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Abreviaturas y siglas

BPA: Bisfenol-A.

BuP: Butilparabeno.

C/EBPa: Proteina de union al potenciador CCAAT alfa.

DEs: Disruptores Endocrinos.

GLUT-4: Transportador de glucosa tipo 4.

MEHP: Mono(2-etilhexil) ftalato.

PPARYy: Receptor activado del proliferador de peroxisoma gamma.
KLF: Familia de los factores de transcripcion Kruppel-like.

AP-1: proteina -1 activadora.

UCP1.: Proteina 1 de desacoplamiento (Uncoupling protein-1).

FABP 4: Proteina de unién a acidos grasos 4 (Fatty acid-Binding protein 4).



Resumen

Los disruptores endocrinos (DEs) son compuestos quimicos con la capacidad de alterar los
sistemas endocrinos afectando su funcionamiento. El bisfenol-A (BPA), el mono(2-etilhexil)
ftalato (MEHP) y el butilparabeno (BuP) son de amplio uso en la industria para la fabricacion
de biberones, contenedores de comida, cosméticos y farmacos. La exposicion a DEs se
asocia al desarrollo de patologias como la obesidad, caracterizada por la-acumulacion
excesiva de tejido adiposo. El tejido adiposo contiene fibroblastos y adipocitos, estos ultimos
almacenan grasa en su interior. La adipogénesis, proceso durante el cual los fibroblastos
maduran a adipocitos, requiere la activacion secuencial de factores de transcripcién como
PPARy y C/EBPa/B considerados como reguladores maestros de la adipogénesis. BPA,
MEHP y BuP inducen efectos obesogénicos al incrementar la expresion de PPARy y
promover la proliferacion y diferenciacion de adipocitos.”No obstante, los efectos
obesogeénicos de los DEs se han descrito de forma individual y en un contexto real donde el
ser humano se encuentra expuesto a diversos compuestos quimicos; por lo que resulta de
gran importancia evaluar los efectos de combinaciones especificas de DEs para determinar
su rol en el desarrollo de patologias de alta prevalencia a nivel mundial como la obesidad. El
objetivo del presente estudio fue determinar los posibles efectos genéticos y morfologicos
inducidos por combinaciones de BPA, MEHP y BuP durante el proceso de adipogénesis
empleando un modelo in vitro. Se emplearon fibroblastos 3T3-L1 tratados con distintas
combinaciones de BPA, MEHP y BuP durante la etapa de proliferacion celular,
posteriormente se indujo la adipogénesis y se incubaron hasta su maduracion a adipocitos.
Para determinar cambios genéticos se evalud la expresion génica de PPARy, C/EBPa y
GLUT-4 mediante qPCR -y para determinar cambios morfoldgicos se determind la
concentracion de acidos grasos mediante tincibn ORO (rojo oleoso). Los resultados del
analisis de imagen y cuantificacion de los acidos grasos de las células tefiidas con ORO,
mostraron que las células tratadas con DEs (grupos A, B y C) acumularon una mayor
concentracion. de acidos grasos comparados con los grupos control (basal y vehiculo).
Ademas, las células de los grupos A y B presentaron una hipertrofia de los léculos de grasa.
La gPCR determino una mayor expresion de C/EBPa en los grupos A y B comparada con el
control. En conclusion, las combinaciones de BPA, MEHP y BuP promueven un mayor
almacenamiento de grasa en los adipocitos su efecto estd dirigido a la hipertrofia de los
I6culos de grasa provocando mayor saturacion de grasa en la célula.

Palabras clave: Bisfenol-A, Adipogénesis, 3T3- L1, PPARYy, gotas de grasa.
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Abstract

Endocrine disruptors (EDs) are chemical compounds with the ability to alter endocrine
systems, affecting their functioning. Bisphenol-A (BPA), mono (2-ethylhexyl) phthalate
(MEHP), and butylparaben (BuP) are widely used in industry for the manufacture of baby
bottles, food containers, cosmetics, and drugs. Exposure to EDs is associated with the
development of pathologies such as obesity, characterized by the excessive accumulation of
adipose tissue. Adipose tissue contains fibroblasts and adipocytes, the latter store fat inside.
Adipogenesis, the process during which fibroblasts mature into adipocytes, requires the
sequential activation of transcription factors such as PPARy and C / EBPa. / B considered as
master regulators of adipogenesis. BPA, MEHP, and BuP.-induce obesogenic effects by
increasing the expression of PPARy and promoting the proliferation and differentiation of
adipocytes. However, the obesogenic effects of EDs have been described individually and in
a real context where the human being is exposed to various chemical compounds; Therefore,
it is of great importance to evaluate the effects of specific combinations of EDs to determine
their role in the development of highly prevalent pathologies worldwide, such as obesity. The
objective of the present study was to determine the possible genetic and morphological
effects induced by combinations of BPA, MEHP and BuP during the adipogenesis process
using an in vitro model. 3T3-L1 fibroblasts treated with different combinations of BPA,
MEHP and BuP were used during the cell proliferation stage, subsequently adipogenesis was
induced and they were incubated until maturation into adipocytes. To determine genetic
changes, the gene expression of PPARy, C / EBPa and GLUT-4 was evaluated by qPCR and
to determine morphological changes, the concentration of fatty acids was determined by
ORO staining (oily red). The results of the image analysis and quantification of the fatty acids
of the cells stained with ORO, showed that the cells treated with DEs (groups A, B and C)
accumulated a higher concentration of fatty acids compared to the control groups (basal and
vehicle). Furthermore, cells in groups A and B exhibited hypertrophy of the fat locules. The
qPCR determined a higher expression of C / EBPa in groups A and B compared to the
control. In conclusion, the combinations of BPA, MEHP and BuP promote greater fat storage
in adipocytes, its effect is directed at the hypertrophy of the fat locules causing greater fat
saturation in the cell.

Key Words: Bisphenol-A, Adipogenesis, 3T3- L1, PPARY, lipid droplets.

11



l.- Introduccion

Los disruptores enddcrinos (DEs) son compuestos exdgenos presentes en diversos productos
de uso diario que inducen efectos adversos en la salud de un organismo. El efecto de los DEs
radica en su accion en el sistema enddcrino, siendo agonistas o antagonistas en las funciones
hormonales. Los efectos de los disruptores dependen de factores como la susceptibilidad del
organismo (su estado de madurez), concentracion del compuesto, via de absorcién (oral,
dérmica, etc.) y tiempo de exposicion al mismo, por mencionar algunos.

Una de las alteraciones por DEs que ha tenido mas relevancia es con los denominados
obesdgenos, los cuales son compuestos con la capacidad de afectar los genes involucrados
con el metabolismo de la grasa corporal aumentando su concentracién. Los DEs estan
presentes en grandes cantidades en productos de consumo diario a los cuales esta expuesta la
poblacién mexicana, por lo que podrian ser un factor de riesgo para generar obesidad.

Para determinar los efectos de los DEs, los modelos in vitro e in vivo resultan de utilidad para
determinar el efecto de dosis encontradas en productos de uso comun. Un ejemplo de los
estudios previos esta en Ariemma et al., 2016, Hu et al., 2012 y Hao et al., 2012 donde se
observa el efecto individual de diferentes DESs en la morfologia y expresion genética durante
el proceso de diferenciacion de los fibroblastos a adipocitos.

