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1. LA DIABETES MELLITUS.

La Diabetes Mellitus (DM) se define como un desorden metabdlico de causas
multiples caracterizado por la presencia de hiperglucemia crénica asociada a
alteraciones en el metabolismo de los hidratos de carbono, proteinas y grasas.
Ademads puede acompaiiarse de los sintomas de poliuria, polifagia, polidipsia y
pérdida de peso en los individuos sin causa aparente (Vidal-Puig et al., 2012). El
principal causante de estos sintomas es una baja o nula produccién de insulina
junto con una resistencia a la insulina en sus tejidos diana. La consecuencia de
este déficit en la secrecidon de insulina o en su actividad da lugar a una alteracion
en la homeostasis de la glucosa, produciendo un aumento de los niveles de
glucosa en plasma, al no producirse captacion de la glucosa por parte de los
tejidos periféricos, fundamentalmente, el higado, el musculo 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 mas frecuentes. La DMT1, también
conocida como insulinodependiente, se caracteriza por una destruccién
autoinmune de las células B 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 afios.

La DMT2 se caracteriza por una resistencia a la insulina por parte de los tejidos
periféricos encargados de la homeostasis de la glucosa (higado, musculo y tejido
adiposo principalmente), acompafiada por una disminucidon de la secrecién de
insulina por la célula B.

Los datos mas recientes sobre la prevalencia de esta enfermedad (Chen et al.,
2011) indican que, en 2010, 285 millones de personas en el mundo padecian DM,
dentro de los cuales el 90 % eran diabéticos tipo 2. Las perspectivas de evolucion
de dicha enfermedad apuntan a que el nimero de casos en 2030 sera de 439
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millones de personas, lo que representa el 7.7 % de la poblacién adulta del
mundo, incluida en un rango de edades de 20 a 79 aiios (Figura 1).

a
374
53.2
42%
18.0
29.6
65%
World
2010 = 285 million ¥
2030 =439 million d
Increase 54%

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

En el caso concreto de la poblacion espanola, un estudio reciente
subvencionado por el Instituto de Salud Carlos lll, muestra que casi el 30 % de la
poblacién estudiada presenta algun tipo de alteracion en el metabolismo de los
carbohidratos. La prevalencia de DM en la poblacién espafola es de un 13.8 %, de
los cuales un 6 % iniciaron el estudio sin tener conocimiento de que padecian la
enfermedad. Ademas, los resultados mostrados por el estudio indican que la
prevalencia de la diabetes y de alteraciones en la regulacion de la glucosa
aumenta con la edad y es mas frecuente en hombres que en mujeres (Soriguer et
al., 2012).

El elevado indice de prevalencia de la DMT2 pone de manifiesto la importancia
de llevar a cabo futuros estudios para la mejor comprensién de la enfermedad, asi
como mejoras en su tratamiento y, sobre todo, cobran especial importancia los
estudios para la prevencién de la aparicidn de la diabetes tipo 2.
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2. FISIOLOGIA DEL PANCREAS ENDOCRINO.

El pancreas es una glandula con funcidn exocrina y endocrina. Posee un color
blanco rosado y una consistencia firme, con una morfologia caracteristica de
prisma alargado e irregular. El pancreas endocrino es el encargado de controlar el
metabolismo de los hidratos de carbono, manteniendo la homeostasis de la
glucosa en el organismo mediante la liberacion al torrente sanguineo de
diferentes tipos de hormonas. Su unidad funcional son los islotes pancreaticos o
de Langerhans y se encuentran embebidos dentro del pancreas exocrino de
manera aleatoria. Los islotes pancredticos son estructuras pluricelulares con una
alta organizacion estructural y funcional. Esta estructura estd constituida por cinco
tipos celulares (Figura 2):

- Las células alfa (a) son las encargadas de la secrecidon de glucagén vy
representan el 10-15 % de la poblacion celular del islote. En ratones se
localizan principalmente en la periferia del islote.

- Las células beta (B) forman la poblacién mayoritaria, 65-90 %, y son las
responsables de la secrecién de insulina. En ratones se localizan formando
el nucleo del islote.

