expresión de proteínas de unión a potenciador/ CCAAT δ (C/EBPδ) y proteínas 

de unión a potenciador/ CCAAT β (C/EBPβ), respectivamente (Moseti et al., 2016; Lee, 

2017). 

Durante la etapa de MCE las células aumentan temporalmente la expresión de los 

factores de transcripción C/EBPβ y C/EBPδ que inducen la expresión de receptor 

activado por proliferador de peroxisomas γ (PPARγ) y proteínas de unión a potenciador/ 

CCAAT α (C/EBPα). Al activarse, el PPARγ induce la expresión de otros genes 

importantes implicados en la adipogénesis, como C/EBPα, y juntos forman un bucle de 

autorregulación positiva, y controlan la expresión de otros genes responsivos a C/EBPα 

y PPARγ, como la fosfoenol piruvato carboxicinasa (PEPCK), aP2 y el transportador de 

glucosa 4 (GLUT4), entre otros (Figura 8). 

La etapa terminal de la diferenciación se caracteriza por la estimulación con 

insulina, la síntesis y el transporte de lípidos en el interior del adipocito. El mantenimiento 

de la diferenciación terminal es regulado principalmente por la expresión sostenida de 

C/EBPα (Moseti et al., 2016; Lee, 2017). Existen otros factores que participan en la 

regulación de la diferenciación de adipocitos como la familia Krüppel-like factor (KLF), 

que son factores de transcripción de dedos de zinc entre los que se encuentran KLF4, 

KLF5, KLF9 y KLF15. La expresión de KLF9 se regula positivamente durante la etapa 

intermedia de la diferenciación adipogénica, KLF9 se une directamente al promotor 

PPARγ2 y lo activa indirectamente al unirse a C / EBPα. SREBP1 regula la expresión 

génica de FAS y LPL, importantes en el metabolismo de acidos grasos. Cabe mencionar 
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que la expresión de SREBP1 aumenta la actividad de PPARγ (Moseti et al., 2016) y la 

subsecuente regulación de proteínas como FAS, SCD1, ap2, PEPCK, LPL y Glut 4.       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Durante la adipogénesis, la T3 regula la expresión de genes como los receptores 

TRα y TRβ, PPARγ, C/EBPα, C/EBPβ, enzima málica (ME), transportador de glucosa tipo 

4 (GLUT4), KLF-9, SREBP1, entre otros (Figura 9) (Lee, 2017; Obregón, 2008; Denver 

et al., 2009; Stahlberg et al., 2005).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Regulación molecular positiva de la adipogénesis.  

Figura 9. Regulación de genes tironino-dependientes durante la adipogénesis. 



29 
 

1.5.1. Receptores activados por proliferadores de peroxisomas (PPAR-γ) 

 

Los receptores activados por proliferadores de peroxisomas (PPAR) pertenecen a 

la familia de receptores de nucleares, son una subfamilia de factores de transcripción 

activados por ligandos. Conformada de tres isotipos PPAR-α (NR1C1), PPAR-β / δ 

(NR1C2) y PPARγ (NR1C3), codificados por genes separados. Los PPAR participan de 

manera importante en la regulación de genes implicados en la homeostasis energética, 

metabolismo de TAG, almacenamiento de lípidos, glucosa y lipoproteínas, la lipogénesis 

de novo, captación de ácidos grasos, proliferación celular e inflamación (Han et al., 2017). 

PPARγ contiene un dominio A/B N-terminal, un dominio C de unión al ADN, un 

dominio D y un dominio de unión a ligando C-terminal (dominio E/F). Los PPAR forman 

heterodímeros con receptores de retinoides X (RXR, α, β, γ).  

PPARγ cuenta con dos isoformas PPARγ-1, que se expresa en la mayoría de los 

tejidos, incluyendo tejido adiposo, y PPARγ-2 se considera una isoforma proadipogénica 

y expresa mayoritariamente en el tejido adiposo y sus niveles aumentan durante la 

adipogénesis. (Han et al., 2017; Lee, 2017). En el tejido adiposo PPARγ es el regulador 

central de la adipogénesis al dirigir la expresión transcripcional de genes como aP2, 

lipoproteína lipasa, acil-CoA sintasa, PEPCK, proteína transportadora de ácidos grasos, 

Glut 4 y adipisina (Moseti et al., 2016). 

 

1.5.2. GLUT-4 

 

El transportador de glucosa pertenece a la familia de proteínas de transportadores 

de glucosa (GLUT) que comprende de 14 isoformas, las cuales poseen 12 dominios 

transmembranales, con extremos N- y C-terminales orientados hacia el citoplasma. Los 

GLUT se dividen en tres clases: i) clase l, incluye a GLUT 1-4 y GLUT 14, ii) clase ll, 

incluye a GLUT 5, 7, 9 Y 11, iii) clase lll, conformada por los GLUT 6, 8, 10, 12 y el 

transportador de mioinositol impulsado por protones HMIT (GLUT 13). 
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El transportador de glucosa 4 (GLUT4, SLC2A4) es responsable de la captación 

de glucosa en el tejido adiposo y muscular. GLUT4 es retenido en vesículas dentro del 

citoplasma y en presencia de insulina, se activan vías de señalización que inducen su 

translocación a la membrana plasmática, para así regular el transporte de la glucosa y 

aportar sustratos para el metabolismo celular. La expresión de GLUT4 es inducida por T3 

durante el proceso de diferenciación de los adipocitos para aumentar el consumo de 

glucosa (Augustin, 2010; Teixeira et al., 2012; Foley et al., 2011). 

 

1.6. Obesógenos 

Los obesógenos son compuestos químicos xenobióticos que regulan y promueven 

de forma inapropiada la acumulación de lípidos y la adipogénesis, tanto en humanos 

como en animales. Poseen la capacidad de estimular a células madre y aumentar el 

compromiso o la diferenciación a adipocitos (adipogénesis), aumentado el número de 

adipocitos y el almacenamiento de triglicéridos, provocando hiperplasia e hipertrofia del 

tejido adiposo.  