Sin embargo, a pesar de la evidencia cientifica que respalda las alteraciones potenciales en
los modelos de estudio experimental y del conocimiento sobre la cantidad de DEs
consumidos en la vida diaria, es poco el interés de organismos gubernamentales en la
regulacion del uso de los DES en la industria. La importancia de nuestra investigacion radica
en la generacién de evidencia cientifica de los riesgos de los DEs en la vida diaria, que a su
vez promueva acciones de diferentes organismos privados por encontrar alternativas para el
uso de estos compuestos y/o regular su exposicién al ser humano en base al consumo.

El objeto de nuestra investigacion son tres compuestos con efectos obesogénicos: bisfenol-
A (BPA), butilparabeno (BuP) y mono(2-etilhexil) ftalato (MEHP). EI BPA y los ftalatos son
empleados en la fabricacion de plasticos debido a sus propiedades para hacer moldeable y
flexible el plastico encontrandose en botellas de agua, revestimientos de tuberias, envases,
juguetes y en productos textiles. Mientras que los parabenos se utilizan como agentes
antimicrobianos para la conservacion de productos como alimentos y medicamentos. El
efecto obesogeénico de los compuestos disruptores endocrinos (DES) bisfenol-A, mono-2-etil-
hexiltalato y butilparabeno ha sido ampliamente descrito de forma individual; sin embargo,
pocos estudios han evaluado los efectos bioldgicos de mezclas de DEs, considerando que los
sistemas biologicos se encuentran expuestos diariamente a distintas combinaciones de DEs
presentes en el ambiente.
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La combinacion de diferentes DEs puede provocar efectos en el proceso de adipogénesis al
inducir la sobreexpresion de genes maestros, tales como PPARy y C/EBPa, promoviendo
hipertrofia y/o hiperplasia de adipocitos y por tanto ser un factor importante en el desarrollo
de obesidad sus complicaciones.
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1. Antecedentes

Obesidad.

La organizacion mundial de la salud (OMS) define a la obesidad y al sobrepeso como-la
acumulacién anormal o excesivo de tejido graso que puede ser potencialmente perjudicial
para la salud (OMS, 2016). Un método diagndstico de la obesidad es el indice de masa
corporal (IMC), calculandolo como el peso (P) de una persona promedio en kilos entre el
cuadrado de la altura (A) en metros (P/A?), dando un rango normal entre 18 y-25 kg/m? donde
el sobrepeso se estima entre 25-29 y la obesidad de >30 kg/m? (con sus diferentes grados; I,
1, 1) (CENETEC, 2011).

La obesidad es un factor de riesgo para el desarrollo de distintas enfermedades cronicas no
transmisibles como la diabetes, la hipertension arterial y el sindrome metabdlico (ANCAM,
2002). Anteriormente se consideraba a la obesidad como un problema de paises con ingresos
econdmicos altos, hoy en dia es un padecimiento que esta presente en la poblacion sin
distincion de raza, estado socioecondémico o género (Loria et al., 2014).

Al ser un problema de salud puablica, es responsabilidad de las autoridades sanitarias y
gubernamentales brindar apoyo para la busqueda de soluciones, medidas preventivas o para
la identificacion de factores de riesgo asociados con el objetivo de reducir dicho
padecimiento en la poblacién (OMS, 2016).

Obesidad en México.

A nivel mundial, México ocupa el segundo lugar en poblacién obesa adulta y el primer lugar
en obesidad infantil (OMS, 2016). En donde 7 de cada 10 adultos (72.5%), presentan
sobrepeso u obesidad. La mayor prevalencia se presenta en las mujeres (75.6%) en
comparacion con los hombres (69.4%) (ENSANUT-MC, 2016; ENSANUT 100K, 2018).

El estudio de la obesidad y el sobrepeso en los distintos grupos poblacionales indica la
prevalencia de la enfermedad en nuestro pais. Datos de la ENSANUT-MC, 2016; ENSANUT
100 K 2018 muestran que:

e Tres de cada diez menores de 5 a 11 afios presentan obesidad.
e 4 de cada 10 adolescentes padecen obesidad.
e 7 de cada 10 adultos padecen obesidad.

14



Otro factor importante es que este tipo de incremento ha sido gradual, aumentando de esta
forma no solo el nivel de enfermedades asociadas a la obesidad, sino ademaés el costo al
financiamiento pablico que se da para las distintas enfermedades.

El costo anual destinado al sector salud en México para el 2018 fue de 122,557.3 millones
de pesos, donde un porcentaje de aproximadamente 73 a 87 mil millones serian destinados a
la atencion de la obesidad, el sobrepeso y diabetes (IMCO., 2015). Debido a ello es necesario
identificar los factores de riesgo que incrementan la probabilidad del desarrollo de obesidad,
siendo de interés particular la participacion de factores ambientales, tales como los
disruptores endocrinos.

Disruptores endocrinos.

Los disruptores endocrinos son compuestos quimicos con-la capacidad de interferir con la
accion de las hormonas a nivel de sintesis, transporte, metabolismo y mecanismo de accion;
impactando de forma negativa sobre diversos. ejes hormonales, afectando su accion y
provocando asi anormalidades en el desarrollo y la reproduccion (Casals & Desvergne, 2011;
Gore et al., 2015).

El término de disruptor endocrino o EDC (por sus siglas en inglés Endocrine Disruptor
Chemical) fue acufiado por primera vez en 1991 en la Wingspread Conference Center en
Wisconsin, reunion que tuvo por objetivo mostrar la evidencia cientifica sobre las
alteraciones en la salud humana, provocadas por los diferentes quimicos en la naturaleza
(Colborn et al., 1993).

El empleo de compuestos quimicos con potencial efecto disruptor endocrino, se remonta a
épocas anteriores a la segunda guerra mundial, en donde DEs como el gas mostaza,
insecticidas, pesticidas y herbicidas como el dicloro difenil tricloro etano (DDT), el 6xido de
tributil estafio (TBT) y la atrazina (Argemi et al., 2005), inducian alteraciones en los distintos
niveles del desarrollo. Un ejemplo de ello es el bloqueo del desarrollo sexual en las ratas por
exposicion a estrogenos sintéticos como el dietilestilbestrol usado anteriormente como
antiabortivo (Embid, 2009; Gore et al, 2015).

Asimismo, la exposicion a disruptores endocrinos se ha relacionado con mudltiples
enfermedades cronico-degenerativas como obesidad, diabetes mellitus tipo 2 y enfermedades
cardiovasculares, asi como con otras patologias como infertilidad, comportamientos
hiperactivos, autismo, cancer de mama y prostata, entre otras (Gore et al., 2015).

El efecto bioldgico de los DEs depende de diversos factores como son: la naturaleza del
compuesto (sintético o natural), concentracion, afinidad por su(s) receptor(es) blanco,
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duracién de la exposicion y etapa de vida del organismo (intrauterina, infante, adulto)
(Moreno et al., 2012). Lo anterior promueve el estudio de los efectos de distintas dosis de
DEs mediante experimentos de curvas dosis-respuesta (Doerge et al., 2010; Vanderberg et
al., 2012).

Debido a su naturaleza quimica, los DEs afectan distintas vias de sefializacion hormonales,
como aquellas dependientes de estrogenos, andrégenos, hormonas - tiroideas,
glucocorticoides, los receptores activados del proliferador de peroxisoma e incluso vias del
metabolismo de neurotransmisores, entre otras; por lo cual, tienen el potencial de participar
en el desarrollo de multiples patologias de gran relevancia en salud pablica (Gore et al.,
2015).

