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célula ε  Célula épsilon 

Cpt1α    Carnitina palmitoiltransferasa1 

Cpt1β    Carnitina palmitoiltransferasa2 

DAG    Diacilglicerol 

DDT    Dicloro Difenil Tricloroetano 

DES    Dietilestilbestrol 

DM    Diabetes Mellitus 

DMT1    Diabetes Mellitus tipo 1 
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DMT2    Diabetes Mellitus tipo 2 

DPN    Diarilpropionitrilo  

E2    17‐β‐Estradiol 

ED    Disruptor Endocrino 

EPA    Agencia de Protección Ambiental 

ER    Receptor de Estrógenos 

ERα    Receptor de Estrógenos alfa 

Erβ    Receptor de Estrógenos beta 

FAO  Organización  de    las  Naciones  Unidas  para  la  Agricultura  y  la 

Alimentación 

Fas    Ácido graso sintasa 

Gapdh   Gliceraldehído‐3‐fosfato deshidrogenasa 

GC    Guanilato ciclasa 

Gck    Glucoquinasa 

GMPc    Guanidina Monofosfato cíclico 

HFD    Dieta rica en grasa 

Hnf4α    Factor hepático nuclear 4 alfa 

Hxk    Hexoquinasa 

INFOSAN  Red  Internacioanl de Autoridades en Materias de  Inocuidad de  los 

Alimentos 

Ins‐II    Insulina 

IP3    Inositol trifosfato 

ipGTT    Test de tolerancia a la glucosa intraperitoneal 

ipITT    Test de sensibilidad a la insulina intraperitoneal 

KATP    Canales de potasio sensibles a ATP 

LOAEL    Nivel mínimo de efecto adverso observable 

MODY    Maturity Onset Diabetes of the Young 
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NADPH  Nicotinamida Adenina Dinucleótido Fosfato  

ND    Dieta control o normal 

PBS    Tampón Fosfato Salino 

PCR    Reacción en cadena de la polimerasa 

PDEs    Fosfodiesterasas 

Pdx‐1    Homeobox‐1 pancreático duodenal 

Pepck 1  Fosfoenolpiruvato carboxiquinasa 

PKC    Proteína quinasa C  

PKG    Proteína quinasa G 

POPs    Contaminantes orgánicos persistentes 

Pparα    Receptor activador de la proliferación de peroxisomas α 

Pparγ    Receptor activador de la proliferación de peroxisomas γ 

Ppi    Pirofosfato inorganico 

PPT    Propil pirazol triol  

Prkaa1   Proteína quinasa activada por AMP‐alfa1 

RIA    Radioinmunoensayo 

Rplp0    Proteína ribosomal larga P0 

Slc2a4    Família de transportadores de soluto 2 miembro 4 

Srebf1    Elemento regulador del esterol vinculado factor de transcripción 1 

Ucp2    Proteína desacoplante 2 

Ucp3    Proteína desacoplante 3 

WHO/OMS  Organización Mundial de la Salud 
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1.   LA DIABETES MELLITUS. 

La Diabetes Mellitus (DM) se define como un desorden metabólico de causas 

múltiples  caracterizado  por  la  presencia  de  hiperglucemia  crónica  asociada  a 

alteraciones  en  el metabolismo  de  los  hidratos  de  carbono,  proteínas  y  grasas. 

Además  puede  acompañarse  de  los  síntomas  de  poliuria,  polifagia,  polidipsia  y 

pérdida de peso en  los  individuos sin causa aparente  (Vidal‐Puig et al., 2012). El 

principal  causante de estos  síntomas es una baja o nula producción de  insulina 

junto  con una  resistencia a  la  insulina en  sus  tejidos diana.  La  consecuencia de 

este déficit en la secreción de insulina o en su actividad da lugar a una alteración 

en  la  homeostasis  de  la  glucosa,  produciendo  un  aumento  de  los  niveles  de 

glucosa  en  plasma,  al  no  producirse  captación  de  la  glucosa  por  parte  de  los 

tejidos  periféricos,  fundamentalmente,  el  hígado,  el  músculo  esquelético  y  el 

tejido adiposo. 

Se  distinguen  principalmente  cuatro  subtipos  de  DM  conocidos  como: 

Diabetes Mellitus  tipo 1  (DMT1),  tipo 2  (DMT2), diabetes gestacional y diabetes 

tipo MODY (del inglés Maturity Onset Diabetes of the Young), siendo las causas y 

los factores de riesgo diferentes para cada tipo. 

La  DMT1  y  la  DMT2  son  las  formas  más  frecuentes.  La  DMT1,  también 

conocida  como  insulinodependiente,  se  caracteriza  por  una  destrucción 

autoinmune  de  las  células  β  productoras  de  insulina,  del  islote  de  Langerhans 

(Atkinson &  Eisenbarth,  2001),  lo  que  causa  una  deficiencia  de  insulina.  Suele 

diagnosticarse a edades tempranas en  los  individuos, generalmente antes de  los 

30 años. 

La DMT2 se caracteriza por una resistencia a la insulina por parte de los tejidos 

periféricos encargados de  la homeostasis de  la glucosa (hígado, músculo y tejido 

adiposo  principalmente),  acompañada  por  una  disminución  de  la  secreción  de 

insulina por la célula β. 

Los datos más recientes sobre la prevalencia de esta enfermedad (Chen et al., 

2011) indican que, en 2010, 285 millones de personas en el mundo padecían DM, 

dentro de los cuales el 90 % eran diabéticos tipo 2. Las perspectivas de evolución 

de  dicha  enfermedad  apuntan  a  que  el  número  de  casos  en  2030  será  de  439 
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millones  de  personas,  lo  que  representa  el  7.7  %  de  la  población  adulta  del 

mundo, incluida en un rango de edades de 20 a 79 años (Figura 1). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  1.  Prevalencia  de  la  diabetes  en  el  año  2010  y  perspectivas  de  evolución  de  la 
enfermedad. Tomada de (Chen et al., 2011). 

 

En  el  caso  concreto  de  la  población  española,  un  estudio  reciente 

subvencionado por el Instituto de Salud Carlos III, muestra que casi el 30 % de  la 

población estudiada presenta algún  tipo de alteración en el metabolismo de  los 

carbohidratos. La prevalencia de DM en la población española es de un 13.8 %, de 

los cuales un 6 %  iniciaron el estudio sin tener conocimiento de que padecían  la 

enfermedad.  Además,  los  resultados  mostrados  por  el  estudio  indican  que  la 

prevalencia  de  la  diabetes  y  de  alteraciones  en  la  regulación  de  la  glucosa 

aumenta con la edad y es más frecuente en hombres que en mujeres (Soriguer et 

al., 2012). 

El elevado índice de prevalencia de la DMT2 pone de manifiesto la importancia 

de llevar a cabo futuros estudios para la mejor comprensión de la enfermedad, así 

como mejoras en  su  tratamiento y,  sobre  todo, cobran especial  importancia  los 

estudios para la prevención de la aparición de la diabetes tipo 2. 

 

 



 

  36 

IN
TR

O
D
U
C
C
IÓ
N

 

2.   FISIOLOGÍA DEL PÁNCREAS ENDOCRINO. 

El páncreas es una glándula con función exocrina y endocrina. Posee un color 

blanco  rosado  y  una  consistencia  firme,  con  una  morfología  característica  de 

prisma alargado e irregular. El páncreas endocrino es el encargado de controlar el 

metabolismo  de  los  hidratos  de  carbono,  manteniendo  la  homeostasis  de  la 

glucosa  en  el  organismo  mediante  la  liberación  al  torrente  sanguíneo  de 

diferentes tipos de hormonas. Su unidad  funcional son  los  islotes pancreáticos o 

de  Langerhans  y  se  encuentran  embebidos  dentro  del  páncreas  exocrino  de 

manera aleatoria. Los  islotes pancreáticos son estructuras pluricelulares con una 

alta organización estructural y funcional. Esta estructura está constituida por cinco 

tipos celulares (Figura 2):  

- Las  células  alfa  (α)  son  las  encargadas  de  la  secreción  de  glucagón  y 

representan  el  10‐15 %  de  la  población  celular  del  islote.  En  ratones  se 

localizan principalmente en la periferia del islote. 

- Las  células beta  (β)  forman  la población mayoritaria,  65‐90 %,  y  son  las 

responsables de la secreción de insulina. En ratones se localizan formando 

el núcleo del islote. 

- Las células delta  (δ),  son  las productoras de  somatostatina y constituyen 

entre un 3 y un 10 % del total celular del  islote. Este tipo celular, al  igual 

que las células α, se distribuye preferentemente en la periferia del islote. 

- Las células PP, fuente del polipéptido pancreático. 

- Las células épsilon  (ε) son  las productoras de grelina y constituyen,  junto 

con las PP, el 1 % restante.  

  Cómo se muestra en  la Figura 2,  la arquitectura del  islote de Langerhans y  la 

composición porcentual de  los diferentes tipos celulares cambia dependiendo de 

la especie. La principal diferencia entre los islotes humanos y de ratón es el patrón 

de  distribución  heterogéneo  de  los  diferentes  tipos  celulares,  donde  se 

encuentran las células β (54 %) entremezcladas con los demás tipos celulares, las 

células α que representan un 35 % y las δ un 11 % (Brissova et al., 2005; Cabrera 

et al., 2006). 
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Figura 2. Imagen fluorescencia de islotes de Langerhans en diferentes modelos. Células β: verde; 
células α: azules; células δ: rojas. Tomado de S. Seino y G.I. Bell (Seino & Bell, 2008). 

3.   CÉLULA BETA PANCREÁTICA. 

La  célula  beta  es  el  componente mayoritario  del  islote  de  Lanhergans  y 

tiene  como  principal  función  la  síntesis  y  secreción  de  insulina  en  respuesta  a 

diversos nutrientes, hormonas y estímulos nerviosos, manteniendo de este modo 

los niveles de glucemia en un  rango óptimo. Éste es un proceso complejo en el 

que  participan  distintos  tipos  de  canales  iónicos  así  como  la  maquinaria 

exocitótica celular y en el que el metabolismo glucídico y la actividad eléctrica de 

la membrana juegan un papel muy importante. 

3.1. Acoplamiento estímulo‐secreción. 

La célula beta actúa como un sensor de glucosa, gracias a  la presencia de 

un transportador específico de baja afinidad y alta capacidad denominado GLUT‐

2, el cual permite un rápido equilibrio entre las concentraciones de glucosa intra y 

extracelular (Johnson et al., 1990). 
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Cuando  la  glucosa  alcanza  el  espacio  citosólico  por  la  acción  del 

transportador  GLUT‐2,  ésta  se  incorpora  a  la  vía  glucolítica  y  se metaboliza  a 

piruvato, que a su vez es catabolizado a nivel mitocondrial, dando  lugar a ATP y 

NADPH.  Este  proceso  metabólico  conduce  a  un  incremento  de  la  razón  de 

ATP/ADP (Adenosina Trifosfato/ Adenosina Difosfato), lo que conduce al cierre de 

los canales de potasio sensibles a ATP (KATP) (figura 3). 

 

Figura  3.  Acoplamiento  estímulo‐secreción  en  célula  beta  pancreática.  Imagen  tomada  de 
www.betacell.org. 

Cada  célula  presenta  numerosos  canales  KATP  y  su  actividad  es    la  que 

determina  el  potencial  de  reposo  de membrana  de  la  célula  β  (Ashcroft  et  al., 

1984;  Dunne  &  Petersen,  1986;  Misler  et  al.,  1986).  En  el  ratón,  cuando  la 

concentración de glucosa se sitúa alrededor de 5‐7 mM, el número de canales KATP 

cerrados es suficiente para alcanzar el umbral de despolarización de la membrana 

plasmática (Ashcroft et al., 1984). Esta despolarización de la membrana provoca la 

actividad eléctrica oscilatoria que conlleva a  la apertura de  los canales de calcio 

dependientes  de  voltaje,  incrementando  los  niveles  de  calcio  intracelulares 
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siguiendo un patrón oscilatorio. Esto se traduce en la exocitosis de las vesículas de 

insulina  (Valdeolmillos  et  al.,  1992;  Aizawa  et  al.,  1998).  Como  resultado,  se 

producirá  la  liberación  de  la  insulina  de  la  célula  β  al  torrente  sanguíneo,  que 

posteriormente actuará sobre los tejidos diana como comunicador de la presencia 

de glucosa en sangre (Ashcroft & Rorsman, 1989). 

Cuando  se  encuentran  aisladas  las  células  β  presentan  un  patrón 

heterogéneo  en  la  respuesta  a  glucosa.  Sin  embargo,  esta  heterogeneidad  se 

convierte  en  un  patrón  homogéneo  y  único  de  respuesta  cuando  las  células 

integran el islote. Dicho patrón es apreciable en la actividad eléctrica, en el calcio 

intracelular y en la liberación de insulina. Este fenómeno se debe a que las células 

β, en el  islote de Langerhans, se encuentran eléctricamente acopladas mediante 

unos  canales  intercelulares  dando  lugar  a  una  estructura  de  sincitio,  que 

proporciona una continuidad citoplasmática respecto a los iones y a las moléculas 

pequeñas.  Estos  canales  reciben  el  nombre  de  uniones  de  hendidura  o  gap‐

juntions  y  parecen  jugar  un  papel  importante  en  la  sincronización  del  islote 

(Santos et al., 1991; Valdeolmillos et al., 1993). 

Además del papel principal ejercido por el  calcio  intracelular, el proceso 

secretor está regulado por otros segundos mensajeros. Dos sistemas enzimáticos 

regulan la concentración intracelular de Adenosina Monofosfato cíclica (AMPc), la 

adenilato ciclasa (AC), cuya activación genera AMPc y pirofosfato inorgánico (PPi) 

a  partir  del  ATP,  y  las  fosfodiesterasas  (PDEs),  que  metabolizan  el  AMPc.  El 

incremento  en  los  niveles  de  AMPc  conduce  a  la  activación  de  quinasas 

dependientes de AMPc, también denominadas PKA, que a su vez activan toda una 

cascada  de  señalización  en  la  que  se  engloban  fenómenos  tales  como  la 

fosforilación de proteínas plasmáticas y vesiculares, el aumento en  los niveles de 

calcio  intracelular  y  la  fosforilación  de  factores  de  transcripción,  lo  que    se 

traduce, cómo último paso, en una potenciación en la secreción de insulina a largo 

plazo  (Jones  &  Persaud,  1998).  Además,  el  AMPc  es  capaz  de    promover  la 

secreción de  insulina a través de un efecto directo sobre  la maquinaria secretora 

(Ammala et al., 1993). 

Además,  la glucosa aumenta  los niveles de Guanidina Monofosfato cíclico 

(GMPc).  Un  aumento  en  los  niveles  de  GMPc  conduce  a  la  activación  de  la 

proteína quinasa G (PKG), que posteriormente producirá la fosforilación del canal 
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KATP,  lo que en último término se traduce en una potenciación de la secreción de 

insulina  (Ropero et al., 1999). Y por otro  lado,  la  inhibición del enzima guanilato 

ciclasa  (GC)  soluble  bloquea  la  secreción  de  insulina  inducida  por  glucosa 

(Laychock et al., 1991; Jones et al., 1992; Green et al., 1993) 

Otra acción clave en el proceso secretor es la hidrólisis del fosfatidilinositol 

en respuesta a la activación del receptor muscarínico de acetilcolina. La activación 

de dichos receptores activa a una proteína G, que a su vez activa a la fosfolipasa C, 

la  cual  provoca  la  hidrólisis  del    fosfatidilinositol  en  inositol  trifosfato  (IP3)  y 

diacilglicerol  (DAG). El primero se encuentra  implicado en  la  liberación de calcio 

intracelular y el segundo, en  la activación de  la proteina quinasa C (PKC), que se 

sabe que está implicada en la segunda fase de la secreción de insulina, como se ha 

demostrado utilizando  inhibidores de  la PKC, como staurosporina y Go 6976, ya 

que son capaces de bloquear esta segunda etapa secretora (Zawalich & Zawalich, 

2001). 

Existen otros enzimas  relacionados con  la  liberación de  la  insulina, como 

las  tirosinas  quinasas  o  la  vía  de  las  MAPK  (RAF/MEK/ERK),  implicadas  en  la 

transcripción  del  gen  de  la  insulina.  La  glucosa  produce  un  incremento  de  la 

actividad de ERK1/2 en el núcleo de  la célula β. El uso de  inhibidores de MEK1/2 

provoca  la no activación de ERK1/2, que conlleva  la supresión de  la transcripción 

del gen de la insulina en respuesta a estímulos de glucosa (Khoo et al., 2003). 

4.   IMPLICACIÓN  DEL  AMBIENTE  FETAL  EN  LA  ETIOLOGÍA  DE  LA 

DIABETES. 

En  la  actualidad,  existen  numerosas  evidencias,  incluyendo  estudios 

epidemiológicos, clínicos y experimentales, que  indican que  los  sucesos durante 

los primeros estadios de nuestra vida juegan un papel importante en la posterior 

susceptibilidad al desarrollo de ciertas enfermedades crónicas. De este modo,  la 

plasticidad  en  el  desarrollo,  definida  como  la  habilidad  de  los  organismos  para 

desarrollarse mediante diferentes vías, dependiendo del ambiente particular,  se 

convierte en un aspecto clave del desarrollo (Bateson et al., 2004). 

La  plasticidad  durante  el  desarrollo  requiere  la modulación  de  la  expresión 

génica  que  está  a  su  vez  regulada  por  procesos  epigenéticos  (cambios  en  el 

material genético que no afectan a la secuencia de los genes, si no a su expresión). 
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La  interacción  del  genoma  (información  genética  de  un  organismo)  y  del 

epigenoma  (información  epigenética  global  de  un  organismo)  influye  en  la 

maduración  del  fenotipo  y  determinan  la  posterior  sensibilización  a  factores 

ambientales y, en  consecuencia, el  riesgo de padecer enfermedades en  la edad 

adulta. 

La  hipótesis  del  origen  fetal  de  la  enfermedad  (en  inglés  llamada 

“developmental‐origins  of  disease  hypothesis”)  propone  que  un  ambiente 

intrauterino adverso determina  la aparición de respuestas adaptativas en el feto, 

que provocan cambios en la fisiología del individuo. Esos cambios persisten tras el 

nacimiento  y  pueden  contribuir  al  desarrollo  de  enfermedades  crónicas  y 

complejas propias del adulto. La respuesta fetal o perinatal incluye cambios en el 

metabolismo,  en  la  producción  hormonal  y  en  la  sensibilidad  a  hormonas, 

afectando  al  desarrollo  de  diferentes  órganos  y  dando  lugar  a  alteraciones 

fisiológicas permanentes (Gluckman et al., 2008). La relación entre el crecimiento 

fetal, el bajo peso al nacer y el posterior riesgo a desarrollar enfermedades puede 

interpretarse como el reflejo, a largo plazo, de las consecuencias de las respuestas 

adaptativas  del  feto.  El  bajo  crecimiento  fetal  no  es  el  causante  de  las 

consecuencias  a  largo  plazo,  sino  que  es  un  biomarcador  que  refleja  una 

respuesta  fetal  a  un  ambiente  intrauterino  limitante.  Este  ambiente  deficiente 

produce  cambios  en  el  desarrollo  de  los  órganos  y  de  los  tejidos  que  no  son 

evidentes en el nacimiento, pero que pueden producir respuestas inadecuadas de 

los mismos a largo plazo (Gluckman & Hanson, 2004). Por tanto, la modulación de 

la  expresión  génica dependiendo del  ambiente  in utero puede  llegar  a  ser más 

importante que el riesgo genético (Gluckman et al., 2008). 

Actualmente, existen numerosos estudios en los que se asocia la aparición de 

enfermedades  como  la  obesidad,  la  hipertensión  o  incluso  la  DMT2,  como 

consecuencia de condiciones adversas durante la gestación y la lactancia. Ya en el 

año 1992, C.N. Hales y D.J. Barker  (Hales & Barker, 1992), publicaron un trabajo 

pionero en el campo y postularon  la hipótesis del  fenotipo ahorrador, en  inglés 

“the thrifty phenotype hypotesis”, en la que proponían que no sólo la DMT2, sino 

también  los  principales  componentes  del  síndrome metabólico,  parecían  tener 

parte  de  su  origen  en  la  vida  temprana.  Esta  hipótesis  se  basó  en  los  estudios 

realizados en  la población de Hertfordshire  (Reino Unido) concretamente en  los 

hijos  de  las  mujeres  embarazadas  durante  la  primera  guerra  mundial  y  la 
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postguerra, las cuales desarrollaron su embarazo bajo condiciones de desnutrición 

por la carencia de alimentos. En base a estos estudios, se concluyó que la DMT2 es 

el resultado de un estado ahorrativo nutricional del feto o del recién nacido. Este 

estado ahorrativo provoca una reducción del crecimiento de las células beta y del 

islote  de  Langerhans.  Mientras  que  el  individuo  persista  en  una  situación  de 

desnutrición, no será necesario aumentar  la producción de  insulina, pero cuando 

se  produzca  una  situación  de  normo  o  sobrenutrición,  se  genera  un  estado 

diabético debido a  la  reducción de  la  función de  la célula beta  (Hales & Barker, 

2001). Por  tanto,  se demostró que  la malnutrición en  la época  fetal  y neonatal 

produce  efectos  perjudiciales  para  el  desarrollo  y  función  de  la  célula  β, 

ocasionando,  como  consecuencia,  defectos  en  la  anatomía,  vascularización  e 

inervación  del  islote,  y  dando  lugar  a  una  predisposición  para  un  posterior 

desarrollo de  DMT2 (figura 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  4.  Diagrama  representativo  original  de  la  hipótesis  del  fenotipo  ahorrador.  Imagen 
modificada tomada de C.N. Hales and D.J.P. Barker (Hales & Barker, 2001) 

 

Además  del  modelo  de  desnutrición  intra‐útero  o  neonatal,  existen  otros 

estudios donde encontramos una relación entre la obesidad materna, la diabetes 

gestacional y  la posterior aparición del síndrome metabólico. Los estudios de  los 
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grupos de Boney et  al  y de Hillier et  al  (Boney et al., 2005; Hillier et al., 2007) 

muestran cómo una hiperglucemia materna puede  llevar a una hiperinsulinemia 

fetal y a una acumulación de grasa, por  lo que  los hijos de madres obesas o con 

diabetes tienen un mayor riesgo a desarrollar desórdenes metabólicos. Por tanto, 

la  relación  entre  la  nutrición  prenatal  y  el  posible  desarrollo  de  enfermedades 

metabólicas presenta una distribución en forma de U, donde ambos extremos de 

la  curva  de  peso  al  nacer  conllevan  un  aumento  del  riesgo  de  padecer 

enfermedades a largo plazo. 

A día de hoy, existe una tendencia a considerar que  la DMT2 es un conjunto 

heterogéneo  de  anomalías metabólicas  que  incluyen  la  disfunción  de múltiples 

órganos. Estas anomalías están basadas en el concepto de la programación fetal y 

plasticidad  de  los  órganos.  Además,  es  necesario  un marco  conceptual  amplio, 

como  la  programación  durante  el  desarrollo  embrionario,  para  comprender  las 

múltiples disfunciones orgánicas en la DMT2 y las diferencias que se producen con 

el tiempo y edad entre los pacientes diabéticos (Figura 5) (Vaag et al., 2012). 

 

Figura  5  Esquema  conceptual  del  origen  del  desarrollo  de  la  diabetes  tipo  2  como múltiples 

defectos en los órganos. Imagen tomada de AA Vaag et al, 2012. 
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5.   LOS DISRUPTORES ENDOCRINOS EN LA ETIOLOGÍA DE LA DMT2. 

5.1. Definición de disruptor endocrino. 

Según  la  definición  de  la  Organización  Mundial  de  la  Salud  (WHO)  los 

disruptores endocrinos (ED) son agentes exógenos o mezcla de ellos que altera la 

función  o  funciones  del  sistema  endocrino  y  consecuentemente  causa  efectos 

adversos  en  los  organismos  intactos,  en  su  progenie  o  (sub)poblaciones  (T 

Damstra, 2002). 

Dentro  de  los  compuestos  químicos  ambientales  con  actividad  estrogénica 

encontramos: 

- Insecticidas:  DDT, metoxicloro,  kepone,  dialdrin,  toxaphene,  endosulfan, 

lindane. 

- Antioxidantes: alquilfenoles, butil‐hidroxi‐anisole. 

- Plastificantes y monómeros: phtalatos, bisfenol A (BPA). 

- Desinfectantes: fenil‐fenol. 

- Otros químicos como los PCBs, protectores solares y retardantes de fuego. 

Los ED ejercen  su efecto mediante  la  imitación de  las hormonas endógenas 

como  los  estrógenos  o  los  andrógenos,  la  antagonización  de  las  hormonas 

endógenas,  la  alteración  de  los  patrones  de  síntesis  y  metabolismo  de  las 

hormonas y  la modificación de  los niveles de receptores hormonales  (Markey et 

al., 2002).  