Los obesógenos poseen características fisicoquímicas como bajo peso molecular 

y de naturaleza lipofílica, lo que les permite el paso a través de la membrana y/o sobre 

receptores de membrana, citosólicos y nucleares, imitando o bloqueando el 

funcionamiento de las hormonas endógenas (Tabla 3). Estudios en células 3T3-L1 han 

mostras que EDC como los ftalatos, parabenos y el bisfenol A, poseen actividad 

obesogénica (Heindel et al., 2019; Griffin et al., 2020; Egusquiza et al., 2020; Guerrero-

Meza et al., 2022). 
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1.6.1. Bisfenol A 

El bisfenol-A (BPA, 4,4’-isopropilidenodifenol) es un compuesto empleado para 

fabricación de plástico de policarbonato y resinas epoxi para el revestimiento de latas de 

alimentos, juguetes, biberones y selladores dentales (Figura 10). Sus principales rutas 

de exposición son la vía oral, inhalación y absorción dermica. La ingesta diaria tolerable 

del BPA es de 4µg/kg peso corporal/día (EFSA, 2015) y 50 µg/kg/día (Gore et al., 2015). 

Una vez ingerido, el BPA es metabolizado en el hígado por UDP-glucuronil-transferasas 

y sulfotransferasas para su eliminación por la orina y una fracción de BPA se mantendra 

libre en el organismo (Mileva et al. 2014).  

 

 

 

 

 

EDC ESTRUCTURA 

QUÍMICA 

PESO 

MOLECULAR 

(g/mol) 

VIDA 

MEDIA 

RECEPTORES 

BLANCO 

COEFICIENTE DE 

PARTICIÓN 

OCTANOL/AGUA 

BPA 

 

228.291 5-8 h 

ERα 

PPARγ 

TR 

3.32 

MEHP 

 

278.348 8 h 

PPARγ 

TR 

4.92 

BUTILPARABENO 

 

194.227 8-10 h 

PPARγ 

GR 

4.0-4.3 

Figura 10. Estructura química del Bisfenol A.  

Tabla 3. Propiedades fisicoquímicas de los obesógenos BPA, MEHP y butilparabeno. 
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El BPA ha sido detectado en fluidos corporales como saliva, orina, suero del 

cordón umbilical, leche materna, sangre e incluso en placenta, en neonatos, lactantes, 

niños, hombres y mujeres (Konieczna et al., 2015; Lee et al., 2019; Berge et al., 2019; 

Lee et al., 2018; Mantzouki et al., 2019).  

Diversos estudios han mostrado que la exposición a BPA se correlaciona con 

obesidad y adipogénesis. En un modelo de preadipocitos subcutáneos humanos que 

fueron expuestos a 50 µM de BPA durante 48 horas, se observaron cambios en la 

expresión de genes implicados en la acumulación de triacilglicerol y alteración de vías de 

señalización de SREBF1, mTOR y TR-RXR (Boucher et al., 2014). Por otro lado, la 

exposición prolongada a dosis bajas de BPA (1 nM) aumento la expresión de genes 

maestros involucrados en el metabolismo de lípidos y glucosa como PPARγ, FABP4/AP2 

y C/EBPα en preadipocitos 3T3-L1, e indujo alteraciones en vías de señalización 

dependientes de insulina en adipocitos maduros (Ariemma et al., 2016).  

La exposición a BPA durante el embarazo y lactancia induce aumento de 

adiposidad en la descendencia, generando un aumento en la proliferación de 

preadipocitos que poseen un mayor contenido de adipocitos en ratas (Desai et al., 2018). 

Mientras que la administraron de dosis de 10 y 50 BPA µg/kg/día, durante la gestación y 

lactancia, induce cambios en la regulación metabólica de la progenie, afectando niveles 

de hormonas esteroideas y tiroideas en ratas Wistar (Silva et al., 2019). A nivel estructural 

el BPA y sus análogos tienen un gran parecido con la T3 (Figura 11), y puede unirse a 

TR, en particular a la isoforma beta de TR (TRβ) y actuar como antagonista, a dosis de 

0,1 a 10 µM, reprimiendo la expresión de genes dependientes de T3 en renacuajos de X. 

leavis (Kim et al., 2019; Heimeier et al., 2009). 
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1.6.2. Mono-(2-etilhexil) ftalato (MEHP) 

Los ftalatos son compuestos orgánicos sintéticos derivados del ácido ftálico 

empleados en productos de envasado de alimentos, muebles, pinturas, plásticos, 

productos de limpieza, materiales de construcción, cosméticos y juguetes para niños. Se 

filtran fácilmente al aire, agua, alimentos e incluso pueden adherirse a partículas de polvo, 

siendo sus principales rutas de exposición la inhalación, ingestión o contacto con la piel 

(García et al., 2012; Weiss et al., 2018). El mono-2-etilhexil ftalato (MEHP) es el principal 

metabolito activo del di-2-etilhexil ftalato (DEHP) (Figura 12). El DEHP es metabolizado 

por esterasas que se encuentran en el tracto digestivo, hacia MEHP, posteriormente el 

MEHP se oxidara por enzimas aldehído deshidrogenasas generando productos de oxo y 

carboxitransformación, los cuales se conjugaran con ácido glucurónico con la ayuda de 

la enzima UDP y se eliminaran por la orina (EFSA, 2019; Frederiksen et al., 2007). 