Entre los DEs de interés se encuentran los compuestos quimicos.bisfenol-A, ftalatos y
parabenos.

e Bisfenol-A.

El bisfenol-A o BPA (por sus siglas en inglés) (4,40-dihidroxi-2,2-difenilpropano, CAS 80-
05-7), es un compuesto quimico empleado en la sintesis de polimero de policarbonato.
Comunmente utilizado para la fabricacion de articulos plasticos como el policloruro de vinilo
(PVC con namero de codigo 3), el poliestireno (PS con numero de cddigo 6) se pueden
encontrar en algunos productos pléasticos como son: garrafones, botellas de plastico, vasos
térmicos, papel térmico, biberones, juguetes, moldes de pasteleria; asi como en la sintesis de
resinas epoxicas empleadas en la elaboracién de recubrimientos internos de latas metélicas,
por lo que ha sido detectado en alimentos enlatados, agua potable, aguas residuales, el aire y
el polvo (Garciaetal., 2015).

Actualmente, el uso de BPA esta permitido en la industria; sin embargo, se han reportado
investigaciones donde se observa liberacién del compuesto en dosis de 1 a 10 pg/kg de
plastico, por lo que se ha establecido un limite permitido de ingesta de 4ug/kg/dia de acuerdo
con la Autoridad de Seguridad Alimentaria Europea (EFSA) (Garcia et al., 2015).

El BPA es metabolizado en el higado, donde es conjugado para formar BPA-glucorénido y
BPA sulfato, posteriormente es excretado por medio de la orina. EI BPA no conjugado es el
inductor de los efectos bioldgicos debido a su alta afinidad por los receptores nucleares ERa,
ERRy y PPARYy (Li et al., 2015), a los cuales estimula de forma mimética. La vida media del
BPA en suero es de 5-8 h, no obstante, el ser humano esta en constante exposicion a BPA
debido al empleo de los productos que lo contienen (Ariemma et al., 2016).
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Entre los efectos bioldgicos del BPA se encuentran alteraciones metabolicas e inflamatorias,
afectando directamente el proceso de adipogénesis en modelos de fibroblastos 3T3-L1 y
adipocitos de tejido subcutaneo humano (Valentino et al., 2013; Angle et al., 2014).

e [talatos.

Los ftalatos son compuestos sintéticos derivados del acido talico y son comunmente
empleados en la fabricacion de diversos productos como juguetes de plastico, contenedores
plasticos de alimentos, cosméticos y lubricantes, entre otros. Uno de los ftalatos mas
utilizados es el acido 2-etil-hexiltalato (DEHP, por sus siglas en inglés), cuya ingesta total
en alimentos conservados en recipientes de plastico como leche, queso, carne y aceites
comestibles, se encuentra dentro de un rango de 0.27 mg/d (3.8 pg/kg/dia) hasta 2.0 mg/d
(30 pg/kg/dia) (Huber et al., 1996). Otros estudios han mostrado que durante el
procesamiento de alimentos puede transferirse hasta 160 pg/dia de DEHP a los seres
humanos (Itsuki et al., 2007).

El DEHP es metabolizado en higado y rifidén, en donde es hidrolizado en acido mono-2-etil-
hexiltalato (MEHP, por sus siglas en inglés) y 2 etil-hexanol, siendo el MEHP el compuesto
con actividad biologica y el 2 etil-hexanol, un metabolito inactivo que es conjugado con el
difosfato de uridina-glucoroniltransferasa para ser excretado por la orina (Bustamante et al.,
2001).

Al igual que el bisfenol, los ftalatos se han estudiado en modelos de adipocitos de ratones a
dosis crénicas de 5 mg/kg, observando un efecto adipogénico al activar los receptores PPARYy
(Feige, 2007).

e Parabenos.

Son ésteres del acido p-hidroxibenzoico usado comdnmente en la industria de los cosméticos,
farmacos y alimentos como conservadores. Los parabenos mas utilizados son el
metilparabeno, propilparabeno, butilparabeno y etilparabeno, su concentracion mas
frecuente.

Los parabenos estan relacionados con el proceso de adipogénesis en modelos celulares 3T3-
L1, donde su efecto es en la estimulacion de los receptores PPARy (Hu et al., 2013)
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La principal via de ingesta de los parabenos es enteral y topica, y una vez ingeridos son
metabolizados por estereasas en el intestino y la piel y excretados por la orina. Se han llegado
a reportar niveles de metilparabeno de forma libre y conjugada en orina de 0.28 uM y 4 uM
respectivamente (Ye et al., 2006).

En relacién a su absorcion, se conoce que la estructura quimica es un factor importante para
su absorcion, mientras mas larga sea la cadena de alquilo lineal mayor es. su efecto
adipogénico, siendo en orden ascendente de tamafio el etilparabeno (EP), propilparabeno
(PP) y butilparabeno (BuP) (Hu et al., 2013).

Debido a su facil disponibilidad y constante presencia en nuestro entorno todos los individuos
son susceptibles a la exposicién a DEs (Garcia et al., 2012) el Cuadro 1 y Cuadro 2
recopilan caracteristicas de los DEs (Bustamante et al., 2001; Itsuki.et al., 2007; Casals &
Desvergne., 2011; Gonzéalez-Castro et al., 2011; Garcia et al., 2015; Li 2015; Moos et al.,
2016; Adoamnei E et al., 2018; Artacho et al., 2018; Krais et al., 2018; Fransway et al., 2019;
Martinez-lbarra et al.,2019).

Cuadro 1. Disruptores enddcrinos y sus concentraciones en liquidos bioldgicos (T.A: tejido
adiposo; PVC: cloruro de polivinilo; PS: poliestireno; PET: Tereftalato de polietileno;
AINES: Antiinflamatorios no esteroideos; PCP: productos de cuidado personal.

Disruptor y tipo de | Productos donde se | Concentraciones | Concentraciones

compuesto encuentra en productos reportadas en seres
humanos
Bisfenol A PVC (3), PS (6), Py  0.21-—1.92 ng/ml | Orina: 0.1-10 ng/ml

resinas en latas de
aluminio, botellas de
agua.

T.A: 0.54-7.88 ng/g

Mono (2-etilhexil) Cubetas,  juguetes, | 0.096-0.23 pg/kg | Orina: 10 - 91.3 pg/ml

ftalato cosméticos, botes de
plastico.
Butilparabeno Farmacos (AINES), | 9.67 ng/g — 1,300 | Orina: 0.1 — 1.9 ng/ml

alimentos (cereales), | ng/g

cosméticos y PCP. T A:0.5-2.75 ng/g
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Cuadro 2. Caracteristicas de los disruptores enddcrinos.

Caracteristicas | BPA BUP MEHP

Ingesta Via oral Via oral/Dérmica Via oral

Absorcion Lumen intestinal Lumen Lumen intestinal
intestinal/capilares de
la piel

Metabolismo Estereasas/ Estereasas/ Estereasas/

Glucoronidacion Glucoronidacion Glucoronidacion

Vida Media 5-6 hr 8-10 hr 8 hr

Promedio de 3hr 3.3hr 3hr

eliminacion

Dosis permitida | 0.4 pg/kg/dia 0.4-0.8% del peso 3.8-30 pg/kg/dia
total del producto

Coeficiente de 3.2-3.6 4.0-4.3 492

particion

octanol/agua

Tejido adiposo.