A pesar de que el efecto de los químicos ambientales es menos potente que el 

de  las hormonas endógenas éstos son capaces de actuar produciendo un efecto 

aditivo al de  la hormona; esto ocurre, por ejemplo, en el caso del estradiol. Este 

hecho  explica  cómo  bajos  niveles,  aparentemente  insignificantes,  de 

xenoestrógenos,  como el BPA, pueden  tener un efecto  cuando  se  añaden  a  los 

niveles  hormonales  endógenos  (Silva  et  al.,  2002).  Además  cabe  destacar  que 

algunos disruptores, como el ya  indicado BPA, pueden ser  igual de potentes que 

las  hormonas  naturales  (Alonso‐Magdalena  et  al.,  2006).  Esto  es  debido  a  que 

pueden actuar a través de vías alternativas no clásicas (Nadal et al., 2001; Ropero 

et  al.,  2006).  Además,  algunos  disruptores  siguen  un  patrón  de  curvas  dosis‐

respuestas  no monotónicas  (Vandenberg  et  al.,  2012).  Esto  quiere  decir  que  la 
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respuesta  no  es  lineal  y  que  dosis  bajas  producen  un  mayor  efecto  en  los 

individuos que dosis altas. Este fenómeno, que ya era conocido en el mecanismo 

de acción las hormonas esteroideas, fue descrito por primera vez mediado por un 

disruptor endocrino en la próstata de los ratones. La exposición fetal a dosis bajas 

de estradiol, DES  y BPA, produce un aumento en el  tamaño de  la próstata que 

persiste hasta la edad adulta (Nagel et al., 1997; Markey et al., 2002). 

El efecto deletéreo de los disruptores varía dependiendo de la edad y del tipo 

de  organismo  que  recibe  la  exposición,  siendo  el  desarrollo  embrionario  un 

periodo  crítico  para  la  sensibilización  a  hormonas  tanto  endógenas  como 

exógenas.  Esta  “peligrosidad”  depende  de  en  qué momento  del  desarrollo  nos 

encontremos  y  del  órgano,  por  lo  que,  para  entender  cuál  es  el  impacto  de  la 

exposición a  los disruptores endocrinos en  los  individuos, debemos considerar el 

contexto del desarrollo donde nos encontramos  (H.A.Bern, 1992; Markey et al., 

2002). 

Actualmente  existe  un  debate  abierto,  propuesto  en  un  documento  de  la 

Sociedad de Endocrinología de  los EEUU  (Zoeller et al., 2012), en el cual se está 

discutiendo  la  definición  de  ED.  Además,  dentro  de  esta  discusión  se  está 

enmarcando  los principios endocrinólogos que hay que  incorporar  al diseño de 

estudios  para  identificar  EDs  y  caracterizar  el  riesgo  que  presentan  para  las 

poblaciones. Este debate se debe a la existencia de diferentes definiciones de ED 

por  los diferentes organismos  implicados en el área de  la  salud.    La agencia de 

Protección Medioambiental de  los  EEUU  (EPA,  acrónimo de  sus  siglas en  inglés 

Environmental  Protecction  Agency)  define  ED  como  agentes  exógenos  que 

interfieren con la síntesis, secreción, transporte, unión, acción o eliminación de las 

hormonas  naturales  del  cuerpo  que  son  responsables  del mantenimiento  de  la 

homeostasis y la regulación de los procesos de desarrollo (Kavlock et al., 1996). La 

Unión Europea acordada en el  “European workshop on  the  impact of endocrine 

disruptors  on  human  health  and wildlife.  In:  Environment  and  climate  research 

programme DX”, celebrado en Bruselas en 1996, que  los disruptores endocrinos 

son substancias exógenas que causan efectos adversos en la salud en organismos 

intactos  o  en  su  progenie  y  cambios  en  la  función  endocrina  de  manera 

secundaria  (Commission, 1996). Estas dos definiciones se suman a  la ya definida 

anteriormente  por  parte  de  la  Organización Mundial  de  la  Salud  (T  Damstra, 

2002).  La  Sociedad  de  Endocrinología  EEUU  propone  que  la  capacidad  de  un 
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químico  para  interferir  con  la  acción  de  una  hormona  ya  es,  per  se,  un  claro 

inductor de resultados adversos, pero además se debe  tener en cuenta  factores 

como  la  dosis,  el  tiempo  de  exposición  y/o  los  periodos  críticos  de  alta 

sensibilización  el  riesgo.  La  propuesta  de  definición  de  la  Sociedad  de 

Endocrinología  EEUU  es  una modificación  de  la  de  la  EPA,  remarcando  que  las 

interferencias causadas por los ED no tienen por qué significar un riesgo. 

5.2. El bisfenol‐A (BPA). 

El  bisfenol‐A  (BPA)  es  una  sustancia  química  utilizada  fundamentalmente 

como  monómero  empleado  en  la  fabricación  de  plásticos  de  policarbonato  y 

resinas  epoxi  (Figura  6A).  También  es  utilizado  en  la  fabricación  de  resinas  de 

poliéster, polisulfona y poliacrilato y de retardadores de llama. Además, es uno de 

los compuestos químicos con mayor volumen en el mercado. El policarbonato se 

utiliza en la fabricación de materiales en contacto con alimentos, botellas de agua, 

leche y otras bebidas, equipos de procesamiento y tuberías de agua. Las resinas 

epoxi se usan como revestimiento de protección de diversas latas de alimentos y 

bebidas, y como revestimiento de las tapas metálicas de jarras y botellas de vidrio, 

incluidos  los envases de  las preparaciones para  lactantes. Estos usos provocan  la 

exposición de los consumidores al BPA a través de la alimentación. 

 

Figura 6 El Bisfenol‐A (BPA). A) Estructura química del BPA. B) Modo de liberación del monómero 
de  BPA  a  partir  del  policarbonato.  Figura  modificada  de  Welshons,  W.V.  y  colaboradores 
(Welshons et al., 2006) .  

Ya en el año 1936 fue puesto de manifiesto  la capacidad estrogénica del BPA 

por  parte  de  Dodds  y  Lawson  (Dodds  &  Lawson,  1936).  En  1982  Feldman  y 

colaboradores describieron que el BPA, que  se  liberaba  como  consecuencia del 

autoclavado  de  los  flash  de  policarbonato,  producía  un  efecto  estrogénico 

(Feldman et al., 1982). 
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La  liberación del BPA o de  sus derivados  se produce por una polimerización 

incompleta  en  el  proceso  de  fabricación  o  una  despolimerización  como 

consecuencia del tratamiento a altas temperaturas o con medios ácidos ó básicos 

(Figura 6B), de modo que podemos encontrar niveles del orden de 4‐23 μg/lata en 

lo que se refiere a alimentos  (Brotons et al., 1995) y 7‐58 μg/g de bebida  (Biles, 

1997).  

La Red Internacional de Autoridades en Materia de Inocuidad de los Alimentos 

(INFOSAN),  la Organización Mundial de  la  Salud  (OMS)  y  la Organización de  las 

Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentación (FAO), emitieron un informe 

en  el  año  2009,  en  el  que  se  calculaba  que  las  ingesta  alimentaria  diaria  en 

Europa,  basadas  en  las  concentraciones  medidas  en  los  alimentos,  es  de 

aproximadamente 0.2 μg/kg de peso corporal en los lactantes amamantados, 2.3 

μg/kg  de  peso  corporal  en  lactantes  alimentados  con  sucedáneos  de  leche 

materna en biberones  fabricados  sin policarbonatos, 11  μg/kg de peso  corporal 

cuando  se usaban biberones  fabricados con policarbonatos y 1.5  μg/kg de peso 

corporal  en  adultos  (http://www.who.int/).  La  evaluación  de  la  exposición 

humana diaria a BPA en el grueso de la población, medida mediante el control de 

la excreción urinaria de metabolitos de BPA varía enormemente, pero se calcula 

que en EEUU llega hasta los 0.16 μg/kg de peso corporal y en Japón se encuentra 

entre 0.04‐0.08 μg/kg de peso corporal. Además, se ha llegado a medir niveles de 

BPA en el plasma de las gestantes (1.4‐2.4 ng/ml) y de los fetos (2.2‐2.9 ng/ml) y 

en  las placentas  (11.2 ng/g de tejido) en humanos  (Vandenberg et al., 2007a), e 

incluso en la leche maternal (0.61 ng/ml) (Sun et al., 2004). Todo esto  indica que 

se  produce  una  exposición  a  este  compuesto  durante  el  desarrollo  fetal  y  del 

neonato (Diamanti‐Kandarakis et al., 2009). 

En  roedores  se ha demostrado que el BPA es  capaz de  atravesar  la barrera 

placentaria  (Zalko et al., 2003; Richter et al., 2007)  y unirse a  la  α‐fetoproteina 

(proteína  de  unión  a  estrógenos  que  previene  que  los  estrógenos  maternos 

entren en  la circulación del feto) con una menor afinidad que  la del estradiol. La 

presencia del BPA en los fetos de ratón y en el líquido amniótico es mayor que la 

concentración  sanguínea de  la madre durante  la exposición materna  (Diamanti‐

Kandarakis et al., 2009). 
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La dosis diaria establecida  como  segura por  la  EPA es de 50 µg/Kg de peso 

corporal asumiendo que la principal forma de exposición es vía oral a través de la 

ingesta  de  alimentos  (US  Environmental  Protection  Agency  Integrated  Risk 

Information  system  (on  line)  http://www.epa.gov/iris/subst/0356.htm  2010).  La 

EPA  se  basa  en  el  LOAEL  (del  inglés  lowest‐observed‐adverse‐effect  level)  para 

establecer que  la  cantidad de BPA que genera efectos adversos en animales de 

laboratorio es de 50 mg/Kg peso  corporal/día.  Los métodos para establecer  los 

niveles  de  exposición  segura  se  basan  en  los  criterios  de  la  toxicología  clásica, 

donde  se  asume que,  si no  se observan efectos  a  altas dosis no  se espera que 

estos ocurran a bajas dosis. Asimismo, recientes estudios sugieren que  la  ingesta 

de alimentos no es  la única fuente importante de exposición y que  la vida media 

del BPA en humanos es mayor de lo esperado (Stahlhut et al., 2009). 

En el año 1997  se demostró por Vom Saal y colaboradores  (vom Saal et al., 

1997),  que  pequeños  cambios  en  la  concentración  de  estrógenos  (estradiol  o 

dietilestilbestrol)  durante  el  desarrollo  fetal  es  capaz  de  aumentar  de  forma 

permanente  el  receptor  de  andrógenos  prostático  y  el  tamaño  de  la  próstata. 

Actualmente  ha  crecido  el  número  de  publicaciones  en  el  que  se  aborda  la 

exposición a BPA vía fetal. En ratonas gestantes a las que se les administraron 25 y 

250 ng/Kg peso corporal/día durante 14 días, empezando el día 8 de gestación, se 

muestran afectados ciertos aspectos del desarrollo de las descendientes hembras. 

A día 18 de gestación los fetos de las madres expuestas a la dosis más alta de BPA 

presentan modificados  los  parámetros  de  crecimiento  de  la  glándula mamaria 

(Vandenberg et al., 2007b). Por otro lado, ratonas vírgenes expuestas al BPA en el 

periodo perinatal, tras seis meses de edad muestran glándulas mamarias que se 

asemejan a las de las ratonas gestantes, mostrando un aumento del porcentaje de 

ductos, de  los extremos terminales, de  los conductos terminales y de  las papilas 

alveolares  (Munoz‐de‐Toro  et  al.,  2005).  Además,  a  los  tres meses  de  vida  se 

observó  hiperplasia  intraductal,  que  es  considerada  una  lesión  preneoplásica 

(Vandenberg et al., 2008). 

La exposición  intra útero desde el día 9 de gestación hasta el día 1 postnatal 

muestra  que  el  33  %  de  las  ratas  expuestas  a  250  µg/Kg  peso  corporal/día 

desarrollaron  carcinomas  in  situ  en  la  glándula  mamaria,  mientras  que  los 

animales  no  expuestos  no  desarrollaron  neoplasia  (Murray  et  al.,  2007).  Estos 

canceres  sólo  se observaron cuando  los animales  llegaron a edad adulta. Por  lo 



 

 

IN
TR

O
D
U
C
C
IÓ
N

 

49 

que se concluye que  la exposición  intra útero a BPA  incrementa de tres a cuatro 

veces  el  número  de  lesiones  precancerosas  (proliferación  intraductal), 

observándose éstas sólo en la pubertad y durante la vida adulta de los animales.  

5.3. El bisfenol‐A y la diabetes. 

Actualmente  se  sabe  que  las  concentraciones  ambientales  de  EDs  son 

capaces de actuar en la célula beta pancreática. El dietilestilbestrol (DES), el BPA y 

el 17‐β‐estradiol (E2) son capaces de aumentar las señales de calcio inducidas por 

la glucosa en islotes de Langerhans (Nadal et al., 2000), aumentar la fosforilación 

de  CREB  (Quesada  et  al.,  2002)  y  alterar  la  entrada  de  calcio  en  las  células  α 

(Alonso‐Magdalena  et al.,  2005).  Estudios  in  vivo muestran  que  la  exposición  a 

una única dosis de 10 µg/Kg BPA o de E2 disminuye  la  glucemia  y  aumenta  los 

niveles  de  insulina  en  plasma  (Alonso‐Magdalena  et  al.,  2006).  También  se  ha 

demostrado que ratones machos expuestos a 100 µg/Kg por día de BPA durante 

cuatro  días,  presentan  intolerancia  a  la  glucosa  y  resistencia  a  la  insulina.  Al 

estudiar las células beta de estos islotes, se observa un aumento de la secreción y 

contenido de  insulina,  lo que conlleva una hiperinsulinemia en plasma en estado 

de saciedad (Alonso‐Magdalena et al., 2006). Los efectos del E2 son idénticos a los 

encontrados  con  el  BPA,  por  lo  que  el  BPA  imita  a  la  hormona  natural  con  la 

misma potencia (Alonso‐Magdalena et al., 2011). 

La exposición directa de los islotes a E2 o BPA durante 48 horas provoca un 

aumento  en  la  expresión  del  gen  de  la  insulina  que  conlleva  un  aumento  del 

contenido  de  ésta  y  una  mayor  liberación  por  parte  del  islote,  afectando  de 

manera  directa  ambos  compuestos  a  la  función  de  la  célula  beta  (Alonso‐

Magdalena et al., 2008). Por tanto, el BPA potencia de manera directa la secreción 

de  insulina  estimulada  por  la  glucosa,  favoreciendo  una  hiperinsulinemia 

postpandrial y una resistencia a la insulina (Alonso‐Magdalena et al., 2006; Batista 

et al., 2012). 

Por  otro  lado,  también  se  ha  visto  que  el  BPA  es  capaz  de  disminuir  la 

liberación de adiponectina en muestras de adipocitos mamarios,  subcutaneos o 

viscerales  de  humanos  (Hugo  et  al.,  2008).  Estos  efectos  se  han  visto  a 

concentraciones bajas (de picomolar a nanomolar) de BPA, similares o inferiores a 

los  valores  encontrados  en  humanos.  La  disminución  de  la  liberación  de  la 
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adiponectina  favorece  la  resistencia  a  la  insulina  (Whitehead  et  al.,  2006),  que 

puede  desembocar  en  la  aparición  de  DMT2  cuando  es  combinada  con  una 

predisposición genética o ante situaciones de estrés metabólico. 

Algunos estudios muestran que  los contaminantes orgánicos persistentes 

(POPs,  de  sus  siglas  en  inglés  Persistent  Organic  Pollutants)  son  capaces  de 

producir resistencia a  la  insulina y alterar  la homeostasis de  la glucosa (Ruzzin et 

al., 2010). Las células 3T3 de adipocitos de ratón, cuando son expuestas a POPs (a 

concentraciones  nanomolares) muestran  una  disminución  de  la  respuesta  a  la 

insulina  y  una  bajada  en  la  expresión  de  genes  inducidos  por  la  acción  de  la 

insulina y que están  implicados en  la homeostasis de  lípidos. Estos experimentos 

muestran  una  relación  causa‐efecto  directo  de  la  exposición  a  POPs  y  la 

resistencia a la insulina (Ruzzin et al., 2010). 

5.4. Vías de actuación de los estrógenos y el Bisfenol‐A. 

Los  estrógenos  ejercen    una  gran  variedad  de  efectos  en  diversos  tipos 

celulares  y  se  encuentran  implicados  en  distintas  vías metabólicas  y  celulares. 

Estos efectos pueden  iniciarse tanto en el núcleo celular como en el citoplasma. 

Los efectos nucleares están asociados a los receptores de estrógenos alfa (ERα) y 

beta (ERβ) que actúan como factores de transcripción uniéndose al elemento de 

respuesta de estrógenos (ERE) (Beato & Klug, 2000). Además pueden modular  la 

expresión génica gracias a la interferencia con otros factores de transcripción Sp‐1 

o AP‐1 (Safe & Kim, 2008). Por otro lado, los estrógenos pueden actuar a través de 

vías  extranucleares  en  las  cuales  el  ligando  se  une  al  receptor  de  ERα  o  ERβ 

asociados a la membrana o en el citosol (Kelly & Levin, 2001; Pedram et al., 2006). 

Esta iniciación rápida extranuclear de los efectos de los estrógenos se ha llamado 

clásicamente  vía  no  genómica.  Actualmente  se  denomina  preferentemente 

efectos iniciados fuera del núcleo (Hammes & Levin, 2007), ya que esta activación 

rápida  produce  una  cascada  de  señalización  que  muchas  veces  acaba  como 

resultado  final  con  la  activación  de  factores  de  transcripción  y  la  consiguiente 

regulación de la expresión de genes (Ropero et al., 2006; Lange et al., 2007). 

En el año 1967, Hans Selye publicó un estudio en el que se analizó el efecto 

de distintas hormonas esteroideas, poniendo de manifiesto que no  sólo existen 
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diferencias  en  la  duración  de  sus  efectos,  sino  que  estos  efectos  implican  gran 

variedad de receptores y de vías de señalización (Selye, 1967). 

Actualmente se sabe que gran parte de estos efectos están mediados por los 

denominados  receptores  clásicos  de  estrógenos  ERα  y  ERβ,  que  se  localizan 

principalmente en el núcleo y el citoplasma. 

Durante varias décadas se creyó en  la existencia de un único receptor, pero 

estudios en  los que se observó cómo ciertos compuestos se comportaban como 

agonistas o antagonistas dependiendo del  tejido diana  (Katzenellenbogen et al., 

1996)  condujeron  al  clonaje de un  segundo  receptor  (Kuiper  et al.,  1996).  Este 

hallazgo provocó un  cambio en  la nomenclatura, de modo que  se denominó al 

primer  receptor  clonado  como  receptor  ERα  y  al más  recientemente  clonado 

como ERβ. 

Estructuralmente existe un 96 % de homología entre ambos receptores en la 

región  de  unión  al  ADN, mientras  que  la  homología  en  la  región  de  unión  al 

ligando es del 53 %. Este hecho sugiere que ERα y ERβ reconocen y se unen a EREs 

similares  mientras  que  cada  receptor  tiene  un  espectro  distinto  de  ligandos 

(Paech et al., 1997; Weihua et al., 2000; Weihua et al., 2003). 

Los  efectos  estrogénicos  clásicamente  han  sido  asociados  a  mecanismos 

genómicos  asociados  a  los  receptores  intracelulares  descritos  anteriormente. 

Actualmente esta visión ha ido cambiando y se sabe que no todos los efectos del 

E2  cursan  de  este modo,  sino  que  también  actúan  a  través  de  otras  rutas  de 

señalización  en  las  que  participan  proteínas  citoplasmáticas,  factores  de 

crecimiento o respuestas iniciadas en la membrana plasmática (figura 7). 
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Figura  7. Mecanismo  de  acción  de  los  estrógenos  a  través  de  los  receptores  intracelulares 
clásicos y de los presentes en la membrana plasmática. Esta figura muestra la complejidad de los 
mecanismos empleados por el estradiol para producir sus efectos:  los efectos nucleares clásicos 
por una parte y, además, una serie de vías alternativas a través de un receptor en  la membrana 
plasmática, que produce  tanto efectos genómicos como no genómicos. Modificada de  (Nadal et 
al., 2009). 

  Cuando  la acción estrogénica transcurre en el núcleo con  la participación 

directa  de  los  ERs  como  factores  de  transcripción  sin  que  se  requieran  pasos 

previos de señalización, nos referimos al efecto nuclear o vía clásica. El resto de 

mecanismos han sido denominados vías de señalización no clásicas o alternativas 

(Bulayeva & Watson, 2004; Watson et al., 2005; Wozniak et al., 2005; Watson et 

al.,  2007).  Éstas  pueden  ser  iniciadas  en  la  membrana,  el  citoplasma  y 

posiblemente en  la mitocondria, dando  lugar a efectos  locales directos, como  la 

modulación de  la actividad de canales  iónicos o  la regulación de  la transcripción 

génica a través de  la activación de distintas cascadas de señalización (Hammes & 

Levin, 2007). 
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  Los ERs localizados en la membrana a veces activan receptores de factores 

de crecimiento, como en el caso del receptor del factor de crecimiento epidermal 

que produce  la activación de  la ERK o de  la PI3K  (Fosfatidil  inositol 3 kinasa). En 

otros tipos de células, cuando el E2 se une al ER provoca la activación de calcio, de 

la proteína quinasa C o de la quinasa Scr (Levin, 2009). 

Con  respecto a  la  fisiología del páncreas endocrino,  se  sabe que el E2 es 

capaz de modular  la función de  la célula beta pancreática. Los primeros trabajos 

que demostraron que el E2 era capaz de aumentar la liberación de insulina datan 

de  los  años  70  (Sutter‐Dub  et  al.,  1978;  Sutter‐Dub,  1979,  2002).  Estudios 

posteriores  confirmaron  el  efecto  insulinotropico  del  E2  y  describieron  el 

mecanismo de acción que mediaba dicho fenómeno (Nadal et al., 1998; Ropero et 

al.,  1999).  Se  demostró  que  el  estradiol  provoca  la  síntesis  de  GMPc    y  la 

activación  de  la  proteína  quinasa G  (PKG),  produciendo  el  cierre  del  canal  KATP 

mediante  la  PKG.  Este  cierre  produce  una  despolarización  de  la  membrana 

plasmática y un aumento en la concentración de calcio intracelular (Ropero et al., 

1999) que desencadenaba un aumento rápido en la liberación de insulina. Además 

se  vio  que  antagonistas  como  el  ICI182.780  no  bloquea  el  efecto  del  E2 

anteriormente  descrito,  lo  que  hizo  pensar  que  un  receptor  de  estrógenos  no 

clásico  mediaba  esta  acción  (Nadal  et  al.,  2000;  Ropero  et  al.,  2002). 

Posteriormente  nuevos  resultados  demostraron  que  el  mecanismo  era  más 

complejo de lo inicialmente descrito, y que el receptor de estrógenos ERβ estaba 

involucrado en la regulación rápida del KATP por el E2 y en la consecuente secreción 

de  insulina  (Soriano  et  al.,  2009;  Soriano  et  al.,  2012).  Mediante  el  uso  de 

agonistas de ERα y ERβ (PPT y DPN) así como de ratones ERβKO (‐/‐), se demostró 

que  este  rápido  incremento  de  la  secreción  de  insulina  era  mediado  por  el 

receptor ERβ. Curiosamente el BPA a la misma concentración que el E2 (1nM) era 

capaz  de  provocar  el mismo  efecto.  Los  resultados  del  estudio mostraron  que 

cuando el E2 o BPA se unen a ERβ, se activa el receptor de la guanilato ciclasa A de 

membrana,  por  un  mecanismo  todavía  desconocido.  Como  consecuencia,  se 

produce  la  activación  de  la  PKG,  por  el  GMPc,  produce  el  cierre  del  KATP  y  el 

aumento de la secreción de insulina (Soriano et al., 2009; Soriano et al., 2012). En 

islotes humanos el BPA produce también un efecto insulinotropico (Soriano et al., 

2012). 
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También se ha demostrado que tanto el E2 como el BPA, a las mismas dosis 

son capaces de regular la síntesis y contenido de insulina a largo plazo. En el año 

2008  se  demostró  que  la  exposición  de  islotes  de  Langerhans  durante  48  h  en 

presencia  de  E2  o  BPA  1  nM  desencadenaba  un  aumento  en  el  contenido  de 

insulina. Dicho aumento se asemejaba al producido por el agonista de ERα (PPT), 

mientras que el agonista de ERβ (DPN) no produce tal efecto,  indicando que ERα 

media este efecto. Estos resultados fueron confirmados mediante la utilización de 

ratones knockout tanto para los ERα (ErαKO) como para ERβ (ERβKO). Además se 

observó  que  el  aumento  en  el  contenido  de  insulina  se  producía  como 

consecuencia de una sobreexpresión del gen de la insulina. Se comprobó además 

que la activación de la transcripción del gen de la insulina se producía vía ERK1/2 

que a su vez activa al factor de transcripción NeuroD1 (Alonso‐Magdalena et al., 

2006; Alonso‐Magdalena et al., 2008; Wong et al., 2010) (Figura 8). 

 

 

 

 

Figura  8. Mecanismo  de  acción  del 
estradiol/BPA  a  través  de  los 
receptores  intracelulares  clásicos  y 
de  los  presentes  en  la  membrana 
plasmática  en  la  célula  beta.  Esta 
figura muestra  las diferentes  vías de 
actuación del estradiol para producir 
sus  efectos  en  la  célula  beta. 
Modificada de (Nadal et al., 2009). 
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El Bisfenol‐A  (BPA) es uno de  los compuestos englobados en  la definición de 

disruptor endocrino por la EPA y ESFA. Dichos compuestos son capaces de alterar 

el  equilibrio  hormonal  pudiendo  provocar  efectos  adversos  en  la  salud  de  los 

individuos expuestos y/o su descendencia.  

Actualmente  existen  estudios  epidemiológicos  en  los  que  se  asocia  la 

exposición a dicho compuesto en adultos, con un mayor riesgo de diabetes tipo 2 

y enfermedades cardiacas. 

 El  objetivo  general  de  la  presente  Tesis  es  caracterizar  los  efectos  del 

disruptor  endocrino,  Bisfenol‐A,  tras  una  exposición  intra‐útero,  durante  el 

desarrollo embrionario de  ratones OF1,  sobre  la homeostasis de  la glucosa y  su 

posible influencia en el desarrollo de la diabetes tipo 2. 