 

 

 

Figura 11. Estructura de la hormona tiroidea T3 y bisfenoles. A. T3, B. bisfenol A, C. bisfenol F y D. bisfenol 

S. Modificado de Kim et al., 2019. 

Figura 12. Estructura química del mono–(2-etilhexil) ftalato (MEHP). Modificado de EFSA, 2019. 
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El efecto adipogénico del MEHP se ha evaluado en cultivos de preadipocitos, en 

los cuales induce adipogénesis al aumentar la expresión de PPARγ (García et al., 2012; 

Hao et al., 2012), inducción de gotas lipídicas de menor tamaño y aumento en la lipólisis 

y captación de glucosa, así como cambios correlacionados en la expresión de genes 

marcadores implicados en la adipogénesis, metabolismo de lípidos y captación de 

glucosa, como PPARγ, Ap2, C/ EBPα, C/ EBPβ y Glut-4 (Chiang et al., 2016). Asimismo, 

el tratamiento con 10 µM de MEHP induce un aumento significativo en la acumulación de 

lípidos y la actividad de PPARγ (Shoaito et al., 2019).  

 

1.6.3. Butilparabeno (BuP) 

Los parabenos son ésteres de alquilo del ácido p-hidroxibenzoico que se 

encuentran dentro del grupo de los obesógenos (Figura 13). Los parabenos han sido 

utilizados en diversos productos como agente antimicrobiano en productos alimenticios, 

farmacéuticos y cuidado personal. Los parabenos empleados con mayor frecuencia son 

el metil, etil, propil y butilparabeno, los cuales se han detectado en suero, orina, leche 

materna, placenta, líquido seminal, entre otros fluidos (Darbre 2017; Hu et al., 2017; Petric 

et al., 2021). 

 

 

 

 

 

 

 

Los parabenos son metabolizados por las esterasas hepáticas, renales y cutáneas, 

y una gran fracción de ellos es excretada por la orina y la bilis como conjugados 

glucoronido y sulfatos, y una fracción se mantiene libre y se puede bioacumular en el 

cuerpo (Petric et al., 2021; Aydemir et al., 2019). 

Figura 13. Estructura química del Butilparabeno 
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La exposición a butilparabeno induce efectos adipogénicos en cultivo celular 3T3-

L1 y células hADSC, promoviendo la adipogénesis mediante la activación de PPARγ de 

forma dependiente de la longitud de cadena alquilo del compuesto, siendo mayor el efecto 

inducido por el butilparabeno (Hu et al., 2013; Hu et al., 2017). 

 

1.7. Mezclas de disruptores endocrinos 

 

 En la vida cotidiana, los organismos se encuentran expuestos a múltiples químicos 

de forma simultánea, los cuales provienen de diversas fuentes, y actualmente su 

exposición se asocia a efectos adversos para la salud. En este sentido, en un estudio 

realizado por Biemann y col. (2014) en donde analizaron los efectos adipogénicos de una 

combinación de EDC: bisfenol A, dietilhexilftalato y tributilestaño, en células madre 

mesenquimales multipotentes de ratón (C3H10T1/2), las cuales fueron expuestas 

durante 12 días a dosis altas o bajas de la mezcla de EDC. Los resultados mostraron una 

disminución del número de adipocitos, el contenido total de TG y la expresión de ARNm 

de genes marcadores adipogénicos en las células tratadas con las dosis bajas; mientras 

que, con las dosis altas, se incremento el número de adipocitos, aunque no hubo cambios 

en la expresión de triglicéridos y ARNm de LPL y PPARγ2 (Biemann et al., 2014). 

En otro experimento realizado Kassotis y col. se demostró que extractos de polvo 

domestico promovian la adipogénesis de preadipocitos 3T3-L1, aumentando la 

acumulación de triglicéridos y proliferación de preadipocitos, más aún, los efectos eran 

regulados en parte por el antagonismo del TRβ (Kassotis et al., 2019). En un estudio 

realizado por Baralic y col., se analizaron los efectos metabólicos y hormonales de una 

mezcla de DEHP, DBP y BPA (dosis altas, DEHP: 50 mg/kg peso corporal/día + DBP: 50 

mg/kg peso corporal/día + BPA: 25 mg/kg peso corporal/día) en ratas tratadas durante 

28 días. Los resultados mostraron que la mezcla redujo el consumo de agua, así como 

el consumo de alimentos, alteraciones a la alta en el perfil de lípidos, parámetros 

bioquímicos relacionados con el hígado y el nivel de glucosa, niveles hormonas tiroideas 

en donde se observó un incremento sérico de T4 y una disminución significativa en la 

relación T3/T4 (Baralic et al., 2020). 
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En conjunto, se ha descrito que los EDC afectan vías de señalización tironino-

dependientes, no obstante, se ha prestado poca atención en la implicación de su 

alteración en el tejido adiposo y más aún en presencia de múltiples EDC. Por lo tanto, el 

presente estudio evaluará si distintas combinaciones de EDC alteran vías de señalización 

tironino-dependientes en el proceso de adipogénesis. 

 

2. JUSTIFICACIÓN 

La obesidad es un problema de salud que afecta a más de 2 mil millones de 

individuos a nivel mundial y es una enfermedad causada por múltiples factores como 

cambios en el estilo de vida, aumento en la ingesta calórica, falta de actividad física, 

factores genéticos y ambientales. Entre los factores ambientales destacan los 

compuestos disruptores endocrinos o EDC, los cuales están presentes en envasados de 

alimentos, juguetes, productos para el cuidado personal, tubería médica, pisos de vinilo, 

herbicidas, insecticidas, entre otros, por lo que nos encontramos expuestos a múltiples 

EDC de forma simultánea, es decir a mezclas de compuestos disruptores endocrinos. 

Los EDC poseen la capacidad de alterar a los sistemas endocrinos involucrados en el 

mantenimiento del balance energético, tales como el eje tiroideo, que al verse alterado 

puede afectar el metabolismo energético, ya que las hormonas tiroideas tienen un rol 

importante en el metabolismo de ácidos grasos, regulando la expresión de genes y 

actividad de enzimas involucradas en la adipogénesis. A la fecha, la relación entre la 

obesidad y los EDC ha sido estudiada de forma individual, es decir, evaluando el efecto 

de un solo compuesto disruptor; sin embargo, son pocos los estudios relacionados a 

mezclas de EDC y más aún enfocados en el tejido adiposo, por lo que resulta de suma 

importancia evaluar si distintas combinaciones de EDC pueden alterar el proceso de 

adipogénesis a través de vías tironino-dependientes y, por tanto, favorecer el desarrollo 

de sobrepeso u obesidad. Nuestro estudio permitirá profundizar en los mecanismos 

moleculares involucrados en la etiología de la obesidad asociada a la exposición a EDC, 

así como desarrollar estrategias para prevenir su desarrollo y reducir su mortalidad.  
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3. HIPOTESIS 

La exposición a cócteles de disruptores endocrinos reprimirá las vías de 

señalización tironino-dependientes involucradas en la adipogénesis. 