El tejido graso es un drgano de diversas caracteristicas que se clasifica en dos tipos: tejido
adiposo blanco (o WAT: white adipose tissue) y tejido adiposo marrén (o BAT: Brown
adipose tissue), las cuales tienen contacto con una gran variedad de células entre ellas células
endoteliales, sanguineas, fibroblastos, preadipocitos y macrofagos (Sarjeant et al., 2012).

La morfologia de los adipocitos blancos y marrones es variable, los adipocitos blancos son
generalmente esféricos con un diametro de 10-100 um, poseen un depdsito de grasa en forma
de triglicérido que abarca gran extension del citoplasma celular, los organelos son
desplazados hacia la periferia siendo comprimidos entre la membrana plasmatica y la grasa
(Cinti, 2005).
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Los adipocitos del tejido marron son de forma elipsoidal, varian de 15-50 um, contienen una
gran cantidad de mitocondrias, asi como mdultiples gotas de grasa distribuidas en el
citoplasma al igual que los organelos. El nicleo se observa centralizado y se puede apreciar
una gran distribucion de mitocondrias (Fajas et al., 1997; Cinti, 2005; Sarjeant et al.,2012).

Diversos estudios han considerado al tejido adiposo como un érgano endocrino al secretar
hormonas como la leptina y la adiponectina, necesarias en el metabolismo de la glucosa y los
lipidos (Sarjeant et al., 2012).

Los adipocitos son células derivadas de precursores mesenguimales pluripotenciales, siendo
capaz de madurar a distintas lineas celulares, su proceso de diferenciacion in vitro es inducido
con diversos factores de crecimiento como suero fetal bovino, glucocorticoides e insulina
(Sarjeant et al., 2012; Hu et al., 2017).

Estudios recientes han demostrado que los diferentes tipos de grasa (WAT y BAT) pueden
provenir de diferentes precursores como son las células miogénicas que expresan Myf5,
células mieloides (Sarjeant et al., 2012). Ademas de sus diferentes precursores, los tejidos
WAT y BAT también tendran sefiales de activacion diferentes, por un lado, WAT estara
ligada a la accion de la insulina, mientras que BAT debera su activacion a la estimulacion de
la noradrenalina por el sistema simpatico (Sarjeant et al., 2012). De igual forma en WAT se
inicia la transcripcion con la proteina -1 activadora (AP-1) comenzando el proceso de
adipogénesis, su diferenciacion, asi como el acarreamiento de acidos grasos en el citosol del
adipocito (Sarjeant et al., 2012; Lowe et al., 2011). El BAT inicia su proceso de
diferenciacion en conjunto con la-expresion de la UCP1 (Uncoupling protein one) la cual
provoca la sintesis y acarreamiento de los acidos grasos en el interior del adipocito (Sarjent
etal., 2012).

La Figura 1 esquematiza las diferencias morfoldgicas e histologicas de los diferentes tejidos
adiposos.
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Figura 1. Diferencia entre el tejido blanco y marrén. Los adipocitos blancos y marrones
provienen de linajes celulares distintos permitiendo una morfologia diferente entre ellas, asi
como su funcién. Tomado de Sarjent et al., 2012.

Regulacion génica en la adipogénesis.

La adipogénesis es un proceso que abarca distintos cambios tanto morfoldgicos como
genéticos. Estos cambios son regulados en su mayoria por genes adipogénicos que tendran
efectos tempranos y tardios en el proceso de crecimiento y diferenciacién de la célula
precursora al adipocito maduro (Lowe et al., 2011).

e PPARYy

Actualmente se considera al PPARy como el centro de la adipogénesis debido a su papel
como inductor de la transcripcién de proteinas adipogénicas (AP2, FABP4, entre otras) asi
como un estimulador de otros genes adipogénicos como lo es C/EBPa (Fajas et al., 1997;
Lowe et al.,, 2011). Su estructura esta formada por un dominio N- terminal unién de
activacion independiente del ligando (AF-1), un dominio de unién al DNA (DBD) y un
dominio C- terminal de union al ligando (LBD) que contiene una funcion de activacion
dependiente del ligando (AF2) (Lefterova et al 2014).
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Una vez unido al ligando el PPARy forma un heterodimero con el receptor de retinoide
(RXR) para su unioén con el elemento de respuesta de PPAR, formado por la secuencia
AGGTCA permitiendo la transcripcion de factores adipogénicos (Lefterova et al 2014). De
esta manera es como actlan como factores de transcripcion activados por distintos ligandos,
entre ellos los de origen natural como los acidos grasos polinsaturados, las prostaglandinasy
los eicosanoides y los de origen sintético como los farmacos de la familia de las
tiazolinedionas (Troglitazona, Pioglitazona y Rosiglitazona) que regulan la expresion de
genes necesarios en la diferenciacion celular y sus distintos procesos metabdlicos como son
la homeostasis de lipidos y la glucosa (Wright et al 2000; Chandra et al 2008).

La familia de genes PPAR comprende diversas isoformas (PPARa, PPARB y PPARY), los
tres se diferencian de acuerdo a su distribucion en los tejidos del cuerpo. En el tejido adiposo
blanco y marrdén se encuentra PPARYy, también se puede ver su presencia en hepatocitos y
miocitos siendo su concentracibn mayor en los adipocitos, favoreciendo asi el
almacenamiento de lipidos (Janani et al., 2015).

Alteraciones en la expresion de PPARy son los causantes del desarrollo de diferentes
patologias como la obesidad, la diabetes mellitus tipo 2, la ateroesclerosis y otras
enfermedades cardiovasculares (Mirza et al 2019).

e C/EBPa

Son una familia de transcripcion que consta de al menos 6 miembros (a, B, 3, v, € y (), se
conforman por tres estructuras; una region de unién al DNA (LBD), una cremallera de
leucina C-terminal y una regién transactivadora N-terminal. Se ha determinado que la familia
C/EBP estéa involucrada en la diferenciacion de los adipocitos en la oleada de inicio temprano
(C/EBP By d) y en la tardia (C/EBP ). In vitro se ha observado que el C/EBP es estimulado
por la metilisobutilxantina, asi como por la dexametasona en las primeras horas de la
adipogénesis (Wedel et al., 1995; Sarjeant et al., 2012).

Se ha visto que el C/EBPa participa en un bucle de alimentacion positiva junto con el PPARy,
aumentando su expresion y viceversa. Ademas, su efecto sinérgico se observa al facilitar su
mutua unién a la cromatina aumentando el reclutamiento de coactivadores y la activacion de
genes adipogénicos especificos para PPARy y C/EBPa acelerando el proceso adipogénico
comparado con aquel en presencia de PPARy o C/EBPa (Lefterova et al 2014; Madesen et
al 2014).

De igual forma, otros estudios demuestran que el C/EBPa es suficiente para poder inducir
los cambios adipogénicos en lineas celulares que son comprometidas a la adipogénesis, asi
como en las que solo son potencialmente diferenciables (Fajas et al., 1997; Sarjeant et al.,
2012; Lefterova et al 2014).
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e GLUT-4

El transportador de glucosa tipo 4 es una proteina miembro de las familias transportadoras
de glucosa que permiten el paso de la glucosa al interior de la célula al adherirse a la
membrana plasmatica mediada mayormente por estimulacion de la insulina y la expresion
del PPARy (Fernyhough et al., 2007). EI GLUT-4 se expresa en tejidos como masculo
estriado y el tejido adiposo blanco, ademas su efecto y concentracion puede variar en
diferentes organismos incluyendo variacion entre mamiferos (Charron et al., 1999).