Dentro  de  este  objetivo  general  nos  planteamos  los  siguientes  objetivos 

específicos: 

1. Caracterización fisiológica de los parámetros implicados en la homeostasis 

de la glucosa en la edad adulta de 4 y 7 meses de los individuos expuestos 

a BPA durante los días 9 a 16 de gestación. 

 

2. Estudiar las modificaciones estructurales y funcionales que se producen en 

el páncreas endocrino de dicho modelo. 

 

3. Estudiar  las  posibles  complicaciones  adicionales  que  pueda  generar  una 

alimentación rica en grasa en dicho modelo. 

 

4. Caracterización fisiológica de los parámetros implicados en la homeostasis 

de  la  glucosa  en  individuos  expuestos  a BPA durante  los días  9  a  16 de 

gestación en la vida temprana (1 mes de vida). 
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1.  ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN Y PROTOCOLO DE OBTENCIÓN DEL 

MODELO ANIMAL DE ESTUDIO. 

Los  animales  empleados  en  los  experimentos  presentados  en  esta  tesis 

fueron  ratones macho  de  uno,  cuatro  o  siete meses  de  edad,  de  la  cepa OF1 

procedentes  de  ratones  hembras  gestantes  proporcionados  por  Charles  River 

(Barcelona, España). Todos  los animales se encontraban en un ambiente óptimo 

para  su  crecimiento,  con  una  temperatura  de  unos  22  °C,  un  ciclo  de  luz 

controlado  de  12  horas  y  con  acceso  libre  a  comida  y  agua.  Todos  los 

procedimientos empleados para el desarrollo de los experimentos presentados en 

esta tesis fueron aprobados por el comité de ética y experimentación animal de la 

Universidad Miguel Hernández  (IB‐AN‐001‐11) y  fueron  realizados  con el menor 

sufrimiento para el animal. 

1.1. Obtención del modelo animal. 

Hembras preñadas proporcionadas por Charles River  (Barcelona, España) 

fueron  individualizadas  a  su  llegada  al  animalario  y  mantenidas  bajo  las 

condiciones  anteriormente  especificadas.  Las  gestantes  fueron  alimentadas 

durante todo el tiempo de gestación y lactancia con la dieta de mantenimiento de 

roedores 2014 Teklad Global 14 % de proteína de Harlan Laboratories (Barcelona, 

España). La densidad energética de  la dieta es 2.9 kcal/g  (12.1 KJ/g);  las calorías 

procedentes del aporte proteico es un 20 %, del aporte  lipídico es 13 % y de  los 

hidratos de carbono el 67 %.  

El BPA fue disuelto en aceite de maíz libre de tocoferoles (Cat. no. 901415, 

MP  Biomedicals,  LLC,  Illkirch,  Francia)  y  administrado  por  vía  subcutánea  y 

monodosis  desde  el  noveno  al  decimosexto  día  de  gestación.  La  dosis 

suministrada a  las gestantes fue de 10 µg de BPA por Kg de peso corporal en un 

volumen de 100 µL. A las gestantes controles se les suministró 100 µL de vehículo 

(aceite). 

Tras el alumbramiento, se pesaron a  los neonatos y se distribuyeron para 

que todas las gestantes tuvieran el mismo número de crías que alimentar y de esa 

manera  poder  disminuir  los  posibles  efectos  de  una  competitividad  por  el 

alimento durante la lactancia. A día 21 postalumbramiento se procedió al destete 
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y sexado de  las crías y se distribuyeron un número de 6‐7 animales machos por 

jaula provenientes de la misma gestante. 

Los  animales  fueron  alimentados  con  la misma  dieta  de mantenimiento 

que las gestantes, 2014 Teklad Global 14 % de proteína de Harlan Laboratories, a 

la que consideraremos dieta control o normal (ND). Al alcanzar la edad de un mes, 

la mitad de  los animales, tanto  los procedentes de  las gestantes controles como 

de  las  tratadas con BPA,  se  les  introdujo una dieta  rica en grasa al 45 %  (HFD), 

D12451,  (Research Diets  Inc., New Brunswick, NJ, USA.). La densidad energética 

de  la  dieta  es  de  4.7    Kcal/g  (19.8  KJ/g);  el  aporte  calórico  de  la  dieta  viene 

distribuido por un 20 % de  las proteínas, un 45 % de  las grasas y un 35 % de  los 

hidratos de carbono. Esta dieta  fue utilizada durante 6 meses para  la realización 

del  estudio  de  la  presente  tesis.  Los  tiempos marcados  para  la  realización  de 

experimentos fueron 13 semanas de HFD y 28 semanas.  

1.2. Protocolo de disección y extracción de islotes. 

En todos  los sacrificios, por decapitación, se obtienen muestras de sangre 

del  animal  para  su  posterior  procesamiento  y  obtención  de  suero  para  las 

diferentes medidas de hormonas  y metabolitos  circulantes. Tras el  sacrificio,  se 

practica una laparotomía media completa. Con unas tijeras se hace un corte en la 

parte inferior del abdomen y se va cortando la piel hasta el tórax. Posteriormente 

se  separa  la  piel  del  peritoneo;  después  se  corta  el  peritoneo  hasta  el  tórax 

dejando al descubierto toda la masa intestinal. 

Una  vez abierto el animal,  se  retiran  los  intestinos hacia abajo para una 

mejor manipulación  y  con  una  gasa  estéril  se  abate  el  hígado  hacia  atrás  para 

liberar el colédoco. Se localiza la ampolla de Water (donde se une el colédoco con 

el duodeno) y con unas pinzas curvas se pasa hilo de sutura por debajo y se anuda 

para  evitar  la  pérdida  de  la  solución  de  colagenasa  hacia  el  intestino.  A 

continuación en la parte superior del colédoco se repite el mismo proceso pero sin 

anudar.  Superior  a este punto  con unas microtijeras  se hace una  incisión en el 

conducto biliar  común y  se  introduce  la  cánula. Se anuda y  se  inyectan 8mL de 

medio de aislamiento con colagenasa a razón de 0.33‐1 mg/mL dependiendo de la 

actividad  de  la  colagenasa.  Tras  tener  el  páncreas  perfundido  se  aísla  tirando 

suavemente del intestino y del bazo.  
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Una vez aislado el páncreas, se  introduce en un tubo cónico de 15 mL de 

capacidad,  en  un  baño  termostatizado  P‐Selecta  a  37  °C  (Selecta,  Barcelona), 

con agitación suave y permanente durante un tiempo variable de 5 a 9 minutos 

dependiendo de la actividad de la colagenasa (previamente testado para ajustar la 

concentración  empleada  en  función  de  la  actividad  del  lote  recibido),  hasta 

observar que el páncreas se ha digirido por el cambio de la textura del medio y la 

separación  de  pequeños  fragmentos  de  páncreas.  Para  finalizar  la  digestión  y 

parar la actividad enzimática de la colagenasa se añade medio de aislamiento frío 

y  se  deja  reposar  5 minutos  en  hielo.  Este  proceso  se  realiza  dos  veces  para 

eliminar  restos  de  tejido  graso  del  páncreas. Una  vez  realizados  los  lavados  se 

añade más medio de aislamiento y el contenido se vierte sobre una placa de Petri 

con fondo oscuro bajo una lupa estereoscópica (Zeiss stemi 2000, Jena, Alemania) 

para  recolectar  los  islotes  uno  a  uno,  evitando  recoger  tejido  exocrino  con  la 

pipeta. 

Una  vez  aislados  los  islotes,  se  llevaran  a  cabo  diferentes  protocolos 

dependiendo del experimento que se vaya a realizar con ellos. Si se procede a  la 

realización  de  experimentos  ex‐vivo,  tales  como  secreción  de  insulina  o 

mediciones de calcio intracelular, se dejan recuperar en una placa de 35 mm con 2 

mL de medio de aislamiento en un incubador a 37 °C con una atmósfera de 5 % de 

CO2 durante  al menos una hora.  Si por el  contrario, el  fin de  tales  islotes es  la 

elaboración de técnicas de biología molecular, se elimina el medio de aislamiento 

mediante un pulso de centrífuga a 4 °C (Eppendorf centrifuge 5415R, Eppendorf, 

Madrid, España) y se resuspenden los islotes en el medio definido por los kits para 

la  posterior  obtención  de  ADN  genómico,  ARN  mensajero  o  proteínas.  Las 

muestras son conservadas a ‐80 °C hasta su utilización. 

2.  TEST DE TOLERANCIA A LA GLUCOSA INTRAPERITONEAL (ipGTT). 

Para la realización del Test de Tolerancia a la Glucosa se individualiza a los 

animales y se les deja durante un periodo de seis o doce  horas en ayuno, tras el 

cual se procede a la aplicación de una carga de glucosa intraperitoneal de 1.5 ó 2 

g/Kg  de  peso  corporal  dependiendo  de  la  edad  a  la  que  se  haya  hecho  el 

experimento. 
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Para  la  valoración  de  los  niveles  de  azúcar  en  sangre,  se  practica  un 

pequeño  corte  en  la  parte  distal  de  la  cola,  de  donde  se  obtendrá  el  volumen 

necesario de  sangre de  las venas caudales  (aproximadamente unos 5 µL). Dicha 

valoración  se  lleva a cabo con un glucómetro  (Accu‐check compact plus, Roche, 

Madrid, España).   Las muestras de sangre se toman a tiempo 0, 15, 30, 60 y 120 

minutos, considerando tiempo 0 el momento anterior a  la aplicación de  la carga 

de glucosa. 

3.  TEST DE RESISTENCIA A LA INSULINA INTRAPERITONEAL (ipITT). 

En el Test de Resistencia a  la  Insulina se  individualiza a  los animales y se 

procede a la realización del protocolo con los animales alimentados. Se aplica una 

carga  de  insulina  de  0.75  UI/Kg  de  peso  corporal  de  manera  intraperitoneal 

(Humalina Regular 100 UI/mL, Lilly, Madrid, España).  

Para  la medición de  los niveles de glucosa sanguínea se practica el mismo 

procedimiento que en  la GTT. En este tipo de prueba  las mediciones se hacen a 

tiempo 0, 15, 45 y 60 minutos poscarga de insulina. 

4.  SECRECIÓN  DE  INSULINA  Y  CUANTIFICACIÓN  POR 

RADIOINMUNOENSAYO (RIA). 

Una vez  realizada  la disección y aislados  los  islotes se hacen grupos de 5 

islotes  lo más  homogéneos  posibles  entre  sí  y  se  dejan  recuperar  durante  dos 

horas  en  una  placa  de  24  pocillos  con  el medio  utilizado  para  el  aislamiento. 

Pasadas las dos horas, se elimina el medio inicial y se añaden 400 µL de medio de 

secreción sin BSA con los estímulos correspondientes. A continuación se guarda la 

placa con  los  islotes en el  incubador durante una hora a 37 °C y 5 % de CO2, tras 

esta hora se añaden 100 µL con los mismos estímulos suplementados con 5 % de 

BSA.  Se  agita  suavemente  durante  cinco  minutos  a  temperatura  ambiente 

mediante  la  utilización  de  un  orbital  y  posteriormente  se  para  la  secreción 

introduciendo la placa en hielo durante quince minutos. Se recogen los islotes, en 

un volumen de 5 µL, en tubos con 20 µL de tampón de lisis, para posteriormente 

cuantificar  la cantidad de proteína por el método de Bradford  (Bradford, 1976). 

Por otro  lado, el medio de secreción donde se encuentra  la  insulina  liberada por 

los islotes se pasa a tubos de ensayo de vidrio y se congelan a –80 °C hasta el día 

de la cuantificación. 
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Una vez recogidas todas  las muestras necesarias para  la cuantificación se 

procede al empleo del Kit de Insulina coat‐a‐count (Diagnostic Products Corp., Los 

Angeles, CA USA). Este kit contiene 100 tubos recubiertos de anticuerpos contra 

insulina, 1 set de calibradores para establecer una recta patrón, compuesto por 7 

frascos  (A‐G)  con  concentraciones  crecientes  de  insulina,    y  un  vial  de  insulina 

radiactiva (I125).  

La finalidad del radioinmunoensayo es  la competición entre  la  insulina de 

las  muestras  y  la  insulina  radiactiva  por  unirse  a  los  sitios  específicos  de  los 

anticuerpos  inmovilizados en  las paredes del  tubo. El periodo de  competición o 

incubación de las insulinas es de aproximadamente 24 horas, una vez transcurrido 

este tiempo se para esta reacción por decantación y se procede a la lectura de los 

tubos mediante  un  contador  gamma  localizado  en  la Unidad  de  Isótopos  de  la 

Universidad Miguel Hernández. Las cantidades reflejadas por el contador serán las 

de insulina radiactiva. 

El  procedimiento  a  seguir  comienza  con  la  realización  de  la  recta  de 

calibrado,  empleando  para  ello  los  siete  tubos  de  calibrado.  Éstos  contienen 

insulina  humana  en  concentraciones  crecientes  (por  lo  tanto  reflejarán  en  el 

contador  concentraciones  decrecientes  de  insulina  radiactiva).  Posteriormente, 

con  los  datos  obtenidos  se  realiza  una  curva  logarítmica  que,  tras  una 

transformación, dará  lugar a una recta con  los patrones de  insulina. Se continúa 

rellenando el resto de tubos con 200 µL de nuestra muestra; en el caso de que sea 

necesario diluir  la muestra se realizará añadiendo hasta  los 200 µL del medio de 

secreción  que  contiene  0  UI  de  insulina.  Todos  estos  tubos,  incluidos  los 

necesarios  para  realizar  la  recta  de  calibrado,  se  hacen  por  duplicado. Una  vez 

listos los tubos añadimos 1 mL de la insulina marcada. Se homogenizan todos los 

tubos y se dejan incubando a 4° C overnight. Se decantan todos los tubos, excepto 

los dos primeros, que únicamente contienen insulina radiactiva, y que se emplean 

para saber  la radiactividad total (expresada como cuentas por minuto) de  la que 

partimos para establecer  las cuentas totales. Una vez que  los tubos se secan, se 

colocan  en  el  contador  gamma  y  éste  nos  dará  las  cuentas  de  cada  tubo, 

indicándonos la cantidad de insulina de nuestras muestras. 
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4.1. Cuantificación de proteína mediante el método de Bradford. 

La cuantificación de proteínas mediante el método de Bradford se emplea 

para normalizar los datos de la secreción de insulina, debido a posibles diferencias 

de secreción de  los  islotes de Langerhans en cuanto a su tamaño. Para ello, una 

vez acabado el tiempo de secreción, los islotes empleados fueron recogidos en un 

volumen de 5 µL e  introducidos en un  tubo  con 20 µL de  tampón de  lisis para 

favorecer su ruptura. 

Una vez recogidos son vigorosamente agitados y guardados durante un día 

a 4 °C con agitación; posteriormente se centrifugan durante 5 minutos a 5000 rpm 

a  4  °C,  tras  lo  que  se  recoge  el  sobrenadante  y  se  congelan  a  –20  °C  hasta  el 

momento de su utilización. Una vez recopiladas todas las muestras se emplea una 

placa  de  96  pocillos  para  proceder  a  la  lectura  de  proteína  de  la muestra.  El 

procedimiento a seguir consiste en: 

1) Preparar  una  curva  patrón  de  0,  0.1,  0.2,  0.3,  0.4  y  0.5  mg/mL  de 

albúmina empleando un volumen de 10 L de cada una de ellas en 200 
µL de solución Bradford.  

2) De cada una de nuestras muestras coger una alícuota de 10 L y añadir 
200 µL de solución Bradford e incubar durante 5 minutos a temperatura 

ambiente.  Tanto  la  curva  patrón  como  las  muestras  se  miden  por 

duplicado. 

3) Medir  la absorbancia a 595 nm en el espectrofotómetro de  luz visible 

modelo  µQuant  (Bio‐Tek  Instriments,  INC).  Los  valores  de  la 

concentración  de  cada  una  de  las  muestras  se  calculan  por  la 

extrapolación de  las absorbancias de  las concentraciones conocidas de 

la curva patrón preparada previamente. 

5.  MEDIDAS DE BIOQUÍMICAS EN SUERO. 

  Tras el sacrificio del animal por decapitación, se recolecta  la sangre en un 

tubo eppendorf de 1.5 mL. Posteriormente  se procede a  la centrifugación de  la 

misma  a 1200  rpm durante 20 minutos  a una  temperatura de 4  °C para poder 

obtener un medio bifásico en el que  la parte superior se encuentra una porción 

fluida,  el  suero,  y  en  la  inferior  el  coagulo  de  la  sangre.  Para  las medidas  de 
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bioquímica utilizamos el suero, que una vez recuperado, se alicuotará y congelará 

a ‐80 °C para su posterior utilización en los diferentes kits. 

5.1. ELISA de Insulina. 

Para  la medición de  los niveles de  insulina  circulante  su usó el ELISA de 

insulina de Crystal Chem (cat. no. 90080, Downers Grove, IL, USA). 

Este kit nos permite cuantificar insulina en muestras pequeñas de suero (5 

µL) con una alta sensibilidad (100 pg/mL). Una vez recolectadas todas las muestras 

a  analizar  se  procede  a  realizar  el  ensayo  en  una  placa  de  96  pocillos 

proporcionada  en  el  kit  donde  se  encuentran  los  anticuerpos  para  la  insulina. 

Además,  el  kit  consta  de  un  stock  de  insulina  con  una  concentración  de  12.8 

ng/mL a partir del  cual  se  realizarán diluciones  seriadas para poder obtener  los 

valores  de  la  curva  patrón  a  partir  del  que  se  obtendrán  los  valores  de  cada 

muestra por extrapolación de absorbancias. 

El  procedimiento  a  seguir  es,  una  vez  atemperados  los  productos  y 

descongeladas las muestras: 

1) Pipetear las muestras y los estándares en sus correspondientes pocillos. 

2) Incubar durante 2 horas a 4 °C y con un poco de agitación para que  la 

insulina  de  nuestra muestra  se  una  al  anticuerpo  que  se  encuentra 

pegado en los pocillos. 

3) Lavar  la placa del ensayo e  incubar durante 30 minutos a temperatura 

ambiente con la enzima conjugada anti‐insulina.  

4) Lavar  la  microplaca  e  incubar  durante  40  minutos  a  temperatura 

ambiente y oscuridad con la solución sustrato. 

5) Añadir  la  solución  stop  y medir  la  absorbancia  a  450  y  630 nm  en  el 

espectrofotómetro de  luz visible modelo µQuant  (Bio‐Tek  Instriments, 

INC).  Los  valores de  la  concentración de  cada una de  las muestras  se 

calculan por la extrapolación de las absorbancias de las concentraciones 

conocidas de la curva patrón preparada previamente. 

5.2. ELISA de Péptido‐C. 

Para la medición de los niveles de péptido‐C circulantes en sangre se utilizó 

el kit de Alpco Immunoassays (cat. no. 80‐CPTMS‐E01, Salem, NH, USA.). 
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Este kit nos permite cuantificar la concentración de péptido‐C en muestras 

pequeñas de suero (10 µL). Una vez recolectadas todas las muestras a analizar se 

procede  a  realizar  el  ensayo.  El  kit  consta  de  una  microplaca  de  96  pocillos 

dividida  en  12 módulos  de  8  pocillos  cada  una,  un  conjunto  de  estándares  de 

concentraciones crecientes de péptido‐c (0; 250; 750; 1500 y 3000 pM) a partir de 

los cuales se realiza la curva patrón. Además el kit proporciona dos controles para 

el ensayo de baja y alta concentración del péptido. 

Una  vez  recolectadas  todas  las  muestras  para  realizar  el  ensayo,  se 

procede  a  equilibrar  los  reactivos  y  la  microplaca  a  temperatura  ambiente  y 

descongelar las muestras para la cuantificación. El protocolo a seguir es: 

1) Pipetear las muestras y los estándares en sus correspondientes pocillos. 

2) Incubar durante 2 horas a 4 °C, con agitación (700‐900 rpm). 

3) Lavar  la placa del ensayo e  incubar durante 10 minutos a temperatura 

ambiente y con agitación (700‐900 rpm) con el sustrato TMB.  

4) Añadir  la  solución  stop  y medir  la  absorbancia  a  450  y  620 nm  en  el 

espectrofotómetro de  luz visible modelo µQuant  (Bio‐Tek  Instriments, 

INC).  Los  valores de  la  concentración de  cada una de  las muestras  se 

calculan por  la extrapolación de  la absorbancia de  las concentraciones 

conocidas de la curva patrón preparada previamente. 

5.3. ELISA de Leptina. 

Para  la medición  de  los  niveles  de  leptina  circulante  se  usó  el  ELISA  de 

Leptina de Crystal Chem (cat. no. 90030, Downers Grove, IL, USA). 

Este kit nos permite cuantificar leptina en muestras pequeñas de suero (5 

µL). Una vez  recolectadas  todas  las muestras a analizar  se procede a  realizar el 

ensayo en una microplaca de 96 pocillos proporcionada en el kit. Además el kit 

consta de un stock de  leptina con una concentración de 12.8 ng/mL a partir del 

que se  realizaran diluciones seriadas para poder obtener  los valores de  la curva 

patrón  a  partir  del  cual  se  obtendrán  los  valores  de  cada  muestra  por 

extrapolación de absorbancias. 

El  procedimiento  a  seguir  es,  una  vez  atemperados  los  productos  y 

descongeladas las muestras: 
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1) Lavar los pocillos con el medio de lavado. 

2) Pipetear  el  diluyente,  el  suero  de  cobaya  anti‐leptina  de  ratón,  las 

muestras y los estándares en sus correspondientes pocillos. 

3) Incubar overnight (16‐20 horas) a 4 °C. 

4) Lavar la placa del ensayo e incubar durante 4 horas a 4 °C con la enzima 

conjugada anti‐IgG de cobaya.  

5) Lavar  la  microplaca  e  incubar  durante  40  minutos  a  temperatura 

ambiente y oscuridad con la solución sustrato. 

6) Añadir  la  solución  stop  y medir  la  absorbancia  a  450  y  630 nm  en  el 

espectrofotómetro de  luz visible modelo µQuant  (Bio‐Tek  Instriments, 

INC).  Los  valores de  la  concentración de  cada una de  las muestras  se 

calculan por  la extrapolación de  la absorbancia de  las concentraciones 

conocidas de la curva patrón preparada previamente. 

5.4. Ensayo colorimétrico de Triglicéridos y Glicerol. 

Para  la cuantificación de  los niveles de  triglicéridos y glicerol en suero se 

utilizó el kit Serum Triglyceride Determination de Sigma (Cat. no. TR0100, Marid, 

España). 

Una vez obtenidas  las muestras se  realizaron  las dos medidas a partir de 

una muestra de 10 μL de plasma siguiendo el protocolo A del manual de uso. 

1) Resuspender  los  reactivos  y  atemperarlos  a  temperatura  ambiente 

antes del uso. 

2) Pipetear 0.8 mL de Free Glycerol Reagent en cada tubo. 

3) Añadir  10  μL  de  agua  (blanco)  o  estándar  de  glicerol,  cuya 

concentración de 10 mg/mL, o de muestra. 

4) Mezclar  los  tubos  por  inmersión  y  dejar  incubar  a  temperatura 

ambiente durante 15 minutos. 

5) Leer  la absorbancia de  cada  tubo en un espectrofotómetro a 540 nm 

(Bio‐Rad,  Smart  Spec  3000,  Barcelona,  España).  El  valor  obtenido  se 

utilizará para el cálculo de la concentración de glicerol de las muestras. 

6) Añadir  0.2  mL  de  Triglyceride  Reagent  a  cada  tubo  e  incubar  a 

temperatura ambiente durante 15 minutos. 
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7) Leer la absorbancia de cada tubo en un espectrofotómetro a 540 nm. El 

valor  obtenido  se  utilizará  para  el  cálculo  de  la  concentración  de 

triglicéridos totales de las muestras. 

8) Con ambas lecturas se procede al cálculo de la concentración de glicerol 

y triglicéridos totales en base a las conversiones que indica el manual de 

uso del kit. 

6.  EXTRACCIÓN DE ARN Y qPCR‐RT. 

  Para  la  realización de  los experimentos de expresión génica  se utilizaron 

muestras  de  tejido  periférico  (músculo,  hígado  y  tejido  adiposo)  e  islotes  de 

Langerhans aislados 

6.1. EXTRACCIÓN DE ARN. 

Para la obtención de las muestras de tejidos periféricos se procedió a hacer 

una  disección  del  animal  tras  la  cual  se  extirparon  el  hígado  completo,  los  dos 

paquetes de tejido adiposo perigonadal y los dos gastrocnemios de cada ratón. En 

éste  último  se  realizó  una  limpieza  para  quitar  las  fibras  musculares  rojas 

procedentes del sóleo que quedan pegadas a nuestro tejido con el fin de disminuir 

la variabilidad  introducida por estas fibras, ya que  la expresión de algunos genes 

es diferente debido a  la  función de  las mismas. Una vez extraídos  los  tejidos  se 

limpiaron con PBS estéril y libre de RNasas y se procedió a su ultracongelación con 

nitrógeno líquido; posteriormente se guardaron a ‐80 °C hasta su utilización.  

Tras  la  obtención  de  todas  las muestras  se  realizó  la  extracción  de ARN 

total  de  las  muestras  con  el  reactivo  Tripure  (cat.  no.  11667165001,  Roche, 

Madrid, España). La extracción se realizó a partir de 100mg de tejido. El protocolo 

que se realizó es el indicado por el manual: 

1) Añadir  1 mL  de  Tripure  a  cada  tubo  y  homogenizar  con  el  politrón 

(Biogen series PRO200, Pro Scientific, Madrid, España) manteniendo  la 

muestra siempre en hielo para evitar el calentamiento de esta. 