 

4. OBJETIVOS 

4.1. Objetivo general 

Evaluar el efecto de la exposición a cócteles de disruptores endocrinos en las vías 

de señalización tironino-dependientes durante la adipogénesis in vitro. 

4.2. Objetivos específicos 

• Evaluar el efecto de cócteles de disruptores endocrinos en la expresión de genes 

tironino-dependientes involucrados en la adipogénesis.  

• Evaluar el efecto de cócteles de disruptores endocrinos en la presencia de 

proteínas adipogenicas. 

• Determinar el efecto de la exposición a cócteles de disruptores endocrino en la 

acumulación de triglicéridos en adipocitos maduros. 
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5. MATERIALES Y METODOS  

5.1. Materiales 

5.1.1. Población 

Fibroblastos 3T3-L1 de ratón (CL-173™) se obtuvieron del laboratorio de biología 

celular y molecular de campus Juriquilla, UAQ, por parte de la Dra. Marisela Ahumada. 

5.2. Metodología 

5.2.2. Cultivo de la línea celular 3T3-L1 

Los fibroblastos 3T3-L1 de ratón (CL-173™) se almacenaron en nitrógeno líquido 

hasta su empleo. Las células se cultivaron en cajas de 6 pozos de poliestireno, en 

condiciones de cultivo estándar: atmósfera humidificada de 95% de O2 y 5% de CO2 a 

37°C, empleando medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) suplementado con 10% 

de suero fetal bovino (FBS), penicilina 100 UI/ml y estreptomicina 100 UI/ml con una 

densidad celular de 5 x103 por pozo y/o caja. Se realizó una cuantificación del porcentaje 

de supervivencia de las células 3T3-L1 en cámara de Neubauer mediante tinción con azul 

de tripano. 

Posteriormente las células se sincronizaron con medio de sincronización (MS) 24 

h después de realizar la siembra y se incubaron durante 24 h. Luego de ser sincronizadas 

las células se dejaron proliferar con medio con tratamiento (MT), el cual se cambió cada 

48h, hasta alcanzar una confluencia de 80% (10 días) (Tabla 5) (Figura 14). 

 

 

 

 

Figura 14. Cultivo celular y diferenciación adipogénica de fibroblastos de ratón 3T3-L1. 
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5.2.3. Tratamiento con cócteles EDC. 

Una vez que se concluyó el periodo de sincronización, las células fueron incubadas 

con cócteles de EDC durante 10 días, hasta alcanzar una confluencia del 80%, durante 

este tiempo las células fueron incubadas con medio con tratamiento con recambio del 

mismo cada 48h. 

En cada experimento fueron incluidos los grupos: control basal y vehículo (etanol 

y DMSO) y grupos de tratamiento con EDC: A, B y C (Tabla 4). Cada grupo fue evaluado 

por duplicado. Las concentraciones empleadas fueron elegidas por su efecto adipogénico 

(Ariemma et al., 2016; Guerrero-Meza et al., 2020; Hao et al., 2012; Hu et al., 2013). 

 

Tabla 4. Tratamientos con EDC. 

 

EDC A B C 

BPA 0.01 nM 0.1 nM 1 nM 

MEHP 0.3 µM 3 µM 30 µM 

BuP 0.1 µM 1 µM 10 µM 

 

5.2.4. Inducción de la adipogénesis in vitro. 

Una vez alcanzada la confluencia del 80%, las células fueron cultivadas en medio 

de diferenciación (MD) durante 48 h, después se realizó el recambió a medio de 

incubación (MI) por 48 h y posteriormente se reemplazó por medio de maduración (MM) 

durante 10 días (Tabla 5). 
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Componentes 

Medio 

Base 

(MB) 

Medio de 

sincronización 

(MS) 

Medio con 

tratamiento 

(MT) 

Medio de 

diferenciació

n (MD) 

Medio de 

incubación 

(MI) 

Medio de 

Maduración 

(MM) 

DMEM 

 
✓  ✓  ✓  ✓  ✓  ✓  

Suero Fetal 

Bovino 10% 

 

✓  ✓  ✓  ✓  ✓  ✓  

Penicilina (100 

UI/ml) 

 

✓  ✓  ✓  ✓  ✓  ✓  

Estreptomicina 

(100 UI/ml) 

 

✓  ✓  ✓  ✓  ✓  ✓  

Dexametasona 

10 mM 

 

   ✓    

Insulina 174 nM 

 
   ✓  ✓   

3- isobutil-1-
metilxantina 0.5 
nM 

   ✓    

Tratamientos: 

BPA (A: 0.01 
nM, B: 0.1nM, 
C: 1 nM) 
 
MEHP (A:0.3 
µM, B:3 µM, 
C:30 µM) 
 

BuP (A: 0.1 µM, 

B: 1 µM, C:10 

µM). 

 

  
✓  

     

Tabla 5. Composición de los medios de cultivo empleados durante la experimentación. 
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5.2.5. Determinación de la expresión de genes blanco. 

5.2.5.1. Extracción de RNA. 

La extracción del RNA total de las células 3T3-L1 se realizó con el método de 

Trizol™ (Biosciences) a las 24h y 72h post-diferenciación. El RNA total obtenido fue 

cuantificado mediante espectrofotometría (Nanodrop) y observamos su índice de pureza 

a dos longitudes de onda A260/A280 (2.0) y A260/A230 (1.5-2.2) y se verificó su 

integridad mediante electroforesis en agarosa. 