Existen diversos factores de transcripcion, activadores y represores que permiten la expresion
del GLUT 4 en la célula por vias alternas no dependientes directamente de insulina, dando
asi alternativas en el entendimiento y tratamiento de enfermedades metabdlicas (Armoni et
al., 2007). De igual forma, aunque el GLUT 4 se expresa de forma tardia comparada con la
expresion de C/EBP y PPARY se sabe que la union de estos factores permite la transcripcion
de GLUT 4 aun en ausencia de insulina (Fernyhough et al., 2007).

Disruptores endocrinos y obesidad.

A lo largo de los afios, la evidencia cientifica ha mostrado el efecto negativo de los
disruptores endocrinos a la salud y al medio ambiente (Hossain et al., 2007; Gore et al., 2015;
Heindel et al., 2019) ha favorecido la generacién de atencion de organismos gubernamentales
de diferentes paises, que ha permitido generar listas de sustancias nocivas por parte de la
Food and Drug Association (FDA) (Tong et al., 2003) y la lista de quimicos en investigacion
de la European Chemicals Agency (ECHA., 2018), las cuales pretenden alertar sobre los
efectos potenciales.de los compuestos quimicos empleados en la industria.

Sin embargo, la deliberacion sobre los posibles riesgos a la salud y la dosis de exposicion
sigue siendo un tema de controversia, es por ello que las futuras investigaciones nos ayudaran
a crear.un-mejor concepto acerca del uso adecuado de dichos compuestos. son distintos
factores que involucran su aumento y, ademas, su percepcion a nivel de la poblacién ha
pasado de ser una sefial de alarma o algo mas comun y aceptable (Uribe et al., 2018). Por
ello debemos de buscar la manera de si bien, no erradicar totalmente este padecimiento, de
alguna forma poder prevenirlo para las futuras generaciones, los cuales, podrian sufrir las
consecuencias a largo plazo (Heindel et al.,2019).

La obesidad es una enfermedad que afio con afio aumenta en incidencia (Barquera et al.,
2009; Shamah et al., 2019) y afecta a poblacion en general. Es considerada una enfermedad
cronica no transmisible de origen multifactorial, donde juegan un papel importante la
herencia genética y los factores biologicos-conductuales (denominada obesidad secundaria)
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(Bastos et al., 2005; Garcia et al., 2012). Los DEs alteran el organismo causando diversas
patologias entre las que destacan alteraciones metabolicas como la obesidad (Gore et al.,
2015), siendo la diferenciacion de los adipocitos la etapa de mayor susceptibilidad al efecto
de los DEs (Hu et al., 2013).

Existen diversos modelos para observar los efectos obesogénicos de los DEs, el modelo
murino 3T3-L1 es uno de los mas utilizados ya que son células comprometidas a convertirse
en adipocitos, donde se estimula en diferentes etapas de su desarrollo ya sea en la
proliferacion de los fibroblastos o posterior a la diferenciacion del pre-adipocito (Hao et al.,
2012; Hu et al., 2012; Sarjeant et al., 2012; Taxvig et al 2012; Ariemma et al., 2016).

El comprender el proceso de desarrollo normal del adipocito es de gran importancia ya que
una alteracion en su proceso de maduracion contribuye de gran manera a su disfuncién
(Konadi et al., 2016).

Existen diversas vias de sefializacion en los adipocitos que resultan blanco de disruptores
endocrinos, entre ellos el receptor PPARY, el C/EBP a, el receptor de retinoide (RXR), las
proteinas Krupper like factor 5y 10 (KLF) y los receptores GLUT (Gore et al.,2015).

I11. Hipotesis

La exposicion a distintas “combinaciones de bisfenol-A, mono(2-etilhexil) ftalato y
butilparabeno inducirdn cambios genéticos y morfologicos durante la adipogénesis.

IV. Objetivo General

Determinar el efecto de distintas combinaciones de bisfenol-A, mono(2-etilhexil) ftalato y
butilparabeno en la regulacion genética y morfoldgica durante la adipogénesis.

V.1 Objetivos especificos

1. Determinar el efecto de distintas combinaciones de BPA, MEHP y BuP en la
expresion de C/EBPa, PPARy y GLUT-4 durante la adipogenesis.
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2. Determinar el efecto de distintas combinaciones de BPA, MEHP y BuP en la
morfologia de adipocitos maduros.

V. Material y métodos

Poblacion
Células 3T3-L1 (fibroblastos de raton albino suizo, ATCC CCL-92).

Metodologia
A) Cultivo celular

Los fibroblastos 3T3-L1 de raton (CL-173™) fueron donados amablemente por la Dra.
Marisela Ahumada Sold6rzano y se almacenaron en nitrogeno liquido hasta su empleo.

Para su cultivo las células fueron sembradas en cajas de poliestireno de 60 mm y cultivadas
en condiciones de cultivo estandar (37°C, 95% Oz y 5% CO2), medio de cultivo DMEM base
(MB) (Gibco) suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS) y 100 IU/ml de penicilina
y 100 1U/ml de estreptomicina a una densidad de 1.2 x 10° células por caja.

Las celulas fueron sincronizadas con medio de sincronizacion (MS) durante 24 h posteriores
a la siembra. Posteriormente, las células fueron incubadas con medio de cultivo basal después
y usando medio de tratamiento (MT) con las concentraciones que se indican en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Concentraciones de los DEs en el medio de cultivo.

Disruptor endocrino | A B C

BPA 0.1nM 1nM 10 nM
MEHP 3uM 30 uM 100 uM
BuP 1uM 10 pM 50 uM

Estudios anteriores han demostrado el efecto adipogénico con las dosis indicadas en el
Cuadro 1(Hao et al., 2012; Hu et al., 2012; Ariemma et al., 2016).

El medio de cultivo se recambi6 junto con los tratamientos cada 48 h hasta alcanzar el 80%
de la confluencia (10 dias aproximadamente). En cada experimento fueron incluidos o grupos
control tratados con o sin vehiculo (etanol). Cada grupo fue evaluado por triplicado.
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B) Diferenciacion de las células 3T3-L1.

Una vez que los cultivos fueron confluentes el medio base fue reemplazado por medio de
diferenciacion durante 48 h y después se cambi6 por medio de incubacién durante 48 h al
final de las cuales el medio paso a ser medio de maduracion como lo explica el Cuadro 4.

Cuadro 4. Composicion de los medios para el cultivo y diferenciacion adipogénicade células

3T3-L1
Medio  Base | Medio de | Medio con | Medio de | Medio Medio de
(MB) sincronizacion | tratamiento diferenciaciéon | incubacion Maduracion
(MS) (MT) (MD) (MI) (MM)
(24 h) (10 dias) (48 h) (48 h) (12 h)
DMEM DMEM DMEM DMEM DMEM DMEM
Suero fetal | Suero fetal | Suero fetal | Suero Fetal | Suero Fetal | Suero Fetal

Bovino (SFB)
10%

Penicilina (100
Ul/ml)

Estreptomicina
(100 Ul/ml)

Bovino (SFB)
3%

Penicilina (100
Ul/ml)

Estreptomicina
(100 Ul/ml)

Bovino (SFB)
10%

Penicilina (100
Ul/ml)

Estreptomicina
(100 Ul/ml)

BPA (A: 0.1
nM, B:1nM,
C:10 nM)

MEHP (A:3
UM, B:30 uM,
C:100 uMm)

BuP (A: 1 uM,
B: 10 uM, C:
50 puM).