2) Mezclar con el vortex para conseguir que el Tripure penetre bien en el 

tejido. 

3) Incubar a temperatura ambiente durante 10‐15 minutos. 
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4) Centrifugar  a  12000  g  durante  10  minutos  a  4  °C.  Recuperar  el 

sobrenadante del tubo e introducirlo en un tubo nuevo libre de RNasas. 

5) Añadir  200  μL  de  cloroformo  y  agitar  durante  15  segundos  con  el 

vortex. 

6) Dejar a temperatura ambiente durante 3‐5 minutos. 

7) Centrifugar a 12000 g durante 10 minutos a 4 °C. 

8) Tras  la  centrifugación  se  observan  dos  fases  de  diferentes  colores 

separadas por un velo blanco. Recuperar la fase acuosa y transferir a un 

tubo nuevo sin contaminarla con las otras fases. 

9) Añadir  500  μL  de  isopropanol  e  invertir  los  tubos  30  veces  para  que 

precipite el ARN. 

10) Incubar a temperatura ambiente durante 10 minutos. 

11) Centrifugar  a  12000  g  durante  10  minutos  a  4  °C  y  descartar  el 

sobrenadante. 

12) Limpiar el pellet formado con 1mL de etanol al 75 %. 

13) Centrifugar durante 5 minutos a 4 °C y 7500 g. 

14) Decantar el sobrenadante y dejar secar el pellet para eliminar los restos 

de etanol. 

15) Resuspender el pellet con agua libre de RNasas o DEPC. 

16) Cuantificar  la  concentración  de  ARN  de  nuestras  muestras  con  el 

NanoDrop  2000  Spectrophotometer  (Thermo  Scientific,  Madrid, 

España) y coger una alícuota de 300 ng/mL de ARN para comprobar  la 

integridad del mismo con un gel de agarosa. 

17) Guardar  el  ARN  a  ‐80°C  hasta  su  utilización  para  la  PCR  de 

retrotranscripción. 

Para  la extracción de ARN de  islotes de  Langerhans  aislados  se utiliza el 

protocolo descrito en el apartado 3.3.2 de  la presente tesis. Este protocolo  lleva 

unas modificaciones  específicas  debido  al  tipo  de material  con  el  que  se  está 

trabajando.  Las  modificaciones  que  se  tienen  en  cuenta  son:  el  medio  de 

aislamiento debe estar previamente  filtrado y  los  islotes  se encuentran en  todo 

momento  a 4  °C para evitar  la  activación de  la expresión de  genes debido  a  la 

concentración de glucosa que lleva el medio. 

La obtención del ARN total de  los  islotes se realizó mediante  la utilización 

del kit RNeasy Plus Mini de Qiagen (Madrid, España). El protocolo que se utilizó es 
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el  descrito  por  la  casa  comercial  para  la  purificación  de  ARN  procedente  de 

células. Los islotes son almacenados a ‐80°C con el Tampón RLT suplementado con 

β‐mercaptoetanol  hasta  la  obtención  de  todo  el  tamaño  muestral.  Todo  el 

procedimiento  se  realiza  a  temperatura  ambiente  y  la muestra  final de ARN es 

recogida en 12μL, los cuales se utilizarán para hacer la PCR de retrotranscripción y 

la  cuantificación  y  calidad  del  ARN  obtenido.  Las  muestras  se  almacenarán 

congeladas a ‐80°C hasta su utilización. 

6.2. PCR DE RETROTRANSCRIPCIÓN. 

Para la transformación del ARN mensajero (ARNm) a ADN complementario 

(ADNc) se realiza una PCR de retrotranscripción con el kit de Applied biosystems 

HighCapacity cDNA Reverse  transcription  (part. No. 4368813) y el  termociclador 

GeneAmp  PCR  system  9700  de  la  misma  marca.  Para  la  retrotranscripción 

partimos de 1μg de ARN por muestra a  la que añadimos  la  siguiente mezcla de 

reactivos (Tabla 1): 

PRODUCTO  VOLUMEN 

Tampón para PCR (10x)  2 μL 

dNTPs (25x)  0.8 μL 

RT Random primers (10x)  2 μL 

Inhibidor de RNasa *  0.5 μL 

Agua (hasta completar volumen 20 μL)  3.7 μL 

ARN (1 μg)  10 μL 

Tabla 1. Mezcla de reactivos utilizada para  la reacción de retrotranscripción. *El  inhibidor de  la 
RNasa utilizado es Rnase out Recombinant (P/N 100000840, Invitrogen). 

 

El protocolo a seguir por el termociclador es el abajo indicado (Figura 9): 

 

 

 

 

Figura 9. Protocolo de reacción de retrotranscripción. 
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6.3. qPCR A TIEMPO REAL. 

Tras  la  obtención  del  ADN  complementario  se  procede  al  estudio  de  la 

expresión génica mediante la técnica de PCR a tiempo real. 

Para  la realización de  los experimentos se utilizaron parejas de cebadores 

específicos diseñados usando programas bioinformáticos  como   primer‐Blast de 

NCBI  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer‐blast/)  o  PCR  primer  stats 

(http://www.bioinformatics.org/sms2/pcr_primer_stats.html).  Los  cebadores 

utilizados son los que indicamos en la tabla a continuación (Tabla2): 

GEN 
FORWARD
(5’3’)

REVERSE
(5’3’)

REFSEQ 
(NM) 

Rplp0  GAGGAATCAGATGAGGATATGGGA AAGCAGGCTGACTTGGTTGC  007475 

Gapdh  CATCCACTGGTGCTGCCAAGGCTGT  ACAACCTGGTCCTCAGTGTAGCCCA  008084.2 

Ins‐II  TTATTGTTTCAACATGGCCC  CAAAGGTGCTGCTTGACAAA  1185083 

Pdx‐1  GGCCTGGAAGAGCCCAACCG  GGCCTGGAAGAGCCCAACCG  008814.3 

Hnf4α  TCTGGATGACCAGGTGGCGCT  GGACACACGGCTCATCTCCGC  008261.2 

Pparα  GGGTACCACTACGGAGTTCACG  CAGACAGGCACTTGTGAAAACG  1113418 

Pparγ  TCCGTGATGGAAGACCACTC  CCCTTGCATCCTTCACAAGC  1127330 

Srebf1  CCACTAGAGGTCGGCATGGT  TCCCTTGAGGACCTTTGTCATT  11480 

Prkaa1  GCAGGTGGATCCCATGAAGAGG  ATGAGGTGGTAGGCGACGGATA  1013367 

Gck  TTCAGCTTCTGGCCTCCCACAG  AAAACAGCCAGGTCTGGGCAGC  010292 

Hxk  CGTAGCCGCCATTGAAACGGATAA  CCACTCCCAGGCGGGTCAAG  001146100.1 

Ucp2  GCTGGTGGTGGTCGGAGATA  ACAGTTGACAATGGCATTACGG  011671.4 

Ucp3  GCCTGTGGAAAGGGACTTGG  GGAGCGTTCATGTATCGGGT  009464.3 

Acacα  TTTGAGGAGGACCGCATTTATC  ACATGGGATGGCAGTAAGGT  133360.2 

Acacβ  GGGCTCCCTGGATGACAAC  CAGACATGCTGGGCCTCATA  133904.2 

Cpt1α  AAAGATCAATCGGACCCTAGACA  CAGCGAGTAGCGCATAGTCA  013495.2 

Cpt1β  TGGCTACGGGGTCTCTTACA  GGGCGTTCGTCTCTGAACTT  009948.2 
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Fasn  TCTTCTGCCGAGTACAATGTC  GATGTGAGGGGAGATGAGAG  007988 

Pepck 1  GGTGTTTGTAGGAGCAGCCATGAG  CAATCGCCCGAACATCCACTC  11044 

Slc2a4  CCGGTTCCGTGGGTTGTGGC  TCCCCATCGTCAGAGCCGATCT  009204 

Cd36  GGAGCAACTGGTGGATGGTT  CTACGTGGCCCGGTTCTAAT  001159555.1 

Acox1  AGGTTGTCATCGCTTTGGTG  CAAGTTCTCGATTTCTCGACG  015729.2 

Tabla 2. Secuencia de cebadores utilizados en las qRT‐PCRs. 

 

En las PCRs a tiempo real se utilizó el fluoróforo iQSybr Green Supermix de 

Bio‐Rad (Barcelona, España). El Sybr Green es una sonda inespecífica que se une a 

los nucleótidos del ADN. Cuando se encuentra libre en el medio o unido a cadenas 

simples  de  ADN  no  emite  casi  fluorescencia,  pero  cuando  el  Sybr  Green  se 

encuentra  intercalado,  en  la  doble  hebra  de  ADN,  la  señal  de  fluorescencia 

aumenta (Figura 10), por  lo que  la fluorescencia de  la sonda es proporcional a  la 

cantidad de producto de PCR. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  10.  Funcionamiento  de  la  sonda  Sybr  Green.  En  el  esquema  se  muestran  los  pasos 
centrales en los que se basa una reacción en cadena de la polimerasa y que es lo que ocurre con 
las moléculas de Sybr Green en  cada paso. En el paso 1  se produce  la desnaturalización de  la 
doble  hebra  de  ADNc.  En  el  paso  2  se  produce  la  hibridación  de  los  cebadores  a  las  hebras 
monocatenarias de ADNc y comienza a integrarse las moléculas de Sybr Green en los fragmentos 
de ADN doble  cadena  formados por  la hebra molde  y  el  cebador.  En  el paso 3  se produce  la 
polimerización de  la hebra de ADN y  la  integración de  las moléculas de Sybr Green, al  finalizar 
este paso y antes de volver al paso 1 se hace una lectura de fluorescencia para poder cuantificar 
el  aumento  de  fluorescencia  ligado  al  aumento  de  copias  de  ADNc  producidas  por  la  Taq‐

polimerasa. 

Desnaturalización Hibridación 

Polimerización
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Para  la  realización del experimento se utilizó el  termociclador de Bio‐Rad 

CFX36 Real Time System  (Barcelona, España). Para ello  se empleó el protocolo 

estandar,  al  cual  se modificó  la  temperatura  de Melting  para  ajustarla  a  cada 

pareja de cebadores. El protocolo utilizado es el que se muestra a continuación: 

Figura 11. Protocolo qRT‐ PCR utilizado en los experimentos de expresión génica. 
 

La master mix utilizada en las reacciones es de un volumen total de 10 μL. 

Las  proporciones  de  cebadores, muestra  y  reactivo  de  Syber  son  las  que  se 

muestran en la Tabla 3. 

Una vez realizado el experimento, los datos obtenidos se expresaron como 

expresión  relativa del gen en  relación a un gen endógeno mediante el método 

establecido 2‐ΔΔCT (Livak & Schmittgen, 2001). 

Tabla 3. Mezcla de reactivos utilizada en las reacciones de qRT‐PCR. 

 
 
 
 
 
 
 

PRODUCTO  VOLUMEN 

SyBr Green 10x  5 μL 

Primer Forward (10μM)  0.2 μL 

Primer Reverse (10μM)  0.2 μL 

cDNA  1 μL 

Agua (hasta completar volumen 10μL)  2.4 μL 
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7.  EXTRACCIÓN DE ADN GENÓMICO Y ESTUDIO DE METILACIONES. 

Para  la extracción del ADN genómico de  islotes de Langerhans aislados se 

utiliza el protocolo descrito en el apartado 3.3.2 de la presente tesis.  

La  obtención  del  ADN  genómico  de  los  islotes  se  realizó  mediante  la 

utilización del kit DNeasy Blood&Tissue de Qiagen (Madrid, España). El protocolo 

que  se  utilizó  es  el  descrito  por  la  casa  comercial  para  la  purificación  de  ADN 

procedente  de  células.  Los  islotes  son  procesados  en  fresco.  Todo  el 

procedimiento  se  realiza  a  temperatura  ambiente  y  la muestra  final de ADN es 

recogida en 50μL de agua  libre de RNasas y DNasas, que se utilizaran para hacer 

los estudios de metilaciones. Después de su aislamiento, el laboratorio de la Dra. 

Medina en  la Universidad Rey  Juan Carlos de Madrid  realizaron  los estudios de 

metilaciones en los genes de estudio. Para ello, siguieron los protocolos descritos 

por el Centro de Apoyo Tecnológico de la URJC (CAT) que se pueden encontrar en 

la dirección web http://servicat.escet.urjc.es:8080/ 

8.  INMUNOHISTOQUÍMICA  EN  CORTES  PARAFINADOS  DE  PÁNCREAS 

ENTEROS DE RATÓN.  

A  todos  los  ratones,  6  horas  antes  del  sacrificio,  se  les  inyectó  con  5‐

bromo‐2‐desoxiuridina,  BrdU,  (ref.  11594167,  Fisher, Madrid,  España)  con  una 

dosis de 100 μg/g de peso corporal y sacrificados en estado alimentado. Tras el 

sacrificio  de  los  animales  por  dislocación  cervical,  se  realizó  una  disección  del 

ratón en la cual se extrajo el páncreas completo. Posteriormente se introducen los 

páncreas en los casetes histológicos previamente identificados y se introducen en 

paraformaldehído al 4 % (Sigma, Madrid, España) durante 24 horas a 4 °C. Tras la 

fijación con paraformaldehído se pasan  los páncreas a PBS durante 24 horas a 4 

°C.  A  continuación,  se  pesan  los  órganos  y  se  procede  a  la  realización  de  la 

inclusión de los páncreas en parafina.  

8.1. INCLUSION Y OBTENCIÓN DE BLOQUES PARAFINADOS DE PÁNCREAS 

ENTEROS DE RATÓN. 

Una  vez  fijados  los  tejidos,  se  procede  a  realizar  una  secuencia  de 

deshidratación del tejido siguiendo el protocolo descrito a continuación: 
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1) Introducir  los  casetes  con  los  tejidos  en  etanol  al  70 %  durante  una 

hora. 

2) Cambiar los tejidos a etanol al 90 % durante una hora; repetir el paso 1 

vez. 

3) Introducir  los páncreas en etanol al 100 % durante una hora; repetir el 

paso 2 veces. 

4) Introducir los casetes en xileno puro durante 30 minutos; repetir el paso 

1 vez. 

5) Introducir los páncreas, bien identificados, en parafina líquida durante 2 

horas. 

6) Colocar los páncreas en parafina líquida nueva y dejar overnight. 

7) Montar  los bloques de parafina y guardar a 4  °C hasta su corte con el 

microtomo. 

8.2. INMUNOHISTOQUÍMICA DE INSULINA EN TEJIDOS PARAFINADOS. 

Una  vez  seleccionados  los  cortes  para  el  estudio  se  procede  al marcaje 

inmunohistoquímico de insulina para la posterior cuantificación de porcentaje de 

células β pancreáticas y de masa total de estas en el páncreas. Para ello se llevó a 

cabo el siguiente protocolo: 

1) Desparafinar las secciones de tejido: 

i. Introducir  los  portaobjetos  con  el  tejido  en  una  estufa  a  65  °C 

durante 30 minutos. 

ii. Sumergir los tejidos en xileno durante 10 minutos; repetir el paso 

2 veces. 

2) Rehidratación del tejido mediante una cadena de etanoles: 

i. Etanol al 100 % durante 5 min; repetir el paso 1 vez. 

ii. Etanol al 95 % durante 5 minutos; repetir el paso 1 vez. 

iii. Etanol al 70 % durante 10 minutos. 

iv. Agua destilada durante 2 minutos. 

v. PBS durante 5 minutos. 

3) Para desenmascarar el antígeno, sumergir  los portaobjetos en tampón 

citrato hirviendo (10mM a pH6) durante 20 minutos. 

4) Dejar enfriar a temperatura ambiente durante 1 hora. 

5) Delimitar con pap‐pen el tejido. 
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6) Lavar con PBS el portaobjetos durante 5 minutos; repetir el paso 1 vez. 

7) Bloquear  la peroxidasa endógena con   H202 al 3 % en metanol al 50 % 

durante 30 minutos. 

8) Lavar con PBS el portaobjetos durante 5 minutos; repetir el paso 1 vez. 

9) Incubar con el anticuerpo primario overnight a 4°C. En nuestro caso es 

Anti‐insulin rabbit Santa Cruz (1:100) en 3 % BSA (SC‐9168). 

10)  Lavar en PBS durante 40 minutos. 

11)  Marcar  con  el  kit  Vectastain  ABC  (PK‐6100,  Vector  Laboratorios, 

Burlingame, USA) el tejido y dejar 1 hora a temperatura ambiente. 

12)  Lavar los portaobjetos con PBS durante 30 minutos. 

13)  Poner  la  solución  de  3´‐diaminobencidina  (DAB)  (code  k3467,  Dako, 

Gloustrup,  Dinamarca)  sobre  el  tejido  y  eliminar  cuando  se  revele  el 

anticuerpo  primario  metiendo  el  portaobjetos  en  PBS  para  parar  la 

reacción. 

14)  Lavar con agua destilada durante 2 minutos. 

15)  Teñir con Hematoxilina el tejido y lavar con agua destilada. 

16)  Deshidratación del tejido con cadena de etanoles: 

i. Etanol al 70 % durante 2 minutos. 

ii. Etanol al 95 % durante 2 minutos. 

iii. Etanol al 100 % durante 2 minutos; repetir el paso1 vez. 

17)  Reparafinar con xileno durante 10 minutos; repetir el paso 1 vez. 

18)  Montar la preparación. 

Una vez montadas las láminas histológicas se procede a fotografiarlas con 

una  cámara,  Kappa  ACC1,  integrada  en  un microscopio  invertido Nikon  Eclipse 

TE200 con el obtetivo de 20x para el mapeo de las células insulino‐positivas y con 

un  objetivo  de  4x  se  realizan  las  fotos  de  toda  la  superficie  pancreática.  Las 

imágenes  serán procesadas  con  el programa MetaMorph para  la obtención del 

porcentaje de células β pancreáticas y la masa de éstas respecto al peso total del 

páncreas. 

8.3. ENSAYO DE PROLIFERACIÓN CELULAR. 

Para  la  realización  del  ensayo  de  proliferación  celular  se  procesan  los 

cortes  histológicos  de  los  animales  previamente  tratados  con  BrdU.  En  la 

cuantificación de este ensayo  se aceptará como positivo  las células doblemente 
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marcadas para  insulina y BrdU. Para ello  se  realizan  los pasos 1‐5 del protocolo 

descrito en apartado 3.8.2. A continuación se describe el protocolo específico del 

ensayo:  

1) Cubrir la superficie del tejido con HCl 2N durante 5 minutos. 

2) Cubrir todo el tejido con Borato (0.1M; pH9.36) durante 10 minutos. 

3) Lavar con PBS  los portaobjetos durante 5 minutos; repetir este paso 2 

veces. 

4) Cubrir  el  tejido  con  tripsina  (0.5mg/mL)  durante  5  minutos  a 

temperatura ambiente. 

5) Lavar con PBS  los portaobjetos durante 5 minutos; repetir este paso 2 

veces. 

6) Bloquear  la muestra  con  BSA  al  3  %  durante  1  hora  a  temperatura 

ambiente. 

7) Incubar con los anticuerpos primarios overnight a 4°C. En nuestro caso 

son Anti‐insulin rabbit Santa Cruz (1:100) en 3 % BSA (SC‐9168) y anti‐

BrdU mouse Dako (1:100) en 3 %BSA (M0744). 

8) Lavar con PBS  los portaobjetos durante 5 minutos; repetir este paso 2 

veces. 

9) Incubar con  los anticuerpos secundarios durante 1 hora a temperatura 

ambiente.  En  nuestro  caso  son  Alex  fluor  Anti‐mouse  goat  543nm 

(1:500)  en  PBS  y  Alexa  fluor  Anti‐mouse  goat  488nm  (1:500)  en  PBS 

(Invitrogen, Barcelona, España). 

10)  Lavar los portaobjetos con PBS. 

11)  Teñir los núcleos de la muestra con Hoechst 33342 (10 µg/mL) durante 

15  minutos  a  temperatura  ambiente  (ref.H1399,  Molecular  Probes, 

Barcelona, España). 

12)  Lavar los portaobjetos con PBS. 

13)  Montar  las  láminas  con  ProLong  Gold  Antifade  Reagent  (P36930, 

Invitrogen, Barcelona, España) y guardar a ‐20°C hasta su cuantificación. 
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9.  REGISTRO DE LA CONCENTRACIÓN DE CALCIO INTRACELULAR. 

9.1. MICROSCOPÍA DE FLUORESCENCIA. 

  Después de su aislamiento, los islotes pancreáticos se dejaran recuperar en 

el  incubador  durante  al menos  una  hora  a  37°  en medio  de  aislamiento  y  se 

cargan  durante  otra  hora  con  la  sonda  sensible  a  Ca2+,  fura‐2  AM  (Molecular 

Probes, Leiden, Holanda) a una concentración de 5 µM, partiendo de un stock de 

2 mM disuelto en DMSO, siendo  la concentración de DMSO final en el medio de 

aislamiento menor de 0.1 %. La sonda fura‐2 es incubada a temperatura ambiente 

(para evitar su compartimentalización en organelas) y gaseada en una atmósfera 

de carbógeno en el mismo medio de aislamiento. 

La  sonda  fura‐2  se  encuentra  en  la  forma  acetoximetilester  (AM),  este 

grupo  AM  permite  a  la  sonda  una  mejor  difusión  a  través  de  la  membrana 

plasmática debido al carácter lipofílico que le confiere. Una vez en el citoplasma y 

mediante  las esterasas citosólicas se separan el grupo AM de  la sonda, evitando 

que el  fura atraviese  la membrana hacia el exterior  (Figura 12). En el  interior, el 

fura‐2 en forma libre presenta cuatro grupos carboxilatos, los dos grupos amino y 

los dos grupos éster en este sitio de unión, que confieren a estos compuestos una 

selectividad de 10:1 en su unión con Ca2+ en relación con el Mg2+. Esta selectividad 

es  necesaria  puesto  que  la  concentración  de Mg2+  libre  citosólico  (1 mM)  es 

aproximadamente 104 veces mayor que la de Ca2+ (100 nM). 

 

Figura 12. Estructura química del FURA‐2 en su 
forma AM y en su forma libre en  el interior del 
citoplasma. Imagen tomada de Invitrogen 
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Figura  13.  Espectro  de  excitación 
del  fura‐2  en  función  de  la 
concentración  de  calcio  libre. 
Imagen tomada de Invitrogen 

 

 

 

 

El espectro de excitación del  fura‐2 cambia dependiendo de  la  [Ca2+]i. En 

una  concentración  citoplasmática  baja  de  calcio  presenta  un  máximo  en  el 

espectro  de  excitación  en  torno  a  380  nm  mientras  que  en  condiciones  de 

aumento en  la [Ca2+]i el máximo se desplaza a 340 nm, teniendo en ambos casos 

una longitud de onda de emisión de 510 nm (Figura 13). En el primer caso hay una 

disminución de la fluorescencia a 340 nm y un aumento de la fluorescencia a 380 

nm y en el segundo caso el aumento de la fluorescencia se produce a 340 nm y a 

380 nm hay una disminución. La alteración del espectro de absorción dependiente 

de la concentración de Ca2+ en ambas longitudes de onda nos permite obtener un 

nuevo parámetro  con el que podemos expresar de una manera más exacta  los 

cambios en la concentración de Ca2+, eliminando así pequeñas variaciones debidas 

a la sensibilidad de la sonda a otros iones como el Mg2+, a movimientos del islote 

debidos a vibraciones de la perfusión, a pérdida de la sonda, etc (Figura 14).  

 

Figura 14. Empleo de medidas ratiométricas para 
la eliminación de artefactos como variaciones en 
la  concentración  del  indicador,  intensidad  de 
iluminación,  sensibilidad  del  sistema  o 
movimientos de la muestra obteniendo una señal 
más  clara  y  real. La  flecha  representada  en  la 
gráfica  representa  un  aumento  en  la 
concentración  de  calcio.  Imagen  tomada  de 
Invitrogen. 
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Para registrar  los cambios en  la [Ca2+]i en  islotes de Langerhans frescos se 

empleó un microscopio de epifluorescencia invertido (Zeiss, Axiovert 200) con un 

objetivo de 40x Zeiss Fluar con aceite de inmersión de apertura numérica (NA) 1.3. 

Como fuente iluminadora se emplea una lámpara de mercurio, esta atraviesa una 

rueda de filtros donde sólo pasa la luz con las longitudes de onda necesarias para 

excitar  la muestra (340 y 380 nm) y un rango de filtros de densidad neutra. Esta 

luz  encuentra  en  su  paso  un  espejo  dicroico  que  permite  el  paso  de  ciertas 

longitudes de onda y el resto se reflejarán, este es el responsable de la excitación 

de la muestra. La luz emitida por la sonda fluorescente es capaz de atravesar este 

espejo  dicroico,  pero  se  refleja  en  un  segundo  espejo  que  hará  incidir  la  luz 

emitida sobre una cámara.  

Las  imágenes  fueron  recogidas  cada 2  segundos empleando una  cámara 

digital Hammamatsu C4742‐95 (Hammamatsu Photonics, Barcelona) y una rueda 

de filtros (Sutter  Instrument CO, CA, USA), equipada con filtros de 340 y 380 nm 

(340HT15 y 380HT15, set de filtros XF04, Omega optical, Madrid). 

Los  datos  fueron  obtenidos  empleando  el  software  Aquacosmos 

(Aquacosmos V2.51, Hammamatsu). Los cambios en  la fluorescencia se expresan 

como  la  razón de  la  fluorescencia a 340nm y 380 nm  (F340/F380) con  respecto al 

tiempo. Los resultados fueron representados mediante el programa de Sigma‐Plot 

9.0 (Sigmaplot, Jandel Scientific).  