Una vez obtenido el RNA total, se realizó la retrotranscripción del mRNA para 

obtener cDNA, empleando el Script cDNA Synthesis kit (Jenna Bioscience), de acuerdo 

a las instrucciones del fabricante. 

 

5.2.5.2. Técnica de qPCR. 

La expresión de genes se determinó mediante qPCR empleando el kit SYBRTM 

Green PCR Master Mix (Applied biosystems) y el equipo Applied Biosystems StepOneTM 

Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Las secuencias de oligonucleotidos fueron 

diseñadas empleando el buscador de secuencias genéticas del National Center for 

Biotechnology Information (NIH-NLM, EUA) y con las secuencias elegidas se empleó la 

herramienta de Primer Blast (NCBI) para generar los oligonucleótidos, los cuales fueron 

analizados con el programa OligoAnalyzer para determinar si formaban dímeros u 

horquillas; y con la herramienta de análisis in silico PCR (University of California Santa 

Cruz) para determinar su efectividad y especificidad (Tabla 6). 

La expresión génica relativa se determinó por medio del método 2-ΔΔCt empleando 

a 36B4 y β-actina como genes endógenos. Se calculó la media geométrica de los datos 

para obtener la expresión relativa en las células tratadas con EDC con respecto al grupo 

control (basal). 
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5.2.6. Determinación de la presencia de marcadores adipogénicos durante el 

proceso de adipogénesis. 

5.2.6.1. Extracción de proteínas. 

Las células diferenciadas se homogenizaron en tampón TRIS-HCl y fueron 

incubadas por 20 minutos a 4°C, posteriormente el homogenizado se sometió a 

sonicación por 10 minutos a 4°C y se centrifugó a 15,000 g, a 4° C durante 10 minutos y 

se recuperó el sobrenadante. La concentración de proteínas totales fue determinada 

mediante el método de Bradford (Becerril-Campos, et al., 2021). 

 

 

GEN 
Amplicón 

(pb) 
Cebador Secuencia 

Protocolo PCR en 

tiempo real 

TRα 204 

FWD 5’- GCTCAAGAATGGTGGCTTGG -3’ 95°C/10 min; 95°C/15 s; 

56°C/ 30 y 72°C/30 s  

durante 25 ciclos REV 5’- TTGACGTAGTGCTCAAACGC -3’ 

PPARγ 150 

FWD 5´- ATGCACTGCCTATGAGCACT-3´ 95°C/10 min; 95°C/15 s; 

53°C/ 30 y 72°C/30 s 

durante 35 ciclos REV 5’- CAACTGTGGTAAAGGGCTTG -3’ 

Β-actina 273 

FWD 5´- TACAGCTTCACCACCACAGC-3´ 
95°C/10 min; 95°C/15 s; 

60°C/ 30 y 72°C/30 s 

durante 40 ciclos 

 
REV 5’- TCTCCAGGGAGGAAGAGGA -3’ 

36B4 191 

FWD 5’- CCACGAAAATCTCCAGAGGCA -3’ 95°C/10 min; 95°C/15 s; 

60°C/ 40 y 72°C/30 s 

durante 25 ciclos REV 5’- TGTGATGTCGAGCACTTCAGG -3’ 

Tabla 6. Secuencia de oligonucleótidos y programa de PCR para amplificación de genes blanco. 
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5.2.6.2. Western blot. 

Para determinar la presencia del marcador adipogénico GLUT4 se llevó a cabo la 

técnica de western blot. Para ello se empleó el anticuerpo primario anti-GLUT4 (sc-

53566) y el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rábano picante (sc-

525409) (Becerril-Campos, et al., 2021). 

El lisado celular fue resuelto mediante electroforesis SDS-PAGE a voltaje 

constante 100 V por 1.5 h y posteriormente se realizó la transferencia de las proteínas a 

una membrana de nitrocelulosa (200 mA) y para verificar que la transferencia se realizó 

adecuadamente, la membrana fue teñida con rojo de Ponceau (1-3 min). Posteriormente 

la membrana fue bloqueada con leche al 3% durante 30 minutos, se realizaron 3 lavados 

de 10 minutos con buffer salino TBS. La membrana fue incubada con el anticuerpo 

primario (1:2000 en leche al 1%) durante 12 h, después se retiró y nuevamente se lavó 

la membrana. A continuación, se agregó el anticuerpo secundario (1:5000 en leche al 

1%) y se incubó por 2 h en agitación, posteriormente se lavó la membrana y finalmente 

se colocó la solución de revelado (diaminobencidina) la cual se mantuvo en agitación 

hasta la observación del bandeo. Una vez observadas las bandas en la membrana se 

obtuvo una imagen en el fotodocumentador (Bio-Rad), y se analizó con el software Image 

Lab para su densitometría (Becerril-Campos, et al., 2021).  

 

5.2.7. Tinción rojo oleoso (ORO). 

Para la determinación del efecto adipogénico de los cócteles de EDC se midió la 

acumulación de lípidos mediante la técnica de tinción de rojo oleoso (ORO). Los 

adipocitos maduros se lavaron con solución salina tamponada con fosfatos (PBS) y se 

fijaron con formaldehído al 4% en PBS durante 15 minutos a temperatura ambiente. Se 

retiró el formaldehído y los adipocitos fueron teñidos con solución de Rojo Oleoso al 0.2% 

(40% de propanolol) durante 30 minutos. Posteriormente, se lavó el colorante con agua 

destilada por cinco ocasiones y un enjuague con 2-propanolol. Después se procedió con 

la observación de las células utilizando un microscopio invertido (Kraus et al., 2016). Se 

capturaron diez microfotografías por campo (por duplicado), empleando los objetivos 10X 
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y 40X, con una cámara fotográfica acoplada al microscopio (VE-BC3, Velab). Las 

imágenes obtenidas fueron analizadas con el software ImageJ®, con ayuda de las 

herramientas color threshold y watershed, para determinar, saturación de grasa por 

campo y diámetro locular respectivamente (Guerrero-Meza et al., 2020). 