Bovino 10%

Penicilina (100
Ul/ml)

Estreptomicina
(100 Ul/ml)

Dexametasona
10 uM

Insulina 174

nM

3-  isobutil-1-
metilxantina
(IBMX) 0.5nM

Bovino 10%

Insulina 174

nM

Penicilina (100
Ul/ml)

Estreptomicina
(100 Ul/ml)

Bovino 10%

Penicilina (100
Ul/ml)

Estreptomicina
(100 Ul/ml)
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C) Extraccion de ARN

La extraccion del ARN total de las células 3T3-L1 se realizd por el método de Trizol™
(Invitrogen), posteriormente se obtuvo el ARN mensajero mediante RT-PCR empleando el
instrumento Script cDNA Synthesis kit (Jenna Bioscience).

Cuadro 5. Primer disefiados para realizar la amplificacion de los genes adipogénicos

Genes Cebadores
C/EBPa FWD 5"-TGGACAAGAACAGCAACG-3;
REV 5"-GTCAACTCCAGCACCTTC-3".
PPARYy FWD: 5-TGGTGCCTTCGCTGATGC-3';
REV 5 -CTGTGGTAAAGGGCTTGATGGCT-3'.
GLUT-4 FWD: 5-TGCTCTCCGGTTCCGTGGGT-3;
REV 5 - GGTTCCCCATCGTCAGAGCCG-3'.
Actina FWD: 5-TACAGCTTCACCACCACAGC -3
REV: 5-TCTCCAGGGAGGAAGAGGA -3

D) Técnica de qPCR

La expresion de los genes de interés fue evaluada mediante qPCR empleando el kit SYBR®
Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) y el equipo Applied Biosystems StepOne™
Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Los oligonucledtidos fueron disefiados
empleando el software Primer-Blast (NCBI) para amplificar de forma especifica a los genes
de interés C/EBPa, PPARy y GLUT-4 (Cuadro 5).

La expresion génica fue calculada con el método 224 empleando a B-actina como gen
casero. La expresion relativa del gen C/EBPa en las células tratadas con DEs fue calculada
con respecto a los grupos control. La expresion de los genes PPARy y GLUT-4 no fue
determinada por limitaciones en tiempo debido a la contingencia sanitaria por COVID-19.

E) Tincion rojo oleoso (ORO).

Para determinar cambios en el contenido de acidos grasos se empleo la técnica de tincion con
rojo oleoso. Los adipocitos maduros fueron fijados con formaldehido al 4% y tefiidos durante
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30 min con la solucién de Rojo Oleoso al 0.2% (40% de propanolol). Posteriormente, se lavo
el tinte con 2-propanolol y las células fueron observadas al microscopio (Kraus et al., 2016).
La metodologia del cultivo y la tincion de las células se resume en la Figura 2.

Estudio histoldgico

Agreg: | l v J
| |

= ‘Tincion rojo oleoso en
Tratamiento con |n§ul|l;1a T ue/ ml,.l : adipocitos maduros
combinaciones A, B, C de 3-isobutil-1-metilxantina, 12, 24,‘ 48, 72‘ hc‘uz;_ls
BPA, MEHP, BuP. 0.5mM y dexametasona post—dlfefenc_lacuoﬁ.-
0.25 uM. Evaluacion de la
expresion genica

|
[ \

Proceso de diferenciacion

qPCR: PPARY.
C/EBP a, GLUT 4

Figura 2. Disefio experimental. Las células 3T3-L1 fueron estimuladas con las
combinaciones A, B y C de los disruptores endocrinos durante dos semanas de proliferacion
celular. Posteriormente se indujo la diferenciacion con el medio de diferenciacion durante 48
h y posteriormente se incubo con insulina durante 48 h. Finalmente las células fueron
incubadas con medio base hasta su maduracion (10-12 dias). Se muestran los puntos de
recoleccion de muestras de RNA total para los analisis de expresion génica y tincion ORO
para el analisis morfoldgico.

F) Eliminacion del material contaminado

Las muestras biologicas, asi como el material no reutilizable que estuvo en contacto con ellas,
se-desecharon en bolsas rojas impermeables especiales para los desechos de tipo biolégico.

Los medios de cultivo, asi como las placas de cultivo con material bioldgico fueron
neutralizadas con etanol al 70% y /o cloro al 2% antes de su desecho.

G) Analisis Estadistico

Los resultados fueron analizados mediante analisis de varianza (ANOVA) acoplado a la
prueba post-hoc Tukey para determinar diferencias entre los grupos control vs tratados,
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empleando el software GraphPad Prism version 6. Las diferencias fueron consideradas
estadisticamente significativas a valores de P <0.05.

V1. Resultados

VI1.1. Acumulacion de grasa en los adipocitos maduros.

La acumulacion de grasa en los adipocitos maduros fue determinada mediante la tincion con
rojo oleoso (ORO) que permite visualizar la presencia de gotas de grasa en las células, las
cuales presentaron signos de maduracion debido a los cambios-morfolédgicos de fibroblasto
a adipocito, como son forma circular, crecimiento de su citoplasma y acumulacion de grasa
en su interior Figura 3.

Figura 3. Microfotografia tincion ORO. Se observan los l6culos de grasa en la periferia
dejando un espacio al interior de la célula donde se concentran los organelos celulares.
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V1.1.1 Analisis de imégenes de tincion ORO.

Para determinar si el tratamiento con DEs inducia un cambio en la acumulacion de grasa en
los adipocitos maduros se realizé el analisis de imagen de las células tefiidas con ORO, para
ello se capturaron diez microfotografias elegidas al azar de cada grupo experimental y en
diferentes campos (objetivos 10X y 40X) (Figura 4). Posteriormente, las iméagenes
digitalizadas fueron evaluadas con la herramienta ImageJ® para determinar los siguientes
parametros: saturacion de grasa, porcentaje de saturacion de grasa por campo Yy por célula y
didmetro de los Ioculos.
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Figura 4. Microfotografias de los adipocitos maduros. Se observan los adipocitos con
multiples loculos de grasa (tefiidos de color rojo) a los doce dias post-diferenciacion
(Objetivo 40X).

V1.1.2 Determinacion de la saturacion de grasa.

La saturacion de las estructuras grasas se realizo cuantificando el area de saturacion de color
rojo que emite la tincion ORO, para asi determinar la intensidad de la concentracion de ORO
dentro de los l6culos de grasa. Se analizaron diez campos diferentes por grupo experimental
y se obtuvo un promedio de la sefial obtenida en todos los campos (Figura 5).
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La Figura 6 muestra los datos obtenidos de saturacion de grasa celular en las diferentes
condiciones experimentales, en donde se observa una diferencia significativa entre los grupos
de tratamiento A, B y C contra los controles basal y vehiculo. Mientras que no se observa
diferencia entre los grupos control basal y vehiculo.
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Figura 5. Determinacion de la saturacion de grasa celular. Los diferentes campos esquematizan
el proceso de captacion de grasa y analisis por medio de la herramienta ImageJ. (A) Campo de un
grupo experimental tefiido con ORO (B) Imagen procesada con ImageJ para la captacion de la
tincion ORO a través del color umbral (color threshold) en el adipocito. (C) Seleccién y medicion
del area a analizar. Las unidades de deteccidn se reportan en pixeles/micras.
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Figura 6. Saturacion de grasa. Las imagenes de las células tefiidas con ORO fueron
analizadas con el software ImageJ para determinar la saturacion de grasa celular por campo.
En la imagen se observa una diferencia significativa entre el basal y los grupos tratamiento
Grupo A, B y C. No se observa diferencia significativa entre los tratamientos A, B y C. Los
datos representan la mediaxSEM (error estandar) de tres experimentos independientes. Se
muestran diferencias significativas a una p < 0.05.
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Posteriormente se realizd un analisis de la saturacion de grasa por superficie celular para
determinar si el tamafio de la célula se relacionaba con la saturacion de grasa en las mismas,
para ello, se cuantificd la grasa en cada célula contando cinco células por campo de diez
microfotografias de cada grupo experimental. Los valores obtenidos se muestran en la
Figura 7, en donde se observa una diferencia significativa entre los grupos control basal y
vehiculo vs los grupos tratados con DEs (A, By C). Por lo que existe un contrastante aparente
en la acumulacién de grasa, siendo mayor en los grupos de tratamiento que en-los grupos
control. Mientras que no se observaron diferencias significativas entre los grupos A, By C
o entre los grupos basal y vehiculo.
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Figura 7. Saturacion de grasa por superficie celular. El area de saturacion de grasa por
célula (cinco células por campo) fue cuantificada por grupo experimental. Los datos
representan la mediaxtSEM de tres experimentos independientes. Se muestran diferencias
significativas entre los grupos tratamiento y el basal a una p < 0.05.
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V1.1.3. Determinacién del diametro del l6culo de grasa.