Una vez que los islotes se cargan con la sonda fluorescente fura‐2, éstos se 

depositan  en  una  cámara  de  perfusión  en  el  microscopio  sobre  un  cubre 

impregnado previamente con poli‐L‐lisina  (0.01 %) y en contacto con el objetivo 

del microscopio.  En esta  cámara  se  forma un baño  termostatizado  a 37  °C  con 

flujo  continuo  gracias  a  un  sistema  de  perfusión  generada  con  las  diferentes 

soluciones controladas mediante un sistema de válvulas.   

El análisis de los registros de [Ca2+]i, se realizó mediante el análisis del área 

bajo  la  curva  (AUC,  de  sus  siglas  en  inglés)  en  las  distintas  concentraciones  de 

glucosa utilizadas para estimular a los islotes. El periodo de tiempo analizado son 

los 10 minutos posteriores a la aparición del transitorio de calcio en respuesta a la 

concentración de glucosa. 
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10. SOLUCIONES. 

MEDIO DE AISLAMIENTO Y LAVADO. 

NaCl  115 mM 

NaHCO3  10 mM 

KCl  5 mM 

MgCl2  1,1 mM 

HEPES  25 mM 

NaH2PO4  1,2 mM 

CaCl2  2,5 mM 

El  pH  ajustado  a  7,35  suplementado  con  5 mM  glucosa  y  albúmina  de  suero 

bovino (BSA) fracción V (Sigma, Madrid) al 0.25 %. Para el medio de lavado retirar 

100mL antes de añadir glucosa y albúmina. 

MEDIO DE PERFUSIÓN (MEDIO DE RINGER MODIFICADO). 

NaCl  120 mM 

NaHCO3  25 mM 

KCl  5 mM 

MgCl2  1,1 mM 

CaCl2  2,5 mM   

Gaseado con carbógeno 95 % O2, 5 % CO2 para mantener el pH a 7,36 

MEDIO DE SECRECIÓN (MEDIO DE RINGER MODIFICADO). 

NaCl   140 mM  

KCl  4,5 mM  

CaCl2  2,5 mM  

MgCl2  1mM  

HEPES   20 mM  

Adicionada la correspondiente concentración de glucosa a probar y ajustado el pH 

final a 7.4 
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REACTIVO DE BRADFORD. 

Azul Brillante de Coomassie G‐250 (Bio‐Rad)  0.01 % (P/V) 

Etanol  4.75 % (V/V) 

Ácido ortofosfórico  8.5 % (P/V) 

Se disuelve primero el colorante en etanol y luego se añade el ácido ortofosfórico 

y el agua destilada y dejándose  toda  la noche en agitación, cuando el  tinte está 

completamente disuelto, filtrar y conservar en oscuridad hasta su uso a 4°C. 

TAMPÓN DE LISIS. 

Etanol  75 % (V/V) 

Agua destilada  24.6 % (V/V) 

Ácido clorhídrico al 37 %  0.4 % (V/V) 

11. REACTIVOS.  

Los reactivos de laboratorio para la realización de los medios proceden de 

Scharlau  Chemie  (Barcelona,  España)  y  de  Mallinckrodt  Baker  (Deventer, 

Holanda).  

La  colagenasa  (tipo  V)  aislada  a  partir  de  Clostridium  histolyticum  fue 

adquirida de Sigma (Madrid).  

12. ANÁLISIS ESTADÍSTICOS. 

  Los  resultados  se  han  expresado  como media  ±  el  error  estándar  de  la 

media  (EEM),  junto  con  el  número  de  observaciones  (n).  La  significancia 

estadística  (p  <  0.05)  de  los  incrementos  fue  valorada  por  el  test  de  la  t  de 

Student, para la comparación de los controles frente a una variable, o por análisis 

de varianza (ANOVA) de una o dos vías (indicado en el texto como one way or two 

way,  del  inglés),  para  la  comparación  entre  distintas  variables,  mediante  el 

programa SigmaStat. 
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1.  EXPLICACIÓN DEL MODELO ANIMAL. 

Los animales utilizados en la presente tesis son la primera generación filial 

de las ratonas gestantes a las que se les administró el BPA, desde los días noveno 

al decimosexto de gestación. 

  Nos referimos a animales BPA para hablar de  las crías procedentes de  las 

madres tratadas con 10 µg/kg/día de BPA. Los animales controles son aquellos a 

los  que  a  sus madres  se  les  suministró  vehículo  (aceite).  Estos  dos  grupos  se 

dividieron dependiendo de  la alimentación que se  les suministró, dieta normal o 

rica en  grasa  (HFD, de  su  acrónimo en  inglés High  Fat Diet). De manera que,  a 

partir de ahora  llamaremos HFD a  los animales procedentes de madres  tratadas 

con  vehículo  y  alimentados  con  dicha  dieta,  y  HFD+BPA  a  los  animales 

procedentes de madres tratadas con BPA y alimentados con dieta HFD (Figura 15). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Esquema explicativo del modelo experimental. F0 representa a las ratonas gestantes a 
las que se les suministró del día 9 al 16 de gestación una dosis de 10 μg/kg/día de BPA o el vehículo 
(aceite).  F1  es  la  primera  generación  filial  de  las madres  tratadas,  con  lo  que  se  realizaron  los 
experimentos  de  la  presenta  tesis.  Los machos  obtenidos  tras  el  tratamiento  de  las  gestantes, 
vehículo y BPA, se subdividieron a las cuatro semanas de vida dependiendo de la dieta que se les 
suministró dieta normal (ND) o dieta rica en grasa (HFD). Por lo tanto, a los animales procedentes 
de  gestantes  tratadas  con  vehículo  y alimentados  con dieta normal  se  les  llama  control  y  a  los 
alimentados  con dieta  rica en grasa  se  les  llama HFD. En el  cronograma de experimentación  se 
muestra en rojo las semanas a las que se realizaron los experimentos de la presente tesis. 
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2.  CARACTERIZACIÓN  DE  LA  HOMEOSTASIS  DE  LA  GLUCOSA  EN 

ANIMALES EXPUESTOS A BPA IN UTERO CON 17 SEMANAS DE VIDA Y 

TRATADOS DURANTE 13 SEMANAS CON DIETA RICA EN GRASA. 

La  exposición  a  BPA  durante  el  desarrollo  embrionario  en  los  ratones 

modifica  la  tolerancia  a  la  glucosa  en  los  animales  en  edad  adultas.  El  test  de 

tolerancia  a  la  glucosa  (GTT)  nos  muestra  que  los  animales  BPA  poseen  una  

hiperglucemia  basal  tras  seis  horas  de  ayuno  (figura  16A)  comparando  con  los 

controles (9.0 ± 0.7 mmol/l y 6.4 ± 0.3 mmol/l, respectivamente). Tras una carga 

intraperitoneal de 1.5 g de glucosa por Kg. de peso corporal observamos que el 

incremento  de  la  glucemia  en  los  animales  a  los  15  minutos  después  de  la 

aplicación es mayor en  los animales BPA que en  los controles. Transcurridos 30 

minutos  observamos  que  las  glucemias  en  plasma  siguen  siendo  diferentes 

cuando comparamos los animales BPA con los animales control (11.0 ± 0.5 mmol/l 

y 8.7 ± 0.7 mmol/l,  respectivamente). Las medidas de glucemia  tomadas a 60 y 

120 minutos no muestran diferencias entre ambos grupos experimentales. 

Cuando añadimos a  la exposición de BPA una alimentación  rica en grasa 

(HFD)  durante  trece  semanas,  observamos  que  los  niveles  de  glucemia  en 

respuesta a  la carga de glucosa  son  similares en ambos grupos. No observamos 

diferencias en ninguno de los puntos de obtención de glucemia durante el test; las 

glucemias basales tras 6 horas de ayuno fueron de 10.5 ± 0.5 mmol/l en los HFD y 

10.1 ± 0.4 mmol/l en  los HFD+BPA, y  las glucemias al  finalizar el  test  fueron de 

12.7 ± 1.0 mmol/l en HFD y 12.6 ± 1.0 mmol/l en HFD+BPA. 

Al  analizar  en  conjunto  las  curvas  de  glucosa  descritas  por  los  cuatro 

grupos de estudio, observamos una hiperglucemia basal en los animales BPA, HFD 

y  HFD+BPA  comparada  con  los  controles.  Cabe  destacar  la  similitud  de  las 

glucemias  de  los  animales  BPA  en  comparación  con  las  de  los  dos  grupos  de 

animales alimentados con HFD  (BPA: 9.0 ± 0.7 mmol/l; HFD: 10.5 ± 0.5 mmol/l; 

HFD+BPA: 10.1 ± 0.4mmol/l). La dinámica de las curvas muestran que los animales 

HFD  y  HFD+BPA  presentan  una  intolerancia  a  la  glucosa  comparado  con  los 

controles. Por otro lado, el grupo BPA muestra una tendencia de intolerancia a la 

glucosa  respecto  a  los  controles, mostrando  un  fenotipo  intermedio  entre  los 
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efectos producidos en  los animales por una alimentación con HFD y  los animales 

controles alimentados con una dieta normal o estándar. 

Al analizar el área bajo  la curva observamos un aumento, no significativo, 

en los animales BPA del orden de un 18 % respecto al control (996 ± 67 ua control; 

1173 ± 56 ua BPA). La  intolerancia a  la glucosa en  los animales HFD y HFD+BPA 

queda  claramente  reflejada  en  el  estudio  del  área  bajo  la  curva,  ya  que  está 

representa un 73‐80 % más en ambos grupos respecto al control (HFD: 1795 ± 83 

ua; HFD+BPA: 1726 ± 76 ua). 

Para analizar la sensibilidad a la insulina realizamos un test de tolerancia a 

dicha hormona (ITT). Para ello aplicamos a los animales alimentados una carga de 

0.75 UI de insulina por Kg de peso corporal y medimos las glucemias a diferentes 

tiempos después de la aplicación (Figura 16B). No observamos ninguna diferencia 

en  los niveles de glucosa en  repuesta a  la carga de  insulina entre  los diferentes 

grupos  experimentales.  Concluimos  por  tanto,  que  no  hay  cambios  en  la 

sensibilidad periférica a  la  insulina. Por otro  lado, observamos un aumento de  la 

glucemia de los animales HFD a los sesenta minutos tras la aplicación de insulina, 

posiblemente debido a un aumento de la síntesis de novo del hígado. 

Figura 16. Homeostasis de  la  glucosa plasmática en animales expuestos durante el desarrollo 
embrionario a BPA y posteriormente alimentados durante 13 semanas con HFD. A) IPGTT de los 
animales controles, círculo vacío, de los animales BPA, triángulo vacío, de los animales HFD, círculo 
lleno, y de los animales HFD+BPA, triangulo lleno. Los dos primeros grupos fueron alimentados con 
una dieta normal (ND). La gráfica insertada representa el área bajo la curva de las GTTs, en blanco 
se representa el área de los animales controles, en gris el de los animales BPA, en gris oscuro los 
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animales HFD y en negro  los animales HFD+BPA. B)  IPITT de  los animales controles, BPA, HFD y 
HFD+BPA. Los datos están expresados como la media ± EEM (n ≥ 5 animales por grupo), analizado 
con ANOVA one way. a;b;c;d;e;f p‐valor <0.05 a, comparación control vs BPA; b, control vs HFD; c, 
control vs HFD+BPA; d, HFD vs BPA; e, HFD vs HFD+BPA; f, BPA vs HFD+BPA. En la gráfica insertada: 
b;c p‐valor < 0.001 vs control; d;f p‐valor < 0.001 vs BPA.  

El  análisis  ex  vivo  del  funcionamiento  de  los  islotes  de  Langerhans  en 

nuestros  animales  de  estudio  nos  ofrece  una  aproximación  más  para  poder 

abordar el estudio de  la homeostasis de  la glucosa en este modelo. Para ello se 

realizó  una  secreción  de  insulina  en  respuesta  a  concentraciones  crecientes  de 

glucosa (Figura 17A). El experimento nos muestra como la liberación de insulina es 

mayor por parte del  islote a concentraciones crecientes de glucosa y cómo esta 

respuesta  se  ve  aumentada  casi  al  doble  cuando  comparamos  los  islotes 

procedentes de animales BPA respecto a los islotes de los animales controles. 

Figura 17. Secreción y  contenido de  insulina de  los  islotes de  Langerhans  tras 13  semanas de 
dieta  rica en grasa. A)  Secreción de  insulina en  respuesta a diferentes estímulos de glucosa en 
animales  controles,  BPA,  HFD  y  HFD+BPA  (n≥9  réplicas  estímulo/grupo).  Los  datos  han  sido 
analizados con ANOVA one way, seguido por el método de Dunnet´s, a, b, c y e p‐valor < 0.05. B) 
Contenido de insulina de los islotes de Langerhans de los animales controles, BPA, HFD y HFD+BPA 
(n ≥ 10 por grupo). Los datos han sido comparados mediante ANOVA one way seguido del post‐
test de Tukey, a, d,e y f p‐valor < 0.001. En blanco se representa a los animales controles, en gris a 
los animales BPA, en gris oscuro a los animales HFD y en negro a los animales HFD+BPA. Todos los 
datos son expresados como la media ± EEM. a, comparación control vs BPA; b, control vs HFD; c, 
control vs HFD+BPA; d, HFD vs BPA; e, HFD vs HFD+BPA; f, BPA vs HFD+BPA. 

Observamos que el tratamiento con una dieta rica en grasa produce en los 

animales  HFD  un  aumento  de  la  secreción  de  insulina  en  respuesta  a  glucosa 

comparado con  los controles. Este efecto es más agudo cuando  los  islotes están 

en presencia de una concentración de glucosa intermedia como es 8mM. Por otro 

lado,  los animales HFD+BPA  siguen manteniendo un aumento de  la  secreción a 
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estímulos bajos e intermedios de glucosa (3 y 8 mM respectivamente) comparado 

con  el  control,  pero  se  observa  una  clara  disminución  del  efecto  de  la  glucosa 

cuando se compara HFD+BPA y HFD a estímulos  intermedios o altos (8 y 16 mM, 

respectivamente).  Cabe  destacar  que  la  exposición  a  BPA  durante  el  desarrollo 

embrionario produce un efecto en la secreción de insulina similar al producido por 

el tratamiento con la dieta rica en grasa. Parece por tanto, que al menos en lo que 

se refiere a la liberación de insulina, el BPA mimetiza el efecto de la dieta HFD (a 8 

mM glucosa: BPA: 131.7 ± 33.3  μUI; HFD: 167.4 ± 24.1  μUI y a 16 mM glucosa: 

BPA: 352.6 ± 40.5 μUI; HFD: 323.5 ± 22.5 μUI). 

El  análisis del  contenido de  insulina en  los  islotes de  Langerhans  (Figura 

17B) muestra un aumento significativo, en los animales expuesto a BPA, tanto en 

los animales alimentados con ND como en los HFD. Se observa aproximadamente 

un aumento del 40% en  los  islotes de  los animales BPA respecto a  los controles 

(402.6  ±  14.3  mUI/ml  y  207.1  ±  15.4  mUI/ml,  respectivamente).  Además, 

comprobamos que la adición del efecto de la HFD sobre el efecto de la exposición 

a BPA, provoca un aumento del contenido de  insulina en  los animales HFD+BPA 

(402.6 ± 14.3 mUI/ml) respecto a los animales BPA (308.6 ± 15.7 mUI/ml). 

En  la  Figura 18  se  representa el patrón de  calcio descrito por  los  islotes 

cuando  son  estimulados  a  concentraciones  crecientes  de  glucosa.  Cuando  se 

estimula  un  islote  a  concentraciones  de  3 mM  glucosa  no  se  observa  ningún 

aumento  de  los  niveles  de  calcio  intracelular.  Al  aumentar  a  concentraciones 

intermedias,  como  8  mM  glucosa,  se  genera  un  transitorio  de  calcio  que 

posteriormente  puede  ir  o  no  acompañado  por más  oscilaciones  de  calcio.  La 

estimulación a altas concentraciones de glucosa produce un patrón similar en  la 

entrada de calcio del islote, donde encontramos otro transitorio de calcio que va 

seguido por oscilaciones que normalmente aumentan  su duración en el  tiempo 

respecto  a  las oscilaciones que encontradas en  concentraciones  intermedias de 

glucosa  (Figura  18A).  El  análisis  del  área  bajo  la  curva  a  las  diferentes 

concentraciones de glucosa durante diez minutos  (Figura 18B y C) después de  la 

aparición  de  los  transitorios,  no  nos  muestra  que  haya  ningún  cambio  en  la 

concentración de calcio en  los animales control comparado con  los expuestos a 

BPA, con los alimentados con HFD, o la combinación de ambos, HFD+BPA, a 8 mM 

glucosa. Esta ausencia de cambios en el área bajo  la curva se sigue manteniendo 
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en todos los grupos de estudio cuando son estimulados con altas glucosas (16 mM 

glucosa) y por lo tanto concluimos que no se producen cambios en la [Ca2+]i. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  18.  Concentración  de  calcio  intracelular  en  respuesta  a  concentraciones  crecientes  de 
glucosa.  A)  Registro  representativo  de  la  concentración  de  calcio  intracelular  del  islote  de 
Langerhans en respuesta a estímulos crecientes de glucosa (3, 8 y 16 mM). B) Área bajo la curva 10 
minutos post‐transitorio a 8 mM glucosa. C) Área bajo  la curva 10 minutos post‐transitorio a 16 
mM glucosa. En blanco se  representa a  los animales controles, en gris  los animales BPA, en gris 
oscuro  los animales HFD y en negro a  los animales HFD+BPA. Los datos son expresados como  la 
media ± EEM (n = 4‐8 islotes por grupo). Los datos han sido analizados con ANOVA one way. 

Para  completar  el  estudio  de  la  homeostasis  de  la  glucosa  realizamos 

mediciones de los niveles de hormonales y de metabolitos circulantes en plasma. 

Dichos  valores  se  muestran  en  la  Tabla  4.  No  observamos  cambios 

estadísticamente  significativos  en  los  niveles  de  insulina,  ni  de  triglicéridos 

circulantes en estado de saciedad en ninguno de los grupos de estudio. Comienza 

a hacerse visible una  tendencia a  la hiperinsulinemia  tanto en  los animales BPA 

como en HFD y HFD+BPA respecto a los animales control. Observamos por tanto, 
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que al  igual que ocurría en  los experimentos de   secreción de  insulina  in vitro, el 

BPA  mimetiza  el  efecto  de  la  dieta  HFD.  También  apreciamos  un  aumento 

significativo de los niveles de glicerol en los animales HFD respecto a los controles. 

Asimismo encontramos una clara hiperglucemia en ayunas en todos los grupos de 

estudio comparados con los controles. 

  Control BPA HFD HFD+BPA 

Glucosa ayuno (mg/dl) 121 ± 6 163 ± 13 a 190 ± 9 a 182 ± 7 a 

Glucosa (mg/dl) 187 ± 8 209 ± 13 210 ± 14 218 ± 6 

Insulina (ng/ml) 2.3 ± 0.3 3.7 ± 0.8 3.5 ± 0.6 3.2 ± 0.5 

Triglicéridos (mg/dl) 0.98 ± 0.1  1.19 ± 0.3 1.12 ± 0.1 0.98 ± 0.1 

Glicerol (mg/dl) 0.20 ± 0.04 0.23 ± 0.03 0.35 ± 0.04 a 0.28 ± 0.05 

Tabla 4. Valores plasmáticos de hormonas y metabolitos en animales de diecisiete  semanas y 
alimentados  con  HFD  durante  trece.  Todos  los  valores  son  tomados  en  estado  de  saciedad. 
Cuando se  indica ayuno es de seis horas. Los datos son expresados como  la media ± EEM  (n > 5 
animales  por  grupo).  Los  datos  han  sido  analizados  con  ANOVA  one  way,  a  p‐valor  <  0.05 
comparado con el control. 

3.  CARACTERIZACIÓN  DE  LA  HOMEOSTASIS  DE  LA  GLUCOSA  EN 

ANIMALES EXPUESTOS A BPA IN UTERO CON 28 SEMANAS DE VIDA Y 

TRATADOS DURANTE 24 SEMANAS CON DIETA RICA EN GRASA. 

La  evolución  de  los  animales  y  las  consecuencias  que  esta  exposición 

temprana  al  BPA  pueden  tener  en  la  homeostasis  de  la  glucosa  nos  llevó  a 

estudiar  los  parámetros  implicados  en  este  fenómeno  tanto  en  los  animales 

alimentados con ND como en los que estuvieron alimentados con HFD, durante 24 

semanas, y a la edad de 28 semanas.  

El estudio de  la  tolerancia a  la glucosa   en  los animales  (Figura 19A) nos 

muestra  una  evidente  intolerancia  a  la  glucosa  por  parte  de  los  animales  BPA. 

Estos  animales  presentan  una  clara  hiperglucemia  en  ayuno  de  seis  horas, 

comparado  con  los  animales  controles  (10.7  ±  0.3 mmol/l  y  8.9  ±  0.5 mmol/l, 

respectivamente). Curiosamente observamos que,  transcurridas dos horas de  la 

carga  de  glucosa,  los  niveles  de  glucemia  en  los  animales  BPA  no  retornan  a 

niveles basales,  lo  cual  constituye un  claro  síntoma de  intolerancia a  la glucosa 

(T120  control:  8.2  ±  0.3 mmol/l;  T120  BPA:  11.2  ±  0.4 mmol/l).  Por  otro  lado,  el 

estudio de  la GTT en  los  animales  alimentados  con HFD   no muestra que haya 
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diferencias  en  la  tolerancia  a  la  glucosa  en  los  animales  HFD  respecto  a  los 

HFD+BPA, ya que ambos parten de glucemias basales similares tras seis horas de 

ayuno y finalizan el experimento con valores de glucemias también similares (HFD: 

T0: 9.3 ± 0.3 mmol/l; T120: 9.4 ± 0.4 mmol/l; HFD+BPA: T0: 9.1 ± 0.8 mmol/l; T120: 

9.6 ± 0.6 mmol/l). Al  comparar  la dinámica de  las  tres  curvas de glucosa en  los 

grupos  estudiados  respecto  al  control  observamos  que  el  único  grupo  que 

presenta hiperglucemia en ayunas es el grupo BPA. Quince minutos después de la 

recibir  la carga de glucosa, observamos que  los grupos BPA y HFD alcanzan unas 

glucemias similares, siendo ambos grupos estadísticamente diferentes respecto al 

control (13.8 ± 0.4 mol/l; 14.3 ± 0.6 mmol/l; 11.3 ± 0.4 mmol/l respectivamente). 

En el T30,  las glucemias de  los animales HFD y HFD+BPA se  siguen manteniendo 

significativamente  elevadas  comparadas  con  las  obtenidas  por  los  animales 

control  (13.6  ±  0.8  mmol/l;  13.2  ±  1.2  mmol/l,  10.3  ±  0.5  mmol/l 

respectivamente). En el periodo final de la GTT (T60 y T120) se aprecia cómo sólo los 

animales  BPA  mantienen  las  glucemias  elevadas  mostrando  diferencias 

estadísticas respecto a  las de  los animales controles; este hecho contrasta con  la 

evolución  de  los  animales  alimentados  con  HFD,  que  muestran  un  fenotipo 

intermedio entre los animales control y los BPA. 

 

Figura 19. Homeostasis de la glucosa plasmática en animales expuestos durante el desarrollo embrionario a 

BPA  y  posteriormente  alimentados  durante  24  semanas  con  HFD.  A)  IPGTT  de  animales  controles, 
círculo vacío, animales BPA, triángulo vacío, de animales HFD, círculo  lleno, y animales HFD+BPA, 
triangulo lleno. Los dos primeros grupos fueron alimentados con una dieta normal (ND). La gráfica 
insertada  representa el área bajo  la curva de  las  IPGTTs, en blanco se  representa el área de  los 
animales  controles,  en  gris  los  animales  BPA,  en  gris  oscuro  los  animales  HFD  y  en  negro  los 
animales  HFD+BPA;  a  y  b  p‐valor<0.05  comparado  con  el  control.  B)  IPITT  de  los  animales 
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controles, BPA, HFD y HFD+BPA. Los datos están expresados como la media ± EEM (n≥12 animales 
por grupo).a, b, c, p‐valor < 0.05; a, comparación control vs BPA; b, control vs HFD; c, control vs 
HFD+BPA (ANOVA one way). 

El análisis del área bajo la curva nos muestra un aumento del área en todos 

los  grupos  de  estudio  comparado  con  los  controles,  pero  sólo  encontramos 

diferencias estadísticamente significativas entre  los animales BPA y HFD  (1473 ± 

44 ua y 1376 ± 63 ua respectivamente) respecto a los animales control (1133 ± 39 

ua), indicándonos que estos dos grupos de estudio presentan una intolerancia a la 

glucosa. 

El  estudio  de  la  sensibilidad  a  la  insulina  en  los  tejidos  periféricos,  nos 

muestra una  incipiente resistencia a  la  insulina (Figura 19B) en  los animales BPA, 

HFD  y  HFD+BPA  respecto  a  los  animales  controles.  Cabe  destacar  que  los 

porcentajes de reducción de la glucosa en plasma por la acción de la insulina, son 

muy similares en los animales BPA (78.6 %) respecto a los dos grupos alimentados 

con HFD, tanto en HFD (77.6 %), como HFD+BPA (80.4 %) tras los quince minutos 

postaplicación  de  la  carga  de  insulina.  En  la  etapa  final  de  la  ITT  (T45  y  T60) 

observamos como  los niveles de glucemia en  los animales alimentados con HFD 

están  significativamente elevados  (T45: HFD: 77 ± 4 %; HFD+BPA: 75 ± 5 %. T60: 

HFD: 80 ± 6 %; HFD+BPA: 82 ± 7 %) comparados con los controles (T45: 56 ± 5 %; 

T60: 52 ± 5 %). Transcurrida una hora tras la inyección de insulina, observamos que 

ésta es capaz de disminuir la  concentración de glucosa sanguínea entorno a un 47 

% en los animales controles, y que en los animales BPA sólo llega a disminuirla un 

26 % y en los HFD y HFD+BPA un 18 %.  