 

5.2.8. Bioética y seguridad. 

5.2.8.1. Manejo y eliminación de material contaminado con EDC. 

Los EDC se manipularon bajo medidas de seguridad básicas del laboratorio, 

utilizando equipo de protección personal (bata de manga larga de algodón, guantes de 

nitrilo, lentes de seguridad, zapato cerrado), para evitar el contacto directo del analista 

con las sustancias químicas.  

Las placas con medio de cultivo y material biológico se neutralizaron antes de su 

desecho empleando etanol al 70 % y cloro al 2%. Todo material desechable contaminado 

con EDC se descartó en recipientes especiales para los desechos de tipo químico de 

acuerdo a la norma oficial Mexicana NOM 018 STPS 2015. 

El material biológico (medio de cultivo y muestras biológicas) que contenía EDC 

se incubó con carbón activado para que su adsorción y se almacenó en contenedores 

especiales de residuos peligrosos para su desecho y eliminación industrial. 

 

5.3. Análisis estadístico. 

Para la determinación de los efectos del tratamiento con EDC los datos se 

analizaron mediante análisis de varianza de una vía (ANOVA) acoplada a una prueba 

posthoc Tukey para evaluar los cambios en los grupos experimentales con respecto a los 

grupos control. 
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6.  RESULTADOS 

6.1. Efecto del tratamiento con cócteles de EDC en vías de señalización tironino-

dependientes.  

Para determinar el efecto de los cócteles de EDC en vías de señalización tironino-

dependientes se evaluó la expresión del gen TRα, que es un gen responsivo a TH, a las 

24h y 72h post-diferenciación de fibroblastos de ratón 3T3-L1, con o sin tratamiento con 

EDC. Los resultados muestran una disminución significativa de la expresión de TRα a las 

24 h post-diferenciación, en los grupos B y C, comparado con los controles basal y 

vehículo (p < 0.05) (Figura 15). Mientras que, a las 72 h post-diferenciación se observa 

una disminución significativa en la expresión del receptor TRα, únicamente en el grupo A 

(Figura 16). 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Expresión de TRα en células 3T3-L1 tratadas con cócteles de EDC. Se muestra la expresión relativa 

a las 24 h post-diferenciación en los grupos control y grupos experimentales A, B y C. Los datos representan la media 

± DE de dos experimentos independientes. Los datos fueron analizados mediante ANOVA de una vía. Se indican las 

diferencias estadísticamente significativas con respecto al grupo basal (*p < 0.05). 
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Posteriormente, se evaluó la expresión del gen PPARγ, que es un gen maestro 

regulador de la adipogénesis y cuya expresión es afectada por TH, a través de 

mecanismos de comunicación cruzada entre TRα y PPARγ (Lu et al., 2010). Los 

resultados muestran cambios la expresión del gen PPARγ dependientes del tiempo de 

determinación, siendo que a las 24 h post-diferenciación el tratamiento del grupo C 

incrementó la expresión de PPARγ comparado con grupos controles basal y vehículo (p 

< 0.0001) (Figura 17). Mientras que a las 72 h post-diferenciación se observó un 

incremento significativo en la expresión del receptor en los grupos B y C, comparado con 

los controles (p < 0.0001) (Figura 18). 

Figura 16. Expresión de TRα en células 3T3-L1 tratadas con cócteles de EDC. Se muestra la expresión relativa 

a las 72 h post-diferenciación en los grupos control y grupos experimentales A, B y C. Los datos representan la media 

± DE de dos experimentos independientes. Los datos fueron analizados mediante ANOVA de una vía. Se indican las 

diferencias estadísticamente significativas con respecto al grupo basal (*p < 0.05). 
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Figura 17. Expresión de PPARγ en células 3T3-L1 tratadas con cócteles de EDC. Se muestra la expresión 

relativa a las 24 h post-diferenciación en los grupos control y grupos experimentales A, B y C. Los datos representan 

la media ± DE de dos experimentos independientes. Los datos fueron analizados mediante ANOVA de una vía. Se 

indican las diferencias estadísticamente significativas con respecto al grupo basal (****p < 0.0001).  

 

Figura 18. Expresión de PPARγ en células 3T3-L1 tratadas con cócteles de EDC. Se muestra la expresión 

relativa a las 72h post-diferenciación en los grupos control y grupos experimentales A, B y C. Los datos representan 

la media ± DE de dos experimentos independientes. Los datos fueron analizados mediante ANOVA de una vía. Se 

indican las diferencias estadísticamente significativas con respecto al grupo basal (****p < 0.0001).  
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6.2 Efecto del tratamiento con cócteles de EDC sobre marcadores adipogénicos.  

Para evaluar el efecto de cócteles de disruptores endocrinos en la expresión de 

marcadores adipogénicos, se evaluó la expresión de la proteína Glut-4, ya que es una 

proteina específica en adipocitos regulado por hormonas tiroideas y por PPARγ, su 

función es regular el transporte de la glucosa para brindar sustratos para el metabolismo 

celular (Fernyhough et al. 2007). Los resultados muestran que el tratamiento con la menor 

dosis de EDC (grupo A) reduce la presencia de la proteína Glut-4 comparado con los 

controles basal y vehículo (p < 0.05), mientras que el tratamiento del grupo B induce un 

aumento significativo del Glut-4, comparado con los controles (p < 0.05) (Figura 19). 