Para evaluar el posible efecto hipertrofico de los disruptores en el adipocito se realizo el
analisis del tamario de los l6culos de grasa presentes en las células. Para ello, se analizaron
diez campos y se tomaron medidas de diez células por campo empleando el algoritmo de
inundacion de cuencas hidrograficas (Watershed) del software ImageJ, para lograr observar
los I6culos de grasa y realizar la medicion de su didmetro relativo y la correccién del diametro

tedrico (Figura 8).

Los I6culos de grasa de los adipocitos fueron medidos por su diametro y calculada su area
total obteniendo una media en la medida de cada grupo. Los diametros de los l16culos de grasa
obtenidos por grupo experimental se muestran en la Figura 9. Los datos muestran diferencias
significativas entre el tamafio de los l6culos de grasa de los grupos control (basal y vehiculo)
comparada con A 'y B; siendo mayor el tamafio de los l6culos de grasa en las células tratadas
con las concentraciones menores e intermedia de DEs.
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Figura 8. Analisis de imagen por cuenca hidrografica (watershed). (A) Las células presentes
en cada campo se observan de color rojo debido a la tincion ORO. (B) Las imégenes fueron
transformadas mediante un proceso de binarizacion cambiando a imagenes de 8 bits en escala
de grises (C) Posteriormente, las células fueron segmentadas morfol6gicamente cambiando a la
imagen de cuenca hidrografica, de esta forma fue posible visualizar los limites de las gotas de
lipidos'y medir la longitud de su diametro.
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Figura 9. Diametro total de los léculos de grasa. El didmetro de los I6culos de grasa fue
determinado (diez células por campo) por grupo experimental. Los datos representan la
mediaxzSEM de tres experimentos independientes. Se muestran diferencias significativas a
una p<0.05 en los grupos A y B comparadas con el control.

Posterior-al analisis de las imagenes, se procedi6 a extraer la tincion ORO del interior de los
adipocitos con isopropanol para cuantificar su concentracién mediante espectrofotometria a
una longitud de onda de 510 nm (Figura 10). Los datos del analisis mostraron diferencias
significativas entre los grupos tratamiento (A y B) y los grupos control (basal y vehiculo),
respectivamente. Asimismo, se obtuvo una mayor concentracion de rojo oleoso en los grupos
Ay B con respecto al grupo C.

De forma general, los resultados de la concentracion de ORO y el diametro de los léculos de
grasa muestran un aumento en la concentracion de grasa en los grupos A 'y B comparado con
los controles y el grupo C.
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Figura 10. Concentracion de rojo oleoso. La concentracion de ORO en los adipocitos fue
cuantificada mediante espectrofotometria a 510 nm. Los datos representan la mediatSEM de
tres experimentos independientes. Se muestran diferencias significativas a una p<0.05 en los
grupos A y B comparadas con el control.

VI.2. Determinacion de la expresion génica de PPARy, C/EBPa y GLUT-4.
V1.2.1 Extraccion de RNA total.

La extraccion de RNA total de las células se realizd con el método de trizol-cloformo
posterior al cumplimiento del tiempo de exposicion de cada uno de los disruptores (12, 24,
48 y 72 h). Posteriormente se realizo una electroforesis en gel de agarosa para observar la
integridad del RNA y se cuantifico su concentracion y se determino su absorbancia a una
longitud de onda 260 y 280 y 260 y 230 (Figura 11). Se observa una buena integridad del
RNA al obtener las dos subunidades de RNA ribosomal; ademas, de una concentracion de
RNA total optima, asi como una relacion de absorbancia promedio de 260/280 y 260/230 de
2 y 1.8, respectivamente; lo que indica la ausencia de contaminantes como fenoles,
carbohidratos y compuestos aromaticos.
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Figura 11. Electroforesis de RNA total de células 3T3-L.1 con o sin tratamiento con DEs.
La imagen muestra el RNA total de las células de los grupos experimentales y la
concentracion media obtenida.

V1.2.2. Andlisis de la expresion génica mediante qPCR.

La expresion del gen C/EBPa. fue determinada en las células con o sin tratamiento con DEs,
a las 24, 48 y 72 h post-diferenciacion. Se observo un aumento en la expresion génica en los
grupos A y B comparado con aquella del grupo control a las 24, 48 y 72h, mientras que no
se observaron cambios significativos con el grupo C (Figura 12).
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Figura 12. Expresion de C/EBPa por qPCR. Se observan los grupos de tratamiento A, B
y C recolectados a las 12, 24, 48 y-72 h posterior al inicio de la diferenciacion. Los datos
representan la mediaxtSEM de tres experimentos independientes y fueron analizados
mediante ANOVA de una via. Se-muestran diferencias significativas a una p<0.05.

Cabe sefialar que a las 12 h no se detecto la expresion del gen de interés, como se ha visto en
otros estudios en-los gue al inicio de la diferenciacion no hay una expresion suficiente del
C/EBPa como para hacer un cambio significativo con el control, su expresion se puede ver
en mayor medida posterior a las 24 h posterior a la induccion de la diferenciacion (Hu et al.,
2012; Atlas et al., 2014; Ariemma et al., 2016).

VII. Discusiéon

Para evaluar el efecto de la exposicion a DEs durante la etapa de proliferacién celular, las
celulas 3T3-L1 fueron incubadas con diferentes combinaciones de disruptores BPA, MEHP
y BuP, durante la proliferacion celular y se evaluo su posible efecto en la expresion de genes
maestros reguladores de la adipogénesis PPARy, C/EBPa y GLUT-4, y en la acumulacion
de grasa en adipocitos maduros.
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La actividad de los DEs sobre los genes maestros (PPARy y C/EBPa) pueden favorecer la
adipogeénesis y por consiguiente el desarrollo de enfermedades crénicas como la obesidad y
las asociadas a la misma tales como hipertension arterial, diabetes mellitus, ateroesclerosis,
entre otras. El efecto de los disruptores endocrinos en las vias de sefializacion involucradas
en la adipogénesis, su efecto dependiente de la concentracion y las combinaciones presentes
en el medio ambiente, asi como su uso constante en la industria los hacen un tema de
importancia prioritaria en la investigacion con el objetivo de mejorar la calidad de la salud
en México.