El  estudio  ex  vivo  de  los  islotes  de  Langerhans  de  estos  animales,  nos 

muestra que la secreción de insulina en respuesta a concentraciones crecientes de 

glucosa (Figura 20A) no presenta diferencias entre los animales control y BPA. Tras 

las veintiocho semanas de alimentación con HFD,  los  islotes de  los animales HFD 

pierden  la  hipersecreción  de  insulina  que  padecían  a  las  trece  semanas  de 

alimentación con HFD, y además reducen la liberación de insulina en respuesta a 

16 mM glucosa comparado con los animales controles (HFD: 160.3 ± 16.8 μUI/mg 

proteína;  control:  238,3  ±  17,5  μUI/mg  proteína;  BPA:  280.8  ±  17.2  μUI/mg 

proteína).  En  los  islotes  de  los  animales  HFD+BPA  también  se  produce  una 

disminución  de  la  secreción  de  insulina  por  parte  de  estos  en  respuesta  a 
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concentraciones  intermedias  y  altas  de  glucosa  (8  mM  y  16  mM  glucosa, 

respectivamente). Estas diferencias en  la  secreción de  insulina  son  significativas 

cuando  comparamos  tanto  con  la  secreción  de  los  islotes  procedentes  de  los 

animales HFD (8mM glucosa: HFD+BPA: 29.7 ± 2.8 μUI/mg proteína; HFD: 67.5 ± 

7.9  μUI/mg  proteína;  16 mM  glucosa: HFD+BPA:  98.6  ±  16.0  μUI/mg  proteína; 

HFD:  160.3  ±  16.8  μUI/mg  proteína)  como  con  la  secreción  de  los  islotes 

procedentes de los animales BPA (8mM glucosa: 104.7 ± 14.9 μUI/mg proteína; 16 

mM glucosa: 280.8 ± 17.2 μUI/mg proteína). 

Figura 20. Secreción y  contenido de  insulina de  los  islotes de  Langerhans  tras 24  semanas de 
dieta  rica en grasa. A)  Secreción de  insulina en  respuesta a diferentes estímulos de glucosa en 
animales  controles, BPA, HFD  y HFD+BPA  (n  ≥ 6  réplicas por  estímulo/grupo). B) Contenido de 
insulina de  los  islotes de Langerhans de  los animales controles, BPA, HFD y HFD+BPA  (n  ≥ 8 por 
grupo). En blanco se representa a los animales controles, en gris los animales BPA, en gris oscuro 
los animales HFD y en negro a los animales HFD+BPA. Los datos son expresados como la media ± 
EEM.  Los  datos  han  sido  analizados  con  ANOVA  one  way,  a,  b,  c,  d,  e,  f  p‐valor  <  0.05.  a, 
comparación control vs BPA; b, control vs HFD; c, control vs HFD+BPA; d, HFD vs BPA; e, HFD vs 
HFD+BPA; f, BPA vs HFD+BPA. 

El análisis del contenido de insulina de los islotes de estos animales (Figura 

20B),  nos  muestra  que  tras  veintiocho  semanas  de  vida  se  produce  una 

disminución  del  contenido  de  insulina  respecto  a  los  ratones  de  diecisiete 

semanas de vida. En los animales BPA se siguen manteniendo un ligero aumento, 

no significativo, del 23 % en el contenido de insulina de los islotes comparado con 

el contenido de los animales controles (BPA: 185.9 ± 10.6 mUI/ml; control: 150.5 ± 

10.5 mUI/ml;). Existe una clara disminución del contenido de insulina en los islotes 

procedentes  de  los HFD  (118.9  ±  9.5 mUI/ml)  comparado  con  los  BPA,  y  cabe 

destacar, que el contenido de los islotes de los animales HFD+BPA es muy similar 

al  obtenido  en  los  controles  (151.2  ±  9.5  mUI/ml  y  150.5  ±  10.5  mUI/ml, 
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respectivamente). Al igual que acontece con el contenido de insulina de los islotes 

de  los animales alimentados con ND, el contenido de  los  islotes procedentes de 

los animales alimentados con HFD muestra un aumento de un 27 % en los islotes 

de los HFD+BPA respecto a los HFD. 

El estudio del área bajo la curva (Figura 21A) de los patrones descritos por 

la concentración de calcio intracelular nos muestra que, los islotes de los animales 

expuestos a BPA (tanto BPA como HFD+BPA) tienen una tendencia a aumentar la 

entrada de calcio a  la concentración estimulatoria de 8mM glucosa. El estudio a 

altas concentraciones de glucosa muestra que existe un aumento significativo de 

la  concentración  de  calcio  intracelular  en  los  animales  BPA  respecto  a  los 

controles (Figura 21B), de aproximadamente de un 60 % (5 ± 0.8 ua y 3 ± 0.1 ua, 

respectivamente),  hecho  que  no  ocurre  en  los  animales  alimentados  con  HFD, 

donde el área bajo la curva no muestra diferencias entre los HFD y HFD+BPA (3 ± 

0.5 ua y 3.5 ± 0.5 ua, respectivamente); tampoco se aprecian diferencias en estos 

dos grupos respecto a los controles. 

 

 

 

 

 

 

Figura  21.  Concentración  de  calcio  intracelular  en  respuesta  a  concentraciones  crecientes  de 
glucosa  tras 24  semanas  con HFD. A) Área bajo  la  curva durante 10 minutos post‐transitorio a 
8mM glucosa. B) Área bajo  la curva 10 minutos post‐transitorio a 16 mM glucosa. En blanco  se 
representa a  los animales control, en gris  los animales BPA, en gris oscuro  los animales HFD y en 
negro a  los animales HFD+BPA. Los datos son expresados como  la media ± EEM (n = 7‐14  islotes 
por grupo). Los datos han sido analizados con ANOVA one way, *p‐valor < 0.05 comparado con el 
control. 

Para  concluir  el  estudio  de  la  homeostasis  de  la  glucosa  estudiamos  los 

niveles  de  hormonas  y  metabolitos  circulantes  en  plasma.  Dichos  valores  se 
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muestran  en  la  Tabla  5.  Observamos  como  todos  los  parámetros  analizados  a 

excepción de  los niveles de triglicéridos y de glicerol, se encuentran aumentados 

en  los animales BPA respecto al control, siendo significativa esta diferencia en  la 

glucemia  en  ayuno.  En  los  grupo HFD+BPA  y HFD,  no  encontramos  diferencias 

entre  ellos, manteniendo  valores muy  similares  en  los  parámetros  estudiados. 

Llama  la atención cómo a pesar   de  la alimentación con HFD,  los animales HFD y 

HFD+BPA  consiguen  mantener  sus  parámetros  metabólicos  y  hormonales  en 

niveles  muy similares a los que encontramos en los animales control. 

  Control  BPA HFD HFD+BPA 

Glucosa ayuno (mg/dl) 162 ± 7 193 ± 5 a 167 ± 8 155 ± 12 c 

Glucosa (mg/dl) 187 ± 4 209 ± 7 180 ± 7 b 182 ± 12 

Insulina (ng/ml) 2.6 ± 0.4  3.9 ± 1.3 2.5 ± 0.8 2.1 ± 0.7 

Triglicéridos (mg/dl) 1.5 ± 0.02  1.93 ± 0.2 1.3 ± 0.2 1.01 ± 0.1 

Glicerol (mg/dl) 0.36 ± 0.04 0.39 ± 0.03 0.38 ± 0.03 0.36 ± 0.05 

Tabla 5. Valores plasmáticos de hormonas y metabolitos en animales de veintiocho semanas y 
alimentados con HFD durante veinticuatro semanas. Todos los valores son tomados en estado de 
saciedad. Cuando se indica ayuno es de seis horas. Los datos son expresados como la media ± EEM 
(n>5 animales por grupo). Los datos han sido analizados con ANOVA one way,  a, b, c y d p‐valor < 
0.05. a comparación respecto al control; b comparación del grupo HFD vs BPA; c comparación de 
HFD+BPA respecto a BPA; d BPA comparado con todas las condiciones. 

 

4.  EVOLUCIÓN  DEL  PESO  CORPORAL  DE  LOS  ANIMALES  DE  ESTUDIO 

DURANTE LAS 28 SEMANAS DE VIDA. 

El estudio de los pesos semanales de los individuos (Figura 22) nos muestra 

que, tras un mes de vida, los animales comienzan el tratamiento con HFD con un 

peso similar que se encuentra en el rango de 25 a 28 g. 
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Figura 22. Evolución de  los 
pesos  corporales  de  los 
animales desde el inicio del 
tratamiento con HFD hasta 
el  final  del  estudio.  Datos 
expresados  como  la media 
±  EEM  (n=  5‐9  jaulas  por 
condición  con  3‐7  animales 
por  jaula).  Las  flechas 
representan  los  pesos  de 
los  animales  cuando  se 
realizaron los experimentos 

Los pesos de  los  individuos son similares hasta  la semana octava de vida, 

donde  los  animales  alimentados  con HFD  empiezan  a  incrementar  su  peso  y  a 

diferenciarse de  los animales alimentados con ND. A  las 17‐18 semanas de vida, 

los animales BPA empiezan a incrementar su peso diferenciándose de los animales 

controles, siendo su  fenotipo más parecido al de un animal alimentado con HFD 

(control: 45.7 ± 1.3 g; BPA: 52.3 ± 0.9 g; HFD: 55.2 ± 1.6 g; HFD+HFD: 55.9 ± 3.3 g). 

Figura 23. Pesos corporales de  los animales a diecisiete y veintiocho semanas de vida. A) Peso 
corporal  de  los  animales  a  las  dieciocho  semanas  de  vida.  Los  datos  han  sido  analizados  con 
ANOVA  one way,  b,  c,  d,  f  p‐valor  <  0,001  B)  Peso  corporal  de  los  animales  a  las  veintiocho 
semanas de vida. Los datos han sido analizados con ANOVA one way, b y c p‐valor < 0,05; * p‐valor 
< 0,01 mediante  t‐Student comparando control vs BPA.. En blanco  se  representa a  los animales 
control,  en  gris  los  animales  BPA,  en  gris  oscuro  los  animales  HFD  y  en  negro  a  los  animales 
HFD+BPA. Los datos son expresados como  la media ± EEM  (n = 5‐9  jaulas por condición con 3‐7 
animales por jaula). b, comparado control vs HFD; c, control vs HFD+BPA; d, HFD vs BPA; f, BPA vs 
HFD+BPA. 

El  estudio  de  los  pesos  en  los  días  en  los  que  se  realizaron  los 

experimentos  (Figura  23) muestran que  los  grupos  alimentados  con HFD,  tanto 
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HFD  (60.0  ±  0.5  g)  como  HFD+BPA  (52.6  ±  2.8  g),  presentan  diferencias 

significativas en el peso corporal a diecisiete semanas de vida comparado con los 

grupos  alimentados  con ND,  control  (43.6  ±  0.9  g)  y BPA  (45.1  ±  0.7  g)  (Figura 

23A).  A  las  veintiocho  semanas  de  vida  (Figura  23B)  observamos  que  las 

diferencias de peso se siguen manteniendo entre los grupos HFD (HFD: 55.2±1.6 g; 

HFD+BPA: 55.9 ± 3.3 g) y el control  (45.7 ± 1.3 g), pero no se mantienen con el 

grupo BPA (52.25 ± 0.83g). Sí comparamos el grupo BPA con el control, utilizando 

t‐Student, se produce un aumento significativo del peso de los animales BPA. 

5.  ESTUDIO GENÉTICO DE GENES IMPLICADOS EN EL METABOLISMO DE 

LA GLUCOSA Y DE LÍPIDOS EN LOS TEJIDOS PERIFÉRICOS. 

5.1. Estudio genético a las diecisiete semanas de vida. 

La homeostasis de  la  glucosa es un proceso  complejo en el que no  sólo 

está implicada la acción de la insulina en los tejidos periféricos, sino que también 

interviene el metabolismo lipídico, de glúcidos, los metabolitos que son liberados 

de estas reacciones y los valores hormonales circulantes de otras hormonas entre 

otros. Por ello, se estudiaron genes clave en el metabolismo de lípidos implicados 

tanto en la lipogénesis, como Peroxisome proliferator activated receptor γ (Pparγ), 

Sterol  regulatory  element  binding  trasncription  factor1  (Srebpc1c),  Fatty  acid 

synthase  (Fas),  Acetyl‐CoA‐carboxilase  α  (Acacα  o  también  llamada  Acc);  en  la 

oxidación  de  ácidos  grasos,  como  Peroxisome  proliferator  activated  receptor  α 

(Pparα),  Carnitine  palmitoyltrasnferase1  (Cpt1),  Acyl‐CoA‐oxidase1  (Acox1), 

Uncoupling protein2 (Ucp2), Uncoupling protein3 (Ucp3), Acetyl‐CoA‐carboxilase β 

(Acacβ)  y  en  la  captación  de  los  ácidos  grasos  por  la  célula  desde  el  torrente 

sanguíneo  como  Cd36,  también  llamado  Fat.  Los  genes  clave  estudiados  en  el 

metabolismo de glúcidos son aquellos que están implicados en la captación de la 

glucosa y en su posterior metabolismo  intracelular, como Solute carrier  family 2 

member4  (Slc2a4,  cuya  expresión da  lugar  a  la proteína  conocida  como Glut4), 

Hexokinase  (Hk)  ó Glucokinase  (Gck),  Phosphoenolpyruvate  carboxikinase  (Pck). 

También fue estudiado el gen Protein kinase AMP‐activated alpha1 (Prkaa1), cuya 

expresión y traducción da  lugar a  la proteína Ampk  implicada en toda regulación 

metabólica (Figura 24). 
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Figura  24.  Esquema  explicativo  de  los  genes 
implicados  en  el  metabolismo  de  lípidos  y 
glucosa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

La Figura 25 muestra una imagen representativa de la calidad del ARN con 

la que se han realizado  los estudios de expresión génica. Para ello se realizó una 

electroforesis del material en un gel de agarosa al 1 %. 

 

Figura  25.  Imagen  representativa  de  la  calidad  del  ARN  utilizado  en  los  experimentos  de 
expresión génica. Todas las muestras fueron cargadas con el mismo volumen (1µL). 
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Para  facilitar el estudio de  los genes en el  tejido adiposo  realizamos una 

subdivisión dependiendo del proceso fisiológico en el que están implicados (Figura 

26). Cuando nos centramos en  la síntesis de ácidos grasos de novo  (Figura 26A), 

observamos dos patrones claros de expresión en los genes. Estos patrones son: 1) 

que  no  se  produce  ningún  cambio  en  la  expresión  del  gen,  no  habiendo 

diferencias  en  los  animales  que  han  estado  expuesto  a  BPA  ni  en  los  animales 

alimentados con HFD comparados con los controles; 2)  un cambio en el patrón de 

expresión de los genes en los animales BPA semejante al obtenido en los animales 

alimentados  con  HFD  (grupos  HFD  y  HFD+BPA).  En  el  primer  grupo  de  genes, 

observamos que no se produce cambio en  la expresión de Pparγ en ninguna de 

nuestras condiciones al comparar con la expresión de los animales controles. Por 

el  contrario,  sí  que  se  produce  una  disminución  en  la  expresión  tanto  en  los 

animales BPA, como en  los dos grupos de animales alimentados con HFD, en  los 

genes  Srebpc1  y  Acacα;  en  el  primero  la  disminución  de  la  expresión  fue 

significativa  tanto en  los animales BPA  (0.44 ± 0.17)  como en  los animales HFD 

(HFD: 0.36 ± 0.08; HFD+BPA: 0.51 ± 0.04) comparados con el grupo control. Por 

otro  lado, no se produce ningún cambio en  la expresión de Fas en el grupo BPA 

(1.66  ±  0.82)  comparado  con  el  control,  pero  sí  que  se  aprecia  una  drástica 

disminución de  la expresión del gen en  los grupos HFD  (0.06 ± 0.02) y HFD+BPA 

(0.08 ± 0.02). 

En la Figura 26 B se observa una tendencia a la disminución de la expresión 

del  gen  Cd36  (gen  implicado  en  el  paso  de  los  ácidos  grasos  del  torrente 

sanguíneo al interior de las células) tanto en los dos grupos alimentados con HFD 

(HFD:  0.70  ±  0.16; HFD+BPA:  0.87  ±  0.12)  como  en  el  grupo BPA  (0.55  ±  0.12) 

respecto  al  control,  siendo  la  tendencia más marcada  en  los  animales  BPA  (p‐

valor= 0.09 comparado con el control). Estos datos van en la misma dirección que 

los resultados que obtenemos en el análisis de expresión de los genes implicados 

en la oxidación de ácidos grasos (Figura 26C), donde de manera global, se aprecia 

una disminución de  la expresión de  los  genes  comparado  con el  grupo  control. 

Existe  una  disminución  significativa  en  la  expresión  de  Pparα  en  el  grupo  BPA 

(0.55 ± 0.10) comparado con el control. Cabe destacar que el grupo BPA muestra 

valores de expresión  similares a  los grupos HFD+BPA  (0.54 ± 0.12) y grupo HFD 

(0.43 ± 0.12), valores que  también  son  inferiores  respecto al grupo control. Por 

otro  lado,  también  se produce una disminución  significativa  en  la  expresión de 
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Cpt1  en  los  animales  BPA  (0.29  ±  0.09)  comparados  con  el  control,  llegando  a 

superar  la  tendencia  de  menor  expresión  que  produce  la  HFD  tanto  en  los 

animales HFD  (0.65 ± 0.22) como en  los HFD+BPA  (0.47 ± 0.12). No observamos 

cambios en la expresión de los genes Acox1, Ucp2 y Ucp3 en comparación con el 

grupo  control;  si  bien  observamos  que  en  el  caso  de  Acox1  y Ucp2  existe  una 

tendencia  a una menor expresión en  los  grupos BPA  y HFD en el primer  gen  y 

solamente en  el grupo BPA en Ucp2. 

Figura  26.  Expresión  génica  en  tejido  adiposo  de  los  animales  alimentados  durante  trece 
semanas  con HFD  y  con diecisiete  semanas de  vida. A)  Expresión  relativa de  los  genes  Pparγ, 
Srebp1c,  Fas  y  Acacα,  genes  implicados  en  la  lipogénesis.  B)  Expresión  relativa  del  gen  Cd36 
implicado en la captación de ácidos grasos del torrente sanguíneo al interior celular. C) Expresión 
relativa de los genes Pparα, Cpt1β, Acox1; Ucp2 y Ucp3, genes implicados en la oxidación de ácidos 
grasos. D)  Expresión  relativa de  los  genes  Slc2a4  (cuya  traducción da  lugar  a Glut4), Hk, Pck,  y 
Prkaa1  (cuya  traducción  da  lugar  a  la  proteína  Ampk),  genes  implicados  en  la  captación  de  la 
glucosa  del  torrente  sanguíneo  y  su  posterior  metabolización.  En  blanco  se  representa  a  los 
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animales  controles, en gris a  los  animales BPA, en  gris oscuro  los  animales HFD  y en negro  los 
animales HFD+BPA. Los datos son expresados como  la media ± EEM (n = 5‐8 animales/grupo). La 
expresión de los genes ha sido relativizada respecto a la expresión del grupo control. Se ha usado 
como gen endógeno Rplo  (o  también  llamado 36B4). Los datos han  sido analizados con ANOVA 
one way, a, b, c, d, e, f p‐valor < 0.05. a, comparación control vs BPA; b, control vs HFD; c, control 
vs HFD+BPA; d, HFD vs BPA; e, HFD vs HFD+BPA; f, BPA vs HFD+BPA. 

El estudio de  los genes  implicados en  la  captación de  la glucosa  y en  su 

posterior metabolismo (Figura 26D), nos muestra que existe una menor expresión 

de  Slc2a4  en  los  animales  alimentados  con  HFD,  siendo  sólo  significativa  la 

disminución en el grupo HFD respecto al control y al grupo BPA. El gen de Hk sigue 

manteniendo  el  patrón  de  expresión  de  Slc2a4,  sólo  que  en  este  caso  las 

diferencias significativas las encontramos en el grupo HFD+BPA respecto al grupo 

control y al BPA. En los genes Pck y Prkaa1 no observamos cambio en el patrón de 

expresión, pero existe una tendencia al aumento de la expresión de Prkaa1 en los 

grupos BPA y HFD respecto al control. 

Para el estudio de  la expresión génica en el hígado realizamos  las mismas 

subdivisiones  con  el  fin  de  facilitar  la  comprensión  de  los  resultados  obtenidos 

(Figura 27). El estudio de  los genes  implicados en  la  lipogénesis (Figura 27A), nos 

muestra  que  en  este  tejido  se  siguen  manteniendo  las  tendencias  que  nos 

encontrábamos  en  el  tejido  adiposo.  En  el  grupo  BPA,  en  los  genes  Srebp1c  y 

Acacα se observa una tendencia a disminuir  la expresión de éstos, no  llegando a 

ser significativa, y aproximándose a  los valores obtenidos por el grupo HFD. Por 

otro lado, se observa un claro aumento significativo de la expresión de Pparγ en el 

grupo BPA comparado con el control y con  su homólogo en HFD. En el caso de 

Fas,  en  los  animales  BPA  no modifican  su  expresión.  Por  otro  lado,  existe  una 

reducción de la expresión de los genes en los dos grupos de animales alimentados 

con HFD, como Srebp1c, Fas o Acacα manteniendo éste último una diferencia de 

expresión significativa respecto al control.  

Cuando  estudiamos  el  paso  de  los  ácidos  grasos  al  interior  de  los 

hepatocitos (Figura 27B), vemos que existe una disminución de más del 50 % de la 

expresión  de  Cd36  en  los  grupos  expuestos  con  BPA,  tanto  en  los  BPA  (0.39  ± 

0.16) como en los HFD+BPA (0.21 ± 0.09), respecto a los grupos control (1 ± 0.02) 

y HFD  (1.05  ±  0.34).  También  observamos  que  en  el  gen Gck,  implicado  en  la 

captación  de  la  glucosa,  no  existen  diferencias  en  los  grupos  BPA  o  HFD+BPA 
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respecto al control. Pero sí que se produce una disminución en  la expresión, no 

siendo significativa, del grupo HFD respecto al control y los otros dos grupos. 

El estudio de la oxidación de ácidos grasos por parte del hepatocito (Figura 

27C) nos muestra que no existen cambios en el patrón de expresión de los genes 

respecto al control, hecho que ocurre en  los genes Cpt1α, Acox1, Pparα, Ucp2 y 

Cpt1β; produciéndose en este último una tendencia hacia una mayor expresión de 

los  genes  en  todos  los  grupos  y  en  Ucp2  en  el  grupo  BPA  y,  ligeramente,  en 

BPA+HFD.  Se  produce  una  bajada  significativa  en  la  expresión  de  Acacβ  en  el 

grupo HFD+BPA respecto al grupo control y al grupo BPA. 

Figura 27. Expresión génica en hígado de  los animales alimentados durante trece semanas con 

HFD y con diecisiete semanas de vida. A) Expresión relativa de los genes Pparγ, Srebp1c, Acacα, y 

Fas  genes  implicados  en  la  lipogénesis.  B)  Expresión  relativa  del  gen  Cd36  implicado  en  la 

captación de ácidos grasos del torrente sanguíneo al interior celular y Gck. C) Expresión relativa de 

los genes Cpt1α, Cpt1β, Acacβ, Ucp2, Acox1 y Pparα genes  implicados en  la oxidación de ácidos 
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grasos. D) Expresión relativa de los genes Prkaa1 (cuya traducción da lugar a la proteína Ampk) y 

Pck,  genes  implicados  en  la  captación  de  la  glucosa  del  torrente  sanguíneo  y  su  posterior 

metabolización. En blanco se representa a los animales control, en gris a los animales BPA, en gris 

oscuro los animales HFD y en negro animales HFD+BPA. Los datos son expresados como la media ± 

EEM  (n  =  5‐8  animales/grupo).  La  expresión  de  los  genes  ha  sido  relativizada  respecto  a  la 

expresión del grupo control. Se ha usado como gen endógeno Rplo (o también llamado 36B4). Los 

datos han sido analizados con ANOVA one way, a, b, c, d, e, f p‐valor < 0.05. a comparación control 

vs  BPA;  b  control  vs HFD;  c  control  vs HFD+BPA;  d HFD  vs  BPA;  e HFD  vs HFD+BPA;  f  BPA  vs 

HFD+BPA. 

Cuando  estudiamos  los  genes  implicados  en  la  metabolización  de  la 

glucosa (Figura 27D) vemos que el regulador metabólico, Prkaa1 (AMPK), presenta 

una  sobreexpresión del  gen en  todos  los  grupos de estudio  (BPA  (10.7 ± 3.93), 

HFD  (6.05  ±  1.9), HFD+BPA  (3.43  ±  1.7))  respecto  al  control;  siendo  sólo  en  el 

grupo BPA donde encontramos un aumento significativo. 

El estudio de  la expresión génica en el músculo  se  realizó dividiendo  los 

genes  en  dos  grandes  grupos  de  estudio:  genes  implicados  en  la  oxidación  de 

ácidos grasos por un lado, y por otro, genes implicados en la captación de ácidos 

grasos como de la glucosa (Figura 28). En los genes implicados en la oxidación de 

ácidos grasos (Figura 28A), observamos que la expresión de Ucp2 no se encuentra 

modificada en ninguno de los grupos de estudio. Los genes Pparα, Acox1β, Ucp3, 

Cpt1β y Cpt1α muestran un cambio en el patrón de expresión respecto al control. 