 

 

 

 

6.3 Efecto del tratamiento con cócteles de EDC en la acumulación de lípidos. 

Para determinar el efecto del tratamiento con EDC sobre la acumulación de lípidos 

se empleó la técnica de tinción ORO para detectar la presencia de triglicéridos en 

adipocitos maduros y posteriormente se evaluó la saturación de grasa, el diámetro del 

lóculo de grasa y el diámetro celular mediante análisis de imagen (ImageJ). La evaluación 

de saturación de grasa mostró que el tratamiento con EDC (grupo A) aumento los niveles 

Figura 19. Efecto de EDC sobre la presencia de Glut-4. Se muestra el efecto de la mezcla de disruptores luego de 

10 días de exposición durante la proliferación de 3T3-L1 sobre los niveles de proteína Glut-4, 8 días post-

diferenciación en los grupos control y grupos experimentales A, B y C. Las barras representan la media ± DE, n=2, 

analizados por ANOVA de una vía con post hoc Tukey. Se indican las diferencias estadísticamente significativas con 

respecto al grupo basal (*p < 0.05). 
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de lípidos al compararlo con los grupos control (p < 0.0001), mientras que los grupos B y 

C también aumentaron los niveles de lípidos, en comparación con los controles (p <0.01 

y p <0.05 respectivamente) (Figura 20). Y finalmente, el análisis del diámetro del lóculo 

de grasa mostró un aumento en todos los grupos experimentales (A, B y C), en 

comparación con el grupo basal y vehículo (p < 0.0001) (Figura 21).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Efecto de mezcla de disruptores en la saturación de grasa.  Se muestra el área total en pixeles/ micra de 

imágenes de células teñidas con rojo oleoso, capturadas 14 días post-diferenciación, las cuales fueron analizadas con el 

software ImageJ para determinar la saturación de grasa celular por campo, en los grupos control y grupos experimentales 

A, B y C. Los datos representan la media ± DE de diez campos distintos de dos experimentos independientes. Los datos 

fueron analizados mediante ANOVA de una vía. Se indican las diferencias estadísticamente significativas con respecto al 

grupo basal (****p < 0.0001) (**p < 0.01) (*p < 0.05). 

Figura 21. Efecto de mezcla de disruptores en el diámetro del lóculo de grasa. Se muestra el área total en pixeles/ 

micra de imágenes de células teñidas con rojo oleoso, capturadas 14 días post-diferenciación, las cuales fueron 

analizadas con el software ImageJ para determinar el diámetro locular en los grupos control y grupos experimentales A, 

B y C. Los datos representan la media ± DE de diez campos distintos de dos experimentos independientes. Los datos 

fueron analizados mediante ANOVA de una vía. Se indican las diferencias estadísticamente significativas con respecto al 

grupo basal (****p < 0.0001). 
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7. DISCUSIÓN 

Los EDC son sustancias químicas que alteran la homeostasis hormonal, los 

disruptores BPA, MEHP, y BuP poseen actividad obesogénica al aumentar la 

acumulación de lípidos y el proceso de adipogénesis en tejido adiposo. Una vía de 

señalización que es afectada por los EDC es la dependiente de hormonas tiroideas (TH), 

las cuales poseen un rol importante en el metabolismo energético al regular genes 

implicados en la adipogénesis, lipogénesis, lipólisis y termogénesis. A la fecha, los 

efectos de los EDC han sido estudiados únicamente de manera individual y pocos 

estudios han evaluado sus efectos obesogénicos en combinaciones.  En el presente 

estudio evaluamos si distintas combinaciones de EDC pueden alterar la vía de 

señalización tironino-dependiente en el proceso de adipogénesis. 

Para ello empleamos la línea celular 3T3-L1 que es un modelo celular establecido 

para el estudio de la diferenciación adipogénica, y evaluamos el efecto del tratamiento 

con distintas mezclas de EDC, grupo A: 0.01 nM BPA, 0.1 µM BuP y 0.3 µM MEHP, grupo 

B: 0.1 nM BPA, 1 µM BuP y 3 µM MEHP y grupo C: 1 nM BPA, 10 µM BuP y 30 µM 

MEHP; durante la etapa de proliferación celular. Posteriormente, las células fueron 

diferenciadas hacia adipocitos y se evaluaron los cambios inducidos a nivel de la 

expresión génica, marcadores adipogénicos y acumulación de triglicéridos.  

Los resultados muestran una inhibición en la expresión del receptor TRα en los 

grupos tratados con distintas concentraciones de las mezclas de EDC (A, B y C) en 

comparación con los grupos control, lo que indica que estos cocteles inducen un efecto 

represor al disminuir la expresión del gen TRα a distintos tiempos de la adipogénesis.  

Algunos estudios han estudiado el efecto de los EDC en la expresión o actividad 

de los receptores TR. En un estudio realizado por Kassotis et al., evaluaron el efecto de 

extractos de polvo (que contenían mezcla de retardantes de llama bromados y 

organofosforados) en la actividad del receptor TRβ; y observaron que las mezclas de 

EDC antagonizaban la actividad del receptor, lo cual favorecía la acumulación de 

triglicéridos en adipocitos maduros (Kassotis et al. 2019). Asimismo, el tratamiento de 

renacuajos con BPA (100 nM-10 000 nM) durante la etapa de pre-metamorfosis (etapa 

54), indujo un efecto antagónico en la expresión de genes TH-dependientes de respuesta 
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directa y tardía de la metamorfosis (Heimeier et al., 2009); de igual forma, Zhang et al. 

mostraron que el BPA induce un efecto inhibitorio en la expresión de genes tironino-

dependientes empleando dosis de 1000 nM BPA en renacuajos de Pelophylax 

nigromaculatus (Zhang et al., 2018). Por otro lado, se ha descrito una inducción en la 

expresión génica en cerebro de renacuajos con dosis de 10 nM de BPA (Niu et al., 2021), 

lo cual sugiere que el efecto del BPA en vías de señalización responsivas a TH dependerá 

de la concentración del disruptor.  

En relación al MEHP, se ha descrito que actúa como agonista parcial del TRα e 

induce crecimiento de células GH3 (Kambia et al., 2021), mientras que el BuP modifica 

la expresión de TH-dependientes: Dio1 y TPO en tiroides de rata (Gogoi y Kalita, 2020), 

y aunque aún no se ha descrito el mecanismo de acción de dichos efectos, es posible 

que en parte se encuentren mediados por TRs. 