Nuestro estudio analizo el efecto adipogénico de tres compuestos quimicos usados con gran
frecuencia en nuestra vida diaria BPA, BUP y MEHP, los cuales han mostrado efectos
obesogénicos de forma individual en investigaciones previas (Hao et al., 2012; Hu et al.,
2012; Taxvig et al., 2012; Ariemma et al., 2016). El analisis de imagen de las células tefiidas
con ORO nos permitio determinar la concentracion de grasa y la hipertrofia de los l6culos de
grasa empleando el software ImageJ y estimar la concentracion de &cidos grasos mediante la
cuantificacion de rojo oleoso captado por las células.

Los resultados mostraron un aumento de la concentracién de grasa y una hipertrofia de los
I6culos de grasa en las células tratadas con DES (grupos A y B), los cuales son comparables
a los reportados anteriormente por Hao et-al.; 2012; Hu et al., 2012; Taxvig et al., 2012;
Ariemmacet al., 2016, quienes observaron-.un aumento en la concentracion de grasa en células
3T3-L1, al ser tratadas con diferentes concentraciones individuales de BPA (1 nM), BuP (100
uM) y MEHP (100 puM). De forma interesante, observamos que el tratamiento con
concentraciones menores de BPA (0.1 nM y 1 nM), BuP (1uM y 10 uM) y MEPH (3 uM y
30 uM) presentaron una mayor concentracion de grasa comparada con el control, lo cual no
se observa en estudios previos empleando la misma concentracién de disruptor, pero con una
exposicion de forma individual (Hao et al., 2012; Hu et al., 2012; Taxvig et al., 2012,
Ariemma et al., 2016). En el estudio de Hu et al., 2012, las concentraciones de butilparabeno
que tuvieron un _efecto adipogénico significativo fueron de 100 uM, siendo las nuestras
mucho menores (1. M y 10 uM).

El aumento en la expresion de C/EBPa promueve la activacion de genes y la sintesis de
diversas estructuras involucradas en el ingreso de acidos grasos y glucosa a la célula como
lo son GLUT 4, FABP 4, lipoproteina lipasa, la perilipina, las adipoquinas leptina y
adiponectina. El analisis de la expresion de C/EBPa nos permite corroborar el efecto de los
DEs que se ha observado en estudios previos, en ellos se observa un incremento de los genes
adipogénicos y sus consecuencias al favorecer el incremento de proteinas adipogénicas y
factores inflamatorios en presencia de concentraciones similares a las encontradas en liquidos
y tejidos bioldgicos (Hao et al., 2012; Hu et al., 2012; Taxvig et al., 2012; Atlas et al., 2014;
Ariemma et al., 2016; Pomatto et al., 2018). De forma interesante, en nuestro estudio
encontramos cambios en la expresion de C/EBPa a partir de las 24h, mientras que en otros
estudios no se ha observado tal efecto al emplear disruptores de forma individual; ejemplo
de ello es el estudio de Atlas et al.,2014 donde los valores de 0.1 nM y 1 nM no demostraron
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una diferencia significativa del aumento de la adipogénesis y la expresion de C/EBPa
comparada con el efecto de la dexametasona a las 24 y 48 h de exposicion; mientras que en
nuestro estudio, las combinaciones de BPA, BuP y MEHP en concentraciones de 0.1y 1 nM
indujeron una mayor expresion de C/EBPa. Lo que sugiere un efecto obesogénico sinérgico
de los DEs, durante el proceso de adipogénesis, cuando estos se encuentran en
combinaciones.

Otro factor importante es el tiempo de exposicion de las celulas con los DEs junto con el
estado de madurez en el ciclo de vida de la célula. En el estudio de Ariemma et al.; 2016 se
cultivaron fibroblastos 3T3-L1 exponiéndolos a 1 nM de BPA durante 2 semanas previo al
periodo de diferenciacion, posteriormente se recolectaron las células en forma de pre-
adipocitos buscando la expresion de C/EBPa y no observaron un efecto significativo de su
expresion en las primeras 24 h sino posteriormente, mientras que en nuestro estudio
observamos un efecto en las primeras 24 h en los grupos A (0.1 nM BPA, 1 uM BuP y 3 uM
MEHP) y B (1 nM BPA, 10 uM BuP y 30 uM MEHP).

Por otro lado, al término del estudio (Ariemma et al., 2016) las células destinadas a la
maduracion fueron evaluadas con tincion ORO y cuantificadas por espectrofotometria; y
observaron una acumulacion de grasa mayor que el control no tratado con BPA; en nuestro
estudio realizamos la estimulacion con DEs durante etapas de proliferacién y también
encontramos que se favorece la acumulacion de grasa en el adipocito y la hipertrofia del
mismo, dependiendo de la concentracion de los compuestos disruptores. Lo que demuestra
que el efecto de los disruptores en células fibroblasticas puede perdurar durante su proceso
de diferenciacion y posteriormente en-su maduracion.

De igual forma, es importante resaltar que dosis menores a las encontradas en el medio
ambiente, representadas por las concentraciones del grupo A y B tienen un efecto disruptor
en las células (Figuras 7,9, 10 y 12) que se traduce en una hipertrofia del adipocito y un
aumento en la expresién del C/EBPa.

Una de las aportaciones de nuestro estudio es que los datos de la acumulacion grasa se
midieron con la.tincidn ORO por espectrofotometro y la saturacion de grasa en la célula junto
con el diametro de los I6culos de grasa con ImageJ, la cual, resulta ser una herramienta virtual
muy Util para el analisis de diversos componentes y tejidos en el campo del estudio biomédico
facilitando la investigacion cientifica y permitiendo el uso de métodos rapidos, baratos y
accesibles para el area de la investigacion (Deutsch et al., 2014; Schindelin et al., 2015).

Entre las limitaciones de nuestro estudio se encuentra el analizar el efecto de cada disruptor
de forma individual, para comprender si el efecto se debe Unicamente a la presencia de un
solo compuesto o a un efecto sinérgico inducido por la combinacion de los disruptores, como
se ha observado en Pollock et al., donde el butilparabeno y el propil parabeno tienen un efecto
modulador del BPA en su influencia sobre la expresion de hormonas esteroideas (Pollock et
al 2017).
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La investigacion que hemos desarrollado muestra el efecto obesogénico de la combinacion
de un grupo de compuestos de frecuente uso, BPA, BuP y MEHP, cuyo estudio debe
continuar en modelos in vitro para determinar los mecanismos de accion involucrados en sus
efectos obesogénicos; asi como en modelos in vivo para evaluar su participacion en la
generacion de patologias como la obesidad, lo que permitiria a mediano plazo prevenir la
incidencia de enfermedades en el humano.

Nuestro estudio no solo permite observar el efecto anteriormente descrito en favor de la
acumulacién de grasa sino ademas podemos ver que el efecto adipogénico persiste en la
presencia de diversos disruptores. En conjunto, nuestros resultados muestran que el estudio
de los DEs debe ser un tema de gran importancia en materia de salud publica en todos los
paises, las diferentes variables que pueden afectar sus efectos y los diferentes modelos de
estudio generan nuevos objetivos de investigacion.
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VI1II. Conclusiéon

La exposicion a combinaciones especificas de bisfenol-A, mono(2-etilhexil) ftalato y
butilparabeno induce cambios en la expresion de C/EBPa y acumulacion de grasa celular
durante el proceso de adipogénesis in vitro.
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