En  Pparα  observamos  que  en  todos  los  grupos  de  estudio,  se  encuentra 

aumentada su expresión, hallando solamente diferencias significativas en el grupo 

HFD (8.38 ± 1.40) respecto al control y al BPA (3.93 ± 1.61) y en el grupo HFD+BPA 

(6.48 ± 1.96) sólo  respecto al control. En Acox1β se aprecia un patrón similar al 

descrito en Pparα, sólo que en este caso, el aumento significativo de expresión se 

da en el grupo HFD (4.70 ± 0.66) respecto al control. En Ucp3 y Cpt1β observamos 

un  aumento  de  la  expresión  de  los  genes  en  los  animales  que  han  sido 

alimentados  con  HFD,  por  un  lado  el  aumento  de  expresión  en  Ucp3  en  los 

animales  alimentados  con  HFD  muestra  diferencias  significativas  tanto  con  el 

grupo control como con el grupo BPA; y por otro lado el aumento de la expresión 

de Cpt1β en  los animales alimentados con HFD muestra estas diferencias con el 

grupo  BPA.  En  la  isoforma  Cpt1α  observamos  que  el  aumento  de  expresión  se 

produce  en  el  grupo  HFD,  siendo  esta  diferencia  de  expresión  significativa 

respecto al grupo control, BPA y HFD+BPA. 
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Cuando nos fijamos en la captación de ácidos grasos (Figura 28B) por parte 

de los miocitos, observamos que se produce un aumento de la expresión de Cd36 

en los grupos HFD (3.23 ± 0.47) y HFD+BPA (3.77 ± 0.88) respecto al grupo control. 

Por  otro  lado,  no  observamos  cambios  de  expresión  en  el  gen  implicado  en  la 

captación de la glucosa, Slc2a4, ni en el gen  Prkaa1, implicado en el metabolismo 

de ésta. Sí se observa un aumento de la expresión del gen Hk respecto al control, 

siendo sólo significativa esta diferencia en el caso de los animales HFD. 

Figura 28. Expresión génica en músculo de los animales alimentados durante trece semanas con 
HFD  y  con diecisiete  semanas de  vida. A)  Expresión  relativa de  los  genes  Pparα, Acox1, Ucp2, 
Ucp3, Cpt1β y Cpt1α genes implicados en la oxidación de ácidos grasos. B) Expresión relativa de los 
genes Hk, Cd36, Slc2a4 y Prkaa1 implicados en la captación de ácidos grasos y glucosa. En blanco 
se representa a los animales control, en gris los animales BPA, en gris oscuro los animales HFD y en 
negro  los  animales  HFD+BPA.  Los  datos  son  expresados  como  la  media  ±  EEM  (n  =  5‐8 
animales/grupo). La expresión de los genes ha sido relativizada respecto a la expresión del grupo 
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control.  Se  ha  usado  como  gen  endógeno  Rplo  (o  también  llamado  36B4).  Los  datos  han  sido 
analizados con ANOVA one way, a, b, c, d, e,  f p‐valor < 0.05. a, comparación control vs BPA; b, 
control vs HFD; c, control vs HFD+BPA; d, HFD vs BPA; e, HFD vs HFD+BPA; f, BPA vs HFD+BPA. 
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El BPA es un  compuesto utilizado de  forma  rutinaria en  la  industria y  se 

encuentra  presente  en  la  mayoría  de  envases  dedicados  a  la  alimentación. 

Aunque su utilización está muy extendida, existen más de siete mil estudios que 

muestran los efectos adversos del BPA en los individuos que han estado expuestos 

a  él,  pero  sólo  el  1.5%  de  los  estudios  describen  los  efectos  de  este  disruptor 

endocrino en  la homeostasis de  la glucosa. Los primeros estudios en  los que  se 

demostró  que  la  exposición  a  BPA  en  ratones  adultos  produce  cambios  en  la 

homeostasis de la glucosa se publicaron en el año 2006 (Alonso‐Magdalena et al., 

2006). En ellos se muestra que tras la aplicación de una única dosis diaria de BPA 

se produce un rápido descenso de la glucemia, acompañado de un aumento de los 

niveles  de  insulina  y  que  estos  cambios  evolucionaban  a  una  hiperinsulinemia 

crónica acompañada de intolerancia a la glucosa y resistencia a la insulina cuando 

el  tratamiento  se  prolongaba  durante  cuatro  días.  Posteriormente,  gracias  a 

diversos  estudios  epidemiológicos  así  como  de  modelos  animales,  se  ha 

profundizado en el conocimiento del riesgo potencial que representa el BPA para 

la  aparición de desórdenes metabólicos  (Lang  et al.,  2008; Ben‐Jonathan  et al., 

2009; Wei, 2009; Alonso‐Magdalena et al., 2011; Shankar & Teppala, 2011; Silver 

et al., 2011; Wang et al., 2012; Angle et al., 2013; Liu et al., 2013). 

El  avance  de  los  estudios  en  modelos  animales  ha  llevado  a  intentar 

comprender qué es lo que ocurre cuando la exposición a este disruptor endocrino 

se producen en etapas tempranas del desarrollo, durante la embriogénesis, o/y en 

las posteriores etapas de desarrollo final de los órganos de los individuos. Dentro 

de  esta  ventana  de  exposición  encontramos  una  amplia  heterogeneidad  de 

trabajos realizados en los que se utilizan diferentes modelos animales (incluyendo 

diferentes cepas animales y diferentes dosis) así como distintas vías de exposición, 

incluyendo  la  ingesta  mediante  pellets  o  bebida,  sonda  oral  o  inyección 

subcutánea  (Alonso‐Magdalena et al., 2010; Ryan et al., 2010; Wei et al., 2011; 

Anderson et al., 2013). 

Los  resultados mostrados en  la presente  tesis describen  los efectos de  la 

exposición temprana de  los  individuos a dosis bajas (10 µg/kg/día), respecto a  la 

dosis considerada como dosis segura o dosis tolerable diaria (50 µg/Kg/día por la 

EPA  y  la  ESFA;  basado  en  el  LOAEL  de  50 mg/Kg/día  (Wetherill  et  al.,  2007)( 

http://www.epa.gov/iris/subst/0356.htm).  Se  demuestra,  junto  con  estudios 

previos  (Alonso‐Magdalena  et  al.,  2010; Wei  et  al.,  2011),  que  la  exposición  a 
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dosis bajas durante el desarrollo  fetal altera  la homeostasis de  la glucosa en  los 

individuos machos.  Estas  alteraciones  se  aprecian  a  un mes  de  vida,  donde  la 

exposición al disruptor produce un aumento de la masa de célula β y un aumento 

de la insulina en plasma en el estado de saciedad. Además, a los cuatro meses de 

edad el BPA modifica la expresión de los genes implicados en el metabolismo de la 

glucosa y de  los  lípidos, en  los tejidos periféricos sobre todo en tejido adiposo e 

hígado, de una manera similar a una alimentación con dieta rica en grasa. 

1.  EFECTOS  DE  LA  EXPOSICIÓN  A  BPA  DURANTE  EL  DESARROLLO 

EMBRIONARIO  EN  LA  VIDA  TEMPRANA  DE  LOS  INDIVIDUOS  (4 

SEMANAS DE VIDA). 

El  bajo  peso  al  nacer  es  un  biomarcador  establecido  en  las  pruebas 

neonatales  como  un  reflejo  de  una  situación  adversa  en  el  ambiente  uterino. 

Existen múltiples evidencias en  las que se muestra que  individuos que presentan 

esta  característica  están  más  predispuestos  al  desarrollo  de  enfermedades 

metabólicas durante el desarrollo de su vida adulta (Hales & Barker, 1992, 2001; 

Berends & Ozanne, 2012). 

En nuestro estudio analizamos el peso de las crías y observamos que en las 

camadas que  tuvieron el mismo número de crías en el alumbramiento, aquellas 

procedentes de madres a  las que se  les aplicó el BPA tuvieron un menor peso al 

nacer.  En  este  sentido,  se  ha  descrito  que  una  exposición  a  una  dosis  de  20 

µg/Kg/día  vía  inyección  subcutánea  en  ratones  ICR/Jcl,  utilizando  el  aceite  de 

sésamo  como  vehículo,  provoca  que  las  crías  procedentes  de  estas  madres 

presentan un menor peso al nacer que los controles (Honma et al., 2002). Por otro 

lado  si  la  exposición  es  oral  (a  una  dosis  de  2.4 µg/Kg/día)  en  ratones  CF‐1  se 

observa  un  aumento  en  el  peso  de  las  crías  de  las madres  expuestas  al  BPA 

(Howdeshell et al., 1999). Al utilizar dosis  inyectada de 10 o 100 µg/Kg/día  con 

aceite de maíz en ratones OF1, se observa un aumento de peso en las crías de las 

madres expuestas a menor dosis de BPA, y una disminución con  la mayor dosis 

(Alonso‐Magdalena  et  al.,  2010),  fenómeno  que  se  mantiene  en  el  modelo 

experimental C57BL6 con una dosis de 100 µg/Kg/día inyectada (Liu et al., 2013). 

Esta variabilidad de efectos en el peso de las crías expuestas intra‐utero a 

BPA,  se  sigue produciendo  cuando  cambiamos de modelo animal a  rata Wistar, 
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siendo  los  efectos  dosis  dependiente.  Las  crías  procedente  de madres  tratadas 

con  altas  dosis  (250  o  1250  µg/Kg/día)  tienen  un  porcentaje  de  peso  menor 

respecto al control mientras que las crías de madres tratadas con dosis más bajas 

(50 µg/Kg/día) presentan un porcentaje de peso mayor respecto al control (Wei et 

al., 2011). 

Las diferencias de pesos existentes entre  los  grupos durante  la  lactancia 

desaparecen en el momento en el que las crías son destetadas de las madres y se 

alimentan  con  dieta  ND.  Esto  sugiere  que  las  diferencias  de  peso  durante  la 

lactancia podrían ser debidas a que  las madres expuestas a BPA pudieran seguir 

exponiendo a las crías a BPA mediante la leche materna. Estudios en humanos han 

demostrado la existencia de trazas de BPA en la leche materna (Vandenberg et al., 

2007a), así como la acumulación de BPA en el tejido adiposo mamario (Fernandez 

et al., 2007). 

En situación de saciedad los animales BPA presentan una hiperinsulinemia 

que no  encontramos  en  los  animales  controles; pero  cuando  las  glucemias  son 

más bajas, como en situación de ayuno moderado  (6 horas) o agudo  (12 horas), 

los niveles de insulina son similares en ambos grupos. Esta respuesta tan marcada 

en la liberación de insulina en respuesta a cambios de la concentración de glucosa 

circulante, se ve reflejada en la secreción de insulina in vivo. Para mantener unos 

valores  normo  glucémicos  en  condición  de  ayuno  agudo  los  dos  grupos  de 

estudio,  control  y  BPA,  presentan  valores  similares  de  insulina  circulante.  Sin 

embargo,  tras  la administración de una carga de glucosa observamos niveles de 

insulina circulantes muy superiores en  los animales BPA en comparación con  los 

controles.  Este  aumento  de  la  liberación  de  insulina  para  conseguir  normo 

glucemias en los animales expuesto a BPA ya fue descrito en el año 2010 (Alonso‐

Magdalena et al., 2010). Además, Ruzzin y colaboradores obtuvieron  los mismos 

efectos  con  exposición  a  Pops  (acrónimo  del  inglés  de  Persistant  Organics 

Pollutants)  en  ratas  (Ruzzin  et  al.,  2010).  Esta  potenciación    de  la  secreción  de 

insulina  a  altas  concentraciones  de  glucosa  también  han  sido  observadas  en  el 

modelo de ratones obesos (Reimer & Ahren, 2002; Sone & Kagawa, 2005). 

A pesar de los altos niveles circulantes de insulina que encontramos en los 

animales expuestos intra‐utero al BPA, éstos no presentan una modificación de la 

sensibilidad a la insulina en los tejidos periféricos, como ocurre en otros modelos 
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de  exposición  a  BPA  (Alonso‐Magdalena  et  al.,  2006;  Alonso‐Magdalena  et  al., 

2010; Batista et al., 2012), lo que podría deberse a mecanismos de compensación 

en la cascada de señalización de la insulina. Un ejemplo de adaptación fisiológica a 

cambios  en  los  niveles  de  insulina  lo  podemos  encontrar  en  el  modelo  de 

desnutrición proteica, donde  los animales sometidos a esta condición nutricional 

presentan  como  adaptación metabólica    una menor  secreción  de  insulina  por 

parte  del  islote  de  Langerhans  en  respuesta  a  estímulos  de  glucosa,  pero  una 

mayor sensibilidad periférica a la insulina (Carneiro et al., 1995; Zoppi et al., 2010; 

de Oliveira et al., 2011). 

Los estudios funcionales del islote de Langerhans ex vivo, nos muestra que 

los  islotes de  los  animales BPA presentan una menor  secreción  y  contenido de 

insulina  respecto  a  los  controles  cuando  la  secreción  de  insulina  se  expresa  en 

relación a  la proteína total de los  islotes utilizados para el ensayo. Los resultados 

obtenidos  no  concuerdan  con  los  niveles  de  insulina  circulantes  in  vivo.  Sin 

embargo,  cuando medimos  la  cantidad  de  insulina  secretada  por  los  islotes  en 

respuesta  a  glucosa  con  respecto  al  contenido  de  dicha  hormona,  observamos 

que, a cualquier concentración de glucosa testada los islotes de los animales BPA 

liberaban  la  misma  cantidad  de  insulina  al  medio.  Así  concluimos,  que  la 

capacidad secretora de las células las células β del islote no se encuentra afectada, 

que  el  aumento  de  insulina  que  observamos  en  plasma  podría  ser  debido,  al 

menos  en  parte,  a  un  aumento  de  masa  de  célula  β.  Mediante  estudios  de 

morfología  corroboramos que, efectivamente  se producía un aumento de masa 

en los animales expuestos a BPA durante el desarrollo embrionario. 

Por  otro  lado,  el  estudio  de  los  niveles  de  hormonas  circulantes  nos 

muestra  que  los  animales  expuestos  a  BPA  presentan  cambios  en  todos  los 

parámetros analizados respecto a los animales control. Los niveles de péptido‐c se 

encuentran elevados en los animales BPA respecto a los controles en situación de 

saciedad. Este hecho se correlaciona con  la hiperinsulinemia en saciedad, ya que 

insulina y péptido c son secretados por el  islote de Langerhans en proporciones 

equimolares. Al fijarnos en el incremento de ambos en los animales BPA respecto 

al  control, observamos que  la  insulina  se encuentra 2.6 veces aumentada, pero 

que el péptido‐c sólo aumenta 1.6 veces. Este hecho nos sugiere que el aumento 

de  la  insulina en plasma puede ser debido en parte a un mal funcionamiento del 

aclaramiento  de  ésta  por  parte  del  hígado  en  los  animales  BPA,  dado  que  en 
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condiciones normales, el aclaramiento del péptido‐c tiene una cinética más  lenta 

que el de  la  insulina  (Samnegard & Brundin, 2001). El  fenómeno descrito ocurre 

en animales tratados con GLP1 (Glucagon like peptide 1). Cuando se les aplica una 

carga de glucosa combinada con 10 nmol/kg de GLP‐1 se produce un aumento de 

la liberación de la insulina endógena, debido al carácter insulinotrópico del GLP‐1, 

comparado con  los animales control que sólo se  les  inyectó glucosa. Además se 

observa  una  reducción  del  46%  del  aclaramiento  de  la  insulina  por  parte  del 

hígado. Provocando una mayor persistencia de  los niveles de  insulina en plasma 

(Ahren et al., 2005). 

El principal órgano del aclaramiento del péptido‐c es el riñón (Henriksen et 

al., 1987; Samnegard & Brundin, 2001; Chowta et al., 2010). Por lo que sí el ratio 

de péptido‐c  circulante  está disminuido  respecto  al de  insulina  en  los  animales 

BPA pero no respecto al control, puede ser debido a que el aclaramiento de éste 

esté aumentado a nivel renal. Recientemente, se ha publicado que  la exposición 

directa a BPA produce degeneración tubular en los riñones (Yildiz & Barlas, 2013), 

por  lo  que  la  funcionalidad  del  riñón  podría  estar  comprometida.  Este  hecho 

podría ser el causante del aumento del aclaramiento del péptido‐c. 

La exposición  intra‐utero a BPA provoca en  los animales de 4 semanas de 

edad un aumento de la masa de célula β por parte de los islotes. Este aumento se 

asocia  a  un  aumento  de  la  expresión  de  los  genes  que  están  implicados  en  el 

desarrollo del páncreas Pdx1 y Hnf4α (Ahlgren et al., 1998; Odom et al., 2004). El 

fenómeno contrario, la disminución del tamaño del islote y la menor secreción de 

insulina ocurre en los modelos de desnutrición (Rafacho et al., 2009; Sandovici et 

al.,  2011)  donde  se  produce  una  disminución  de  la  expresión  del  gen  Hnf4α 

debido  a metilaciones  en  la  región  de  los  potenciadores  en  la  cromatina,  que 

impiden  la  correcta  descondensación  del  gen  para  poder  dar  acceso  a  la 

maquinaria  de  transcripción  (Ozanne  et  al.,  2011).  Además,  el  estudio  de  la 

expresión del gen de  la  insulina en  los  islotes, nos muestra que  la hipersecreción 

que encontramos en nuestros animales en estado de saciedad no es debido a un 

aumento  de  la  expresión  de  dicho  gen  por  la  acción  del  BPA,  como  ocurre  en 

modelos  de  exposición  directa  (Alonso‐Magdalena  et  al.,  2006)  (Alonso‐

Magdalena et al., 2008), sino que es debido al aumento de masa de la célula β. 
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Estudios  recientes, muestran  que  el  BPA  es  capaz  de  producir  cambios 

epigenéticos en el hígado en animales expuestos intra‐utero durante el desarrollo 

embrionario (Ma et al., 2013). 

 

El  promotor  implicado  principalmente  en  la  expresión  de  Hnf4α  en  el 

páncreas es el promotor 2.  En nuestro  análisis,  vemos que  la exposición  a BPA 

durante  el  desarrollo  embrionario  no  produce  cambios  en  la  activación  de  los 

promotores  del  gen  Hnf4α.  El  porcentaje  de  5‐metil‐citosina  en  las  diferentes 

regiones  estudiadas,  nos  muestra  que  la  región  más  activa,  implicada  en  la 

expresión de nuestro gen es  la del promotor 2, debido a que el porcentaje de 5‐

metil‐citosina es de un 20 %. Esto nos  indica que esta  región está hipometilada 

comparada con las demás regiones estudiadas, que tienen un 40 %, promotor 1, o 

60 %, la región del exón 1. 

 

Estudios  sobre  la  estructura  de  la  cromatina  y  de  las  metilaciones 

asociadas a  las histonas para mantener compacta  la cromatina, podrían explicar 

los  cambios  en  la  expresión  génica. Así  un  aumento  de  las metilaciones  en  las 

histonas,  no  dejando  de  esta manera  acceso  a  la maquinaria  de  transcripción, 

ocurre en  la expresión del gen Hnf4α en  ratas desnutridas  (Ozanne et al., 2011; 

Sandovici et al., 2011). También es posible que tenga lugar una hipometilación de 

las  histonas,  provocando  una  relajación  de  la  estructura  de  los  nucleosomas 

facilitando  la descompactación de  la cromatina. De esta manera se permitiría un 

mayor acceso a  la maquinaria de transcripción. Dando  lugar a  la unión de dos o 

más  taq‐polimerasas,  pudiendo  de  este modo  aumentar  el  rendimiento  de  la 

expresión  de  los  genes  y  en  consecuencia  aumentar  el  número  de  copias  de 

ARNm. Este hecho podría explicar el aumento de expresión que encontramos en 

estos dos genes estudiados (Pdx1 y Hnf4α). 

También existe  la posibilidad de que  las modificaciones que vemos en  la 

expresión génica de estos genes, sean debidas a una regulación postranscripcional 

por  parte  de micro  ARN  (miARN).  Estos  pequeños  ARNs,  de  aproximadamente 

unos  20  nucleótidos,  interactúan  con  los  ARNm    induciendo  el  complejo  de 

silenciamiento y uniéndose a  la  región 3´no  traducida de estos ARNm  (Ambros, 

2004; Bartel, 2004). En el año 2007, Lynn y colaboradores demostraron que    los 

miARN se expresan durante el desarrollo del páncreas y que estos son necesarios 
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para  el  desarrollo  normal  de  las  células  β,  además  de  estar  implicados  en  la 

regulación de  genes para el desarrollo de una morfología normal del páncreas, 

como es el caso de mmu‐miR‐375 (Lynn et al., 2007). Además, estudios en líneas 

celulares de  cáncer de mama,  como es  la MCF‐7, muestran que  la exposición a 

BPA provoca cambios en la expresión de miARN, al igual que otros DEs (Tilghman 

et al., 2012). 

2.  EFECTOS  DE  LA  EXPOSICIÓN  A  BPA  DURANTE  EL  DESARROLLO 

EMBRIONARIO EN LA VIDA ADULTA DE LOS INDIVIDUOS. 

2.1. Individuos de 17 semanas de vida y 13 semanas de alimentación con 

dieta rica en grasa. 

Como  resultado  de  nuestro  estudio  concluimos  que  es  posible  que  una 

exposición a BPA  intra‐utero   conlleve cambios metabólicos a  lo  largo de  la vida 

adulta de  los  individuos expuestos a este ED. Los animales BPA a  las 17 semanas 

de  vida,  presentan  una  hiperglucemia  a  6  horas  de  ayuno  que  indicaría  que  la 

célula beta podría no liberar la insulina suficiente para poder conseguir llegar a los 

valores normales de glucemia. Estos valores de glucemias son muy próximos a los 

obtenidos  por  los  individuos  que  han  sido  alimentados  con  HFD,  hayan  sido 

expuestos a BPA o no. Por otro  lado, observamos que  se  comienza a no poder 

reestablecer  los  valores  normales  de  glucemia  en  plasma  tras  una  carga  de 

glucosa en  los animales BPA. La combinación de exposición a BPA y alimentación 

con HFD no conlleva a una potenciación de  la  intolerancia a  la glucosa de estos 

ratones, sino que el sumatorio de  los dos factores no supera el efecto producido 

por  la HFD per  se. Esto nos  indica que a  los  cuatro meses de edad,  los  ratones 

expuestos a BPA tienen un comportamiento a nivel de regulación de los niveles de 

glucosa en sangre más parecido a los animales que han sido alimentados con HFD 

que a los animales controles. 

El  hecho  de  no  observar  diferencias  en  la  respuesta  de  los  tejidos 

periféricos  a  la  insulina, nos  lleva  a pensar que    todavía  estos  tejidos no  están 

dañados por la concentración de insulina circulante. La ausencia de cambios en la 

sensibilidad a la insulina en ratas expuestas a BPA con 15 semanas de vida ya fue 

descrito en 2011 por Wei y colaboradores  (Wei et al., 2011). Cabe destacar que 

tampoco observamos diferencias en  la  sensibilidad a  la  insulina en  los animales 
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alimentados con HFD. La discrepancia entre la GTT y la ITT puede ser debida a que 

en estos animales haya una compensación por parte de  los  tejidos periféricos y 

por  tanto  no  se  observen  cambios  en  la  sensibilidad  a  la  insulina.  Esta 

compensación puede ser mediada por un aumento en  la cantidad de  la proteína 

Irs‐1, pudiendo de esta manera amplificar la cascada de señalización de la insulina 

en  músculo  (Batista  et  al.,  2012).  Además,  es  posible    que  las  alteraciones 

observadas  en  la  GTT  se  relacionen  con  un  fallo  de  la  respuesta  hepática  en 

respuesta a  la glucosa,  lo que se  traduciría en una disminución en  la síntesis de 

glucógeno. En este sentido, un estudio publicado  recientemente demuestra que 

una exposición indirecta a BPA vía materna, durante la gestación y la lactancia de 

las crías, produce en  la descendencia a  las 21 semanas de edad una disminución 

de los depósitos de glucógeno en hígado (Ma et al., 2013). 

Los  experimentos  ex  vivo  nos muestran  un  aumento  del  contenido  de 

insulina de  los  islotes de  los animales expuestos a BPA  respecto a  los controles, 

efecto  también  observado  previamente  en  animales  adultos  expuestos  a  BPA 

durante 4 días  a dosis de 100 µg/kg/día  (Alonso‐Magdalena  et al., 2006).  En  la 

secreción  de  insulina  en  respuesta  a  glucosa  observamos  un  aumento  en  la 

respuesta de los tres grupos de estudio comparado con el control. El aumento de 

la  secreción  de  insulina  en  animales  alimentados  con  HFD  ya  ha  sido  descrito 

desde hace tiempo por diferentes grupos (Reimer & Ahren, 2002; Sone & Kagawa, 

2005;  González  et  al.,  2013).  Sin  embargo  cabe  destacar  que  los  efectos 

producidos  por  una  exposición  temprana  a  bajas  dosis  de  BPA  conduce  a  un 

aumento  de  la  secreción  de  insulina  ex  vivo, muy  similar  o  incluso  superior  en 

respuesta a algunas concentraciones de glucosas a la que presentan los animales 

HFD. Este efecto potenciador de  la secreción de  insulina por parte del BPA ya se 

demostró  en  animales  expuestos  a  dosis más  elevadas  que  las  nuestras  (100 

µg/kg/día)  durante  8  días  (Batista  et  al.,  2012).  La  ausencia  de  cambios  en  la 

concentración  de  calcio  intracelular  en  todos  los  grupos,  nos  indica  que  la 

apertura  de  los  canales  de  calcio  dependientes  de  voltaje  de  la  membrana 

plasmática  no  se  ven  afectados  ni  por  la  exposición  intra‐utero  ni  por  la 

alimentación con HFD (Collins et al., 2010). 