- Las células delta (8), 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 a, se distribuye preferentemente en la periferia del islote.

- Las células PP, fuente del polipéptido pancreatico.

- Las células épsilon (g) son las productoras de grelina y constituyen, junto
con las PP, el 1 % restante.

Cémo se muestra en la Figura 2, la arquitectura del islote de Langerhans y la
composicion porcentual de los diferentes tipos celulares cambia dependiendo de
la especie. La principal diferencia entre los islotes humanos y de ratén es el patrén
de distribucién heterogéneo de los diferentes tipos celulares, donde se
encuentran las células B (54 %) entremezcladas con los demas tipos celulares, las
células a que representan un 35 % y las 6 un 11 % (Brissova et al., 2005; Cabrera
et al., 2006).
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Mouse

Non-human primate

Human

Figura 2. Imagen fluorescencia de islotes de Langerhans en diferentes modelos. Células B: verde;
células a: azules; células 6: rojas. Tomado de S. Seino y G.I. Bell (Seino & Bell, 2008).

3. CELULA BETA PANCREATICA.

La célula beta es el componente mayoritario del islote de Lanhergans y
tiene como principal funcién la sintesis y secrecidn de insulina en respuesta a
diversos nutrientes, hormonas y estimulos nerviosos, manteniendo de este modo
los niveles de glucemia en un rango éptimo. Este es un proceso complejo en el
gue participan distintos tipos de canales idnicos asi como la maquinaria
exocitotica celular y en el que el metabolismo glucidico y la actividad eléctrica de
la membrana juegan un papel muy importante.

3.1. Acoplamiento estimulo-secrecion.

La célula beta actia como un sensor de glucosa, gracias a la presencia de
un transportador especifico de baja afinidad y alta capacidad denominado GLUT-
2, el cual permite un rapido equilibrio entre las concentraciones de glucosa intra 'y
extracelular (Johnson et al., 1990).
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Cuando la glucosa alcanza el espacio citosélico por la accién del
transportador GLUT-2, ésta se incorpora a la via glucolitica y se metaboliza a
piruvato, que a su vez es catabolizado a nivel mitocondrial, dando lugar a ATP y
NADPH. Este proceso metabdlico conduce a un incremento de la razén de
ATP/ADP (Adenosina Trifosfato/ Adenosina Difosfato), lo que conduce al cierre de
los canales de potasio sensibles a ATP (Katp) (figura 3).

. . ATP-sensitive
9'“'3053. potassium
uptake channel

glycalysis,
i respiration
L

glucockinase

.P‘P

voltage-gated
calcium channel

insulin release . .

storage granules
@2@@‘-! EETA CELL ETIOLOGY CONSORTIWN

Figura 3. Acoplamiento estimulo-secrecion en célula beta pancredtica. Imagen tomada de
www.betacell.org.

Cada célula presenta numerosos canales Karp y su actividad es la que
determina el potencial de reposo de membrana de la célula B (Ashcroft et al.,
1984; Dunne & Petersen, 1986; Misler et al., 1986). En el ratdn, cuando la
concentraciéon de glucosa se situa alrededor de 5-7 mM, el nimero de canales Katp
cerrados es suficiente para alcanzar el umbral de despolarizacién de la membrana
plasmatica (Ashcroft et al., 1984). Esta despolarizacion 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 patron oscilatorio. Esto se traduce en la exocitosis de las vesiculas de
insulina (Valdeolmillos et al., 1992; Aizawa et al., 1998). Como resultado, se
producird la liberacion de la insulina de la célula B al torrente sanguineo, que
posteriormente actuard sobre los tejidos diana como comunicador de la presencia
de glucosa en sangre (Ashcroft & Rorsman, 1989).

Cuando se encuentran aisladas las células B presentan un patrén
heterogéneo en la respuesta a glucosa. Sin embargo, esta heterogeneidad se
convierte en un patron homogéneo y Unico de respuesta cuando las células
integran el islote. Dicho patrén es apreciable en la actividad eléctrica, en el calcio
intracelular y en la liberacién de insulina. Este fendmeno se debe a que las células
B, en el islote de