 Nuestros resultados coinciden con los efectos observados por Kassotis et al., al 

encontrar un efecto inhibitorio en la expresión del receptor TRβ por el tratamiento con 

mezclas de distintos EDC. El receptor TRα es uno de los principales mediadores de los 

efectos biológicos de la T3 en la adipogénesis, presenta un aumento en su expresión a 

las 24 y 72 h de la diferenciación, por lo que la disminución del TRα durante la etapa de 

adipogénesis implicaría una alteración de los genes regulados por T3 que son de gran 

relevancia en el proceso de adipogénesis, como PPARγ, C/EBPα y Glut-4 (Kassotis et 

al. 2019; Lee, 2017; Obregón, 2008; Fu et al. 2005).  

Con respecto a los resultados obtenidos sobre el efecto de las distintas mezclas 

de EDC en la expresión de PPARγ, se observó un aumento significativo en el grupo C; y 

en los grupos B y C a las 24 y 72h post diferenciación, respectivamente. El aumento de 

PPARγ provocaría un incremento de las enzimas encargadas de síntesis de ácidos 

grasos como FAS y SCD1, así como de Ap2 y Glut-4; lo que favorecería el aumento en 

la acumulación de lípidos y diámetro del lóculo lipídico (Obregon, 2008). En estudios 

previos realizados en células 3T3-L1 que fueron tratadas con los distintos disruptores 

BPA, MEHP o BuP, se determinó un aumento en la expresión de PPARγ y un incremento 

en la acumulación de lípidos en los adipocitos expuestos (Ariemma et al., 2016; Hao et 

al., 2012. y Hu et al., 2013). En este sentido, sería interesante evaluar los efectos 
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individuales de los EDC empleados para determinar si el efecto observado en nuestro 

estudio es un efecto sinérgico sobre el gen PPARG. 

El análisis de acumulación de triglicéridos en el adipocito mostró una mayor 

acumulación en las muestras del grupo A, seguido del grupo B y C, a los 14 días de post-

diferenciación. Este aumento en la acumulación de lípidos en los adipocitos ha sido 

observado anteriormente por nuestro grupo de trabajo con los grupos B y C (Guerrero-

Meza et al., 2020), bajo una exposición individual a los EDC (Ariemma et al., 2016; Hao 

et al., 2012. y Hu et al., 2013) y al utilizar mezclas de EDC que contienen BPA (Kassotis 

et al. 2019). Nuestro estudio muestra un efecto dosis-dependiente en la acumulación de 

lípidos, siendo mayor el efecto con la dosis más baja de EDC, la cual se encuentra en 

dentro de los límites de exposición seguros establecidos por organismos de regulación 

sanitaria (FDA, 2021; EFSA, 2019). En cuanto al análisis del diámetro del loculo de grasa 

en los adipocitos se observó un incremento en todos los grupos tratados (A, B y C), lo 

cual se puede comparar con los resultados obtenidos anteriormente bajo una exposición 

individual a los EDC (Ariemma et al., 2016; Taxving et al., 2012) y resultados reportados 

anteriormente por nuestro equipo de trabajo con los grupos B y C (Guerrero-Meza et al., 

2020). Por lo tanto, nuestro estudio muestra un incremento en el diametro de los lóculos 

de los adipocitos a dosis bajas de los EDC que se encuentran en los límites seguros de 

exposición regulados por la FDA y EFSA (FDA, 2021; EFSA, 2019).  

Finalmente, al analizar la presencia de la proteína Glut-4 a los 8 días post-

diferenciación se observó una disminución en la expresión en el grupo A y un aumento 

en el grupo B. Estudios previos han observado que el PPARγ reprime la actividad del 

promotor Glut-4 y reduce la presencia de la proteína (esto fue observado en el grupo A 

de nuestros resultados), lo cual se ha asociado con el desarrollo de resistencia a la 

insulina y obesidad (Armoni et al.,2003; Virtue et al., 2018). Por otro lado, en el grupo B 

se observó aumento de Glut-4, lo que promovería la captación de glucosa en la célula 

(Sun, et al. 2021). La regulación del metabolismo de la glucosa resulta ser compleja en 

un contexto de exposición múltiple a EDC, por lo que sería relevante estudiar la 

regulación de la expresión del gen GLUT4 y la captación de glucosa durante la 

adipogénesis, bajo una exposición a dosis bajas de EDC, y profundizar en su posible 
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implicación en el desarrollo de comorbilidades asociadas a obesidad como resistencia a 

la insulina y diabetes. 

Resulta de gran importancia continuar con el estudio de las vías de señalización 

alteradas por el tratamiento con distintas combinaciones de EDC, como aquellas 

dependientes de hormonas peptídicas como hormona del crecimiento (GH) y esteroideas, 

que podrían ser blanco molecular de los EDC empleados en nuestro estudio, lo cual 

favorecerá el incremento en la acumulación de trigliceridos. Asimimos, es importante 

evaluar el efecto individual de los EDC y profundizar en los mecanismos moleculares 

implicados empleando agonistas/antagonistas y herramientas moleculares de 

silenciamiento genético que nos permitan comprender el efecto obesogénico de la 

exposición múltiple a EDC.   

En conjunto, nuestro estudio muestra que la exposición a dosis bajas de mezclas 

de EDC durante la etapa de proliferación celular altera la vía señalización tironino-

dependiente, y modula la expresión de marcadores adipogénicos y la acumulación de 

lípidos en adipocitos, por lo que la señalización dependiente de TH podría ser uno de los 

mecanismos moleculares involucrados en los efectos obesogénicos de los EDC. 

 

8. CONCLUSIÓN 

La exposición a cócteles de disruptores endocrinos disminuye la expresión del gen 

TRα, a las 24 y 72 h post-diferenciación adipogénica, y aumenta la expresión de PPARγ 

de forma dosis-dependiente en células 3T3-L1.  

La exposición a cócteles de disruptores endocrinos altera la expresión de la 

proteína Glut-4 y aumenta la concentración de lípidos de forma dosis dependiente en 

adipocitos.  
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