Dos de los principales parámetros que determinan un estado prediabético 

son:  hiperglucemia  en  ayunas  e  intolerancia  a  la  glucosa.  Cabe  destacar  que 

ambos  fenómenos  se  manifiestan  en  nuestros  modelos  experimentales  de 
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estudio, tanto en el grupo BPA, HFD como en el HFD+BPA, si bien, los efectos son  

más marcados en presencia de la dieta HFD. 

2.2. Individuos de 28 semanas de vida y 24 semanas de alimentación con 

dieta rica en grasa. 

A  las 28 semanas de vida y tras 24 semanas de alimentación con HFD, se 

sigue manteniendo la hiperglucemia en plasma a las 6h de ayuno en los animales 

BPA comparado con los grupos control, HFD y HFD+BPA. Además existe una clara 

intolerancia  a  la  glucosa  en  todo  el  trazado descrito por  la  curva de  la GTT no 

consiguiendo volver a los valores basales. Se trata de una intolerancia mucho más 

marcada que  la descrita  a  las 17  semanas de  vida,  lo que nos  indica que estos 

animales BPA muestran un estado pre‐diabético más avanzado. 

El hecho de que no se observen diferencias claras entre HFD y HFD+BPA 

respecto a los controles puede ser debido a que los controles son animales viejos 

y que, por  la edad, comience a estar comprometida  la homeostasis de  la glucosa 

en  estos  animales.  Este  empeoramiento  de  la  homeostasis  de  la  glucosa  se  ve 

reflejado cuando comparamos las curvas de glucosa de los animales controles en 

las  dos  diferentes  edades  de  estudio.  En  éstas  observamos  que  los  animales 

controles de 28 semanas de vida presentan niveles más elevados de  insulina en 

ayuno,  además  de  las  glucemias  aumentadas  respecto  a  los  controles  de  17 

semanas  en  la  curva  de  la  GTT.  No  obstante,  no  encontramos  resistencia  a  la 

insulina en nuestro modelo. 

La  resistencia  a  la  insulina  se  caracteriza por una  fuerte  reducción de  la 

capacidad de la insulina para activar la vía del sustrato del receptor de la insulina 

(IRS‐1)/  fosfatidilinositol‐3‐quinasa  (PI3K), y como consecuencia una disminución 

de  la  captación  de  la  glucosa  y  la  utilización  de  ésta  en  los  tejidos  diana  de  la 

insulina. La aparición de dos mecanismos diferentes, pero complementarios, son 

necesarios para que se produzca la resistencia a la insulina. El primer mecanismo 

es el aumento en  la fosforilación de  IRS‐1 en el residuo de serina, disminuyendo 

de esta manera la afinidad de IRS‐1 a la PI3K y minimizando la activación de ésta 

última. Y el segundo mecanismo es el incremento de la expresión de la subunidad 

p85α  de  la  PI3K  (Draznin,  2006).  La  PI3K  es  una  enzima  formada  por  dos 

subunidades, una  subunidad  reguladora  (p85)  y una  subunidad  catalítica  (p110) 
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que  está  asociada  a  la  subunidad  reguladora.  La  estequiometria  normal  de  las 

subunidades es un exceso de la reguladora respecto a la subunidad catalítica, por 

lo que existe un reservorio de monómero de p85 que no está asociado a p110. El 

complejo p85‐p110, es el encargado de unirse a PI3K y activar la actividad quinasa 

de ésta por  lo que existe un balance entre el monómero p85  y el dímero p85‐

p110. Cuando  se produce un desplazamiento del balance hay una  competencia 

entre  p85  y  p85‐p110  por  los  mismos  sitios  de  unión  al  IRS‐1  fosforilado  en 

tirosina,  aumentando  o  disminuyendo  la  actividad  de  la  PI3K  (Terauchi  et  al., 

1999; Ueki et al., 2000; Mauvais‐Jarvis et al., 2002; Ueki et al., 2003). Puede ser, 

que el hecho de no encontrar en nuestro modelo resistencia a la insulina, como se 

observan en otros estudios realizados en ratones (Alonso‐Magdalena et al., 2010) 

o en otros modelos animales y dosis  (Wei et al., 2011), pueda deberse a que en 

nuestro  modelo  todavía  no  se  haya  producido  el  desequilibro  entre  las 

subunidades de  la PI3K, manteniendo de ésta manera  la actividad de  la misma, 

fosforilando a Akt y activando la translocación a la membrana del receptor Glut4. 

También puede estar ocurriendo que la fosforilación de IRS‐1 en serina no sea tan 

abundante  y  no  se  esté  inhibiendo  la  cascada  de  señalización  o  incluso  que 

todavía no se esté produciendo la combinación adecuada de ambas para inducir la 

resistencia a la insulina en los animales. 

Por otro lado, un estudio reciente de B.M. Angle y colaboradores (Angle et 

al., 2013) muestran que  la resistencia a  la  insulina en animales expuestos a BPA 

durante  el desarrollo  embrionario  es  dosis  dependiente,  ya  que  a  dosis  de  5  ó 

5000 µg/Kg/día se producen diferencias en la sensibilidad a la insulina, pero que a 

dosis  intermedias  (de 50 ó 500 µg/Kg/día) no existen diferencias  respecto a  los 

controles. Estos resultados apoyan los datos obtenidos en el año 2010 por Alonso‐

Magdalena y colaboradores en los que las crías de madres expuestas a dosis altas 

(100 µg/Kg/día), no presentan  resistencia a  la  insulina, sin embargo,  las crías de 

madres expuestas a dosis bajas (10 µg/Kg/día) sí que presentan una resistencia a 

la insulina. 

El  estudio  de  la  secreción  de  insulina  ex  vivo  nos  muestra  que  la 

intolerancia  a  la  glucosa  tan marcada  en  los  animales  BPA  comparado  con  los 

controles puede ser debida a la pérdida de respuesta a la glucosa por parte de los 

islotes. Observamos que los animales BPA, vuelven a tener valores próximos a los 

obtenidos en  los controles, perdiendo esa marcada hipersecreción que se veía a 
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las  17  semanas  de  vida.  Por  otro  lado,  los  animales HFD  y HFD+BPA muestran 

disminuida  la  respuesta  a  glucosa,  liberando  menos  insulina  que  los  islotes 

procedentes de los animales control. La disminución de secreción de insulina en el 

grupo HFD+BPA comparado con el grupo HFD, nos  indica que el BPA agrava  los 

efectos producidos por la dieta HFD en las células β de los islotes. Estas respuestas 

a la glucosa van acompañadas con una disminución del contenido de insulina a 28 

semanas de vida de los islotes comparado con el del obtenido a las 17 semanas de 

vida. Las  reducciones del contenido más drásticas se dan en  los animales HFD y 

HFD+BPA;  llegando a ser esta reducción significativa con respecto a  los animales 

controles. 

Además del efecto del BPA sobre la función de la célula beta pancreática y 

por tanto sobre  la homeostasis glucémica, recientemente se ha planteado que el 

BPA  podría  ser  un  compuesto  obesógeno  (Grun  &  Blumberg,  2007;  Sharpe  & 

Drake, 2013). En este  sentido nuestros datos muestran que  la exposición a BPA 

intra‐útero produce un  aumento de peso que  se hace  visible  a partir de  las 18 

semanas  de  vida,  si  bien  dicho  aumento  es  inferior  al  producido  por  una 

alimentación rica en grasa. 

2.3. Efectos de  la exposición a BPA  intra‐útero en  la expresión de genes 

en los tejidos periféricos. 

En  el  estudio  genético  observamos  que  los  cambios más  relevantes  se 

producen  en  el  tejido  adiposo  de  los  animales  expuestos  a  BPA,  siendo  estos 

cambios muy similares a los producidos por una alimentación rica en grasas. Estos 

cambios  son más marcados  en  los  genes  implicados  en  la  lipogénesis  y  en  la 

oxidación  de  ácidos  grasos.  Los  cambios  se  ven  claramente  reflejados,  en  la 

lipogénesis, en el gen Srebp1c, en los tres grupos de estudio, y en los genes Fas y 

Acacα,  para  los  dos  grupos  de  animales  alimentados  con  HFD,  además  de  la 

diminución de  la expresión en Pparα y Cpt1β en  la oxidación de ácidos grasos. El 

estudio  individualizado de  los efectos de una menor expresión de estos genes es 

muy  complicado,  ya  que  todos  ellos  se  encuentran  formando  parte  de  una 

compleja  red  de  comunicación  celular. De  toda  ésta  compleja  interacción  cabe 

destacar  la disminución de  la expresión de Srebp1c ya que  juega un papel muy 

importante  en  la  regulación  de  los  genes  que  codifican  para  las  enzimas 



 

 

D
IS
C
U
SI
Ó
N

 

123 

lipogénicas (Toth et al 2004 mol cell biol), siendo Acac y Fas los principales. Acac α 

está  implicado en el paso del metabolito Acetil‐CoA  a Manolil‐CoA.  Este último 

metabolito es dual, pues está implicado en la oxidación de ácidos grasos ya que es 

el regulador del sistema de transporte para que puedan entrar  los ácidos grasos 

en la mitocondria y comenzar el ciclo de la beta oxidación (McGarry et al., 1977). 

Asimismo, se encuentra implicado en la síntesis de ácidos grasos por medio de Fas 

actuando como donante de grupos metil (Abu‐Elheiga et al., 2001). Por tanto,  la 

expresión de Acacα y Fas se encuentran relacionadas. 

En  la bibliografía se ha descrito que son genes cuya expresión  indica que 

dependen de la dieta, ya que las dietas libres en grasa inducen la síntesis de Acacα 

y su actividad, mientras que las dietas ricas en grasa producen una disminución de 

la expresión Acac y de su actividad (Abu‐Elheiga et al., 2001) 

En otros modelos de investigación se ha probado que la exposición a dietas 

ricas  en  grasa  produce  una  disminución  de  la  expresión  del  gen  Fas  tras  un 

tratamiento de 4 ó 16 semanas con dietas de diferente porcentaje calórico (Jiang 

et al., 2009). La razón de no encontrar una diminución de Fas en los animales BPA, 

manteniendo  de  esta manera  el  patrón  de  comportamiento mostrado  por  los 

animales  alimentados  con HFD,  tanto  animales HFD  como HFD+BPA, puede  ser 

debido a que la activación de este gen se vea aumentada de forma basal como se 

ha demostrado que ocurre  en  línea  celular  tumoral de mama, MCF‐7,  tras una 

exposición a diferentes EDs con actividad estrogénica (Tilghman et al., 2012). 

Además,  la  disminución  de  la  expresión  de  Srebp1c,  en  los  animales 

alimentados con HFD, puede estar ligada a la diminución de la expresión de Fas. A 

su vez, todos estos genes pueden estar influidos por la tendencia al aumento del 

gen  Prkaa1  (AMPK),  ya  que  la  transcripción  de  Srebp1c  se  inhibe  por  dicha 

proteína (Zhou et al., 2001) al igual que la expresión de Fas se ve disminuida por 

una prolongada activación de la AMPK (Foretz et al., 1998). Todo esto puede llevar 

a  una  desregulación  del  metabolismo  de  los  lípidos  en  nuestros  animales  de 

estudio  mostrando  un  patrón  similar  en  los  animales  BPA  y  en  los  animales 

alimentados con HFD. 

La  interacción  entre  el  proceso  de  lipogénesis  y  de  oxidación  de  ácidos 

grasos se basa por un lado en Pparα (Fernandez‐Alvarez et al., 2011), ya que este 
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es capaz de regular  la expresión de Srebp1c, y por otro  lado en el papel dual del 

Malonil‐CoA que ya hemos discutido anteriormente. 

La  disminución  que  encontramos  en  la  expresión  de  Pparα  puede  estar 

también,  implicada en  la bajada de  la expresión de Srebp1c, ya que Fernandez‐

Alvarez y colaboradores demostraron que la expresión de Srebp1c se aumenta en 

la presencia de agonistas de Pparα y que la combinación de agonistas con insulina 

incrementa unas 7 veces el efecto. La disminución tan drástica que observamos en 

la  expresión  de  Cpt1β  en  los  animales  BPA  puede  estar  ligada  al  aumento  de 

insulina  circulante  en  plasma  (Awan &  Saggerson,  1993; Gamble &  Lopaschuk, 

1997),  por  lo  que  la  hiperinsulinemia  y  la  hiperglucemia  que  encontramos  en 

plasma pueden estar afectando a  la expresión de Cpt1 que a su vez podría estar 

causando la disminución de la expresión del transportador de ácidos grasos libres, 

Cd36/Fat, tal como se ha demostrado en músculo esquelético y cardiaco (McGarry 

et al., 1983; Rasmussen et al., 2002). 

También cabe destacar que  la  intolerancia a  la glucosa que encontramos 

en  los  animales  HFD  como  en  los  HFD+BPA,  podría  estar  causada  por  la 

disminución de la expresión del gen Slc2a4 en estos dos grupos, gen que codifica 

el  transportador  de  glucosa Glut4,  implicado  en  la  captación  de  la  glucosa  por 

parte  de  los  tejidos  periféricos.  Por  otro  lado,  el  hecho  de  no  encontrar  esta 

intolerancia  tan marcada  en  los  animales  BPA  podría  estar  vinculado  a  que  la 

expresión de este gen no se encuentra disminuida. 

Los  cambios  de  expresión  génica  que  encontramos  en  hígado  siguen  un 

patrón parecido al descrito en el estudio del tejido adiposo, pero cabe destacar el 

gran aumento de  la expresión del gen Pparγ en hígado. La esteatosis hepática o 

hígado graso  se caracteriza por un aumento de  la expresión de este gen  (Vidal‐

Puig et al., 1996; Memon et al., 2000; Bedoucha et al., 2001). Se ha comprobado 

que  la administración prolongada de TZD  (tiazolidinedionas), agonista de PPARγ, 

en  animales  obesos  KKAy,  provoca  una  esteatosis  severa  lo  que  indica  que  la 

administración de este análogo en animales con una alteración de la expresión de 

Pparγ  en  hígado  puede  acabar  afectando  el metabolismo  lipídico  en  el  hígado 

conduciendo  a  la  aparición  de  esteatosis  (Bedoucha  et  al.,  2001).  Una 

sobreexpresión  prolongada  de  Pparγ  en  los  animales  BPA,  puede  producir  la 

generación a largo plazo una esteatosis hepática en los individuos. 
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El  aumento  de  TG  y  glicerol  en  plasma  puede  estar  relacionado  con  la 

disminución de  la oxidación de ácidos grasos explicada por  la disminución de  la 

expresión de los genes implicados en ésta, que anteriormente hemos descrito en 

el apartado 5 de resultados. 

3. EL PAPEL DE BISFENOL‐A EN LA ETIOLOGÍA DE LA DIABETES. 

La  etiología  clásica  de  la  DMT2  se  define  como  la  presencia  de  una 

resistencia  a  la  insulina  en  los  tejidos  periféricos  que  provoca  de  forma 

compensatoria una  sobreproducción de  insulina por parte de  las  células  β para 

mantener unos niveles de glucemia adecuados  (Kahn et al., 2006). Cuando esta 

adaptación  fisiológica  se  mantiene  en  el  tiempo  se  produce  un  estrés  en  las 

células β que acaba desembocando en la perdida de la función y la muerte celular 

de las mismas (Kanhn et al., 2007). Durante la evolución de los animales expuesto 

intra‐utero a BPA no observamos en ningún momento una resistencia clara en los 

tejidos periféricos a la insulina, pero por el contrario, sí que observamos elevados 

niveles de insulina en plasma a las 4 semanas de vida que se mantiene hasta las 28 

semanas  de  vida.  La  presencia  de  este  aumento  de  insulina  circulante  en  los 

animales BPA, puede ser debido al menos en parte, al aumento de masa de célula 

β observado. 

El  hecho  de  mantener  niveles  elevados  de  insulina  plasmática  sin  una 

necesidad  fisiológica  aparente  podría  generar  en  el  individuo  una  constante 

activación de  las  cascadas de  señalización en  las que está  implicada  la  insulina, 

pudiendo provocar  los  cambios  fenotípicos  y genotípicos que observamos en  la 

vida  adulta  de  los  individuos  como  ocurre  en  nuestros  animales  a  las  17  y  28 

semanas de vida. En ellos observamos que la tolerancia a la glucosa está alterada 

en  ambas edades,  además de  cambios en el patrón de expresión  génica en  los 

tejidos periféricos a las 17 semanas de vida. 

En animales a los que se les transfecta copias extras del gen humano de la 

insulina,  los  niveles  basales  de  insulina  están  elevados  de  2  a  4  veces  más 

comparados con los controles. (Shanik et al., 2008). Estos animales transfectados 

tienen normopeso y presentan niveles de glucemia normales en el ayuno, pero 

muestran  una  liberación  de  insulina  excedida  a  los  estímulos  de  glucosa 

pospandrial. Ésta hiperinsulinemia pospandrial puede conducir a  la aparición de 

una  resistencia  a  la  insulina  asociada  a  una  disminución  de  la  sensibilidad  del 
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receptor  de  insulina  y  a  una  hipertriglicemia  correlacionada  con  el  grado  de 

hiperinsulinemia  (Shanik  et  al.,  2008).  Además  el  estudio  de  Meharan  y 

colaboradores,  muestra  la  relación  entre  hiperinsulinemia  y  el  desarrollo  de 

obesidad (Mehran et al., 2012). 

En  base  a  los  resultados  obtenidos  en  el  2010  en  nuestro  laboratorio 

(Alonso‐Magdalena  et  al.,  2010)  nos  planteamos  si  una  dieta  rica  en  grasa 

agravaría o aceleraría los efectos producidos por una exposición a BPA durante el 

desarrollo embrionario. Ante los datos obtenidos no vemos que una alimentación 

con  HFD  (45 %)  en  animales  expuestos  a  BPA  intra‐utero  potencie  los  efectos 

producidos  únicamente  por  una  alimentación  rica    en  grasa.  El  hecho  de  no 

encontrar  cambios en  la  combinación de HFD y BPA puede  ser debido a que  la 

dosis  de  exposición  sea  baja  o  el  tiempo  de  exposición  insuficiente,  ya  que  en 

ratas  expuestas  a  50  µg/Kg/día,  sí  que  se  produce  un  empeoramiento  de  la 

homeostasis  de  la  glucosa  cuando  se  produce  la  sinergia  de  exposición  a  BPA 

durante el periodo perinatal y la alimentación con HFD (28.5 %) (Wei et al., 2011). 

Incluso puede ser el caso que sea necesario una dieta con un porcentaje más alto 

en grasas, ya que en ratones CD1 expuestos a EDs durante el periodo perinatal, y 

alimentados con una dieta rica en grasa al 40 %, no se  llegan a producir cambios 

en la tolerancia a la glucosa a las 15 semanas de vida (Ryan et al., 2010).  

4. EXPOSICIÓN EN HUMANOS. 

Desde la aparición de los primeros estudios en los que se demostraron los 

efectos de  la exposición a BPA en  individuos, existe una controversia respecto a 

este tipo de compuestos y en particular hacia el BPA. 

En  el  año  2007,  en  el marco  la  reunión  de  expertos  “Bisphenol  A:  An 

Examination of the Relevance of Ecological, In vitro and Laboratory Animal Studies 

for Assessing Risks to Human Health”, Chapel Hill, Carolina del Norte, se estableció 

una  declaración  consenso.  En  esta  declaración  se  abarcan  los  tópicos  de  la 

exposición en humanos al BPA,  los mecanismos moleculares  in vitro del BPA, el 

efecto in vivo del BPA en animales de laboratorio, la evaluación de las evidencias 

de  la actividad carcinogénica del BPA y  la evaluación ecológica del BPA mediante 

las  evidencias  de  la  biología  comparativa.  Como  resultado  se  estableció  una 

declaración consenso en la que se indica que los estudios de toxicidad aguda y de 
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toxicidad clásica que implican el uso de dosis altas de BPA no reflejan la situación 

de exposición de los seres humanos. Se concluyó que los estudios epidemiológicos 

y  ecológicos  se  podrían  basar  en  las  evidencias  de  estudios  en  animales  de 

laboratorio,  dado  que  se  sabe  que  los mecanismos  que  pueden mediar  en  la 

respuesta  son  comunes en  los  animales de  laboratorio  y de  vida  silvestre  (vom 

Saal et al., 2007). 

A pesar de  la creación de este y otros paneles de expertos, donde se ha 

discutido  los  efectos  producidos  por  la  exposición  a  bajas  dosis  de  BPA,  las 

agencias  de  salud  alimentaria,  tanto  la  americana  (US  EPA)  como  la  europea 

(ESFA), siguen declarando al BPA como un compuesto seguro. 

La  controversia  entre  las  dosis  y  el  modo  de  exposición  se  sigue 

manteniendo  y es un motivo de debate en  los  foros  científicos, que  todavía  se 

mantiene  activo  (vom  Saal  &  Myers,  2010).  Además  de  la  publicación  en  la 

revistas  científicas  del  campo,  también  existen  informes  para  la  utilización  de 

estudios biomonitorizados por las agencias reguladoras para evaluar los niveles de 

exposición y seguridad del BPA (Vandenberg et al., 2010). 

Existen  cada vez más estudios epidemiológicos que ponen de manifiesto 

que  la población   se encuentra en constante contacto con altas concentraciones 

de  BPA.  La  agencia  nacional  de  salud  y  nutrición  de  los  EEUU  (NHANES,  US‐

National Health and Nutritional Examination Survey) ha realizado análisis de BPA 

en orina en la población americana del 2003‐2006, donde Melzer y colaboradores, 

describieron una correlación entre  la alta concentración de BPA y el diagnóstico 

de DMT2 y enfermedades cardiovasculares  (Melzer et al., 2011). Este estudio se 

basa en dos estudios previos donde se estudia la población del 2003‐2004 (Lang et 

al., 2008) y 2005‐2006 de los datos de NHANES. En el primer estudio se encontró 

una  correlación  positiva  entre  diagnóstico  de  diabetes  y  enfermedades 

cardiovasculares con altas concentraciones de BPA en orina, manteniéndose sólo 

ésta correlación en el segundo estudio con las enfermedades cardiovasculares. Al 

aumentar  la  población  de  estudio,  añadiendo  a  estos  estudios  anteriores  los 

individuos del año 2007‐2008, ésta correlación entre alta concentración de BPA y 

diagnóstico de diabetes se sigue manteniendo (Silver et al., 2011). 

Estudios recientes en la población asiática muestran como el BPA se asocia 

a un aumento de la obesidad y en particular de la obesidad abdominal, además de 
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mostrar una asociación entre el BPA y la resistencia a la insulina modulada por el 

IMC  (índice  de masa  corporal),  ya  que  la  relación  entre  el  IMC  y  el  HOMA‐IR 

(modelo  homeostático  de  evaluación  de  la  resistencia  a  la  insulina)  es  más 

acusada  en  individuos  de  alto  IMC  que  en  los  de menor  (Wang  et  al.,  2012). 

Cuando  los estudios  se  realizaron analizando  los niveles de BPA en  suero, en  la 

población  estadounidense,  se  sigue manteniendo  la  correlación  positiva  entre 

niveles de BPA  y diabetes, manteniéndose  la  asociación  tanto  en personas  con 

normopeso como en personas con sobrepeso y obesas (Shankar & Teppala, 2011). 

Además, se ha demostrado que existe un asociación positiva entre altos niveles de 

BPA  en  orina  y  prediabetes  en  individuos  no  diabéticos  (Sabanayagam  et  al., 

2013). 

Actualmente  la dosis establecida como segura por  la EPA y EFSA es de 50 

µg/Kg de peso  corporal/día. Estas agencias,  se basan en el  LOAEL de 50 mg/Kg 

peso  corporal/día para  establecer  el  límite  inferior  a partir del  cual  se  generan 

efectos  adversos  en  los  animales  de  laboratorio  (Wetherill  et  al.,  2007).  Cabe 

destacar que los resultados expuesto en la presente tesis, han sido realizados con 

dosis cinco veces más bajas (10 µg/Kg de peso corporal/día) que la establecida por 

las diversas agencias de seguridad y salud. Lo que nos está indicando la necesidad 

de generar nueva legislación para poder frenar los problemas de salud pública que 

pueda  generar  la  exposición  a  este  ED.  Dado  que  cada  vez  más  número  de 

trabajos muestran, junto con nuestros resultados, que la exposición a bajas dosis 

de BPA es capaz de modificar la fisiología normal de los individuos expuestos a él, 

se puede considerar que una exposición a BPA durante el desarrollo potencia  la 

aparición  de  desórdenes  en  la  vida  adulta  de  los  individuos.  Por  tanto,  son 

necesarios,  la realización de estudios exhaustivos de  los efectos a  largo plazo de 

una exposición a BPA, así como una regulación estricta para su utilización. 
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Los  resultados  aportados  en  el  presente  trabajo  demuestran  que,  una 

exposición a Bisfenol‐A durante el desarrollo embrionario provoca: 

 

1. Un aumento en la masa de célula beta. 

2. Un aumento de  los niveles de  insulina circulantes en animales que no 

precisan de esta adaptación fisiológica. 

3. Desregulación de la homeostasis de la glucosa en los individuos en edad 

adulta. 

4. Cambios en  los patrones de expresión génica en  los tejidos periféricos, 

siendo éstos más importantes en el tejido adiposo. 

5. La exposición a Bisfenol‐A se asemeja a  los efectos producidos por una 

alimentación rica en grasa. 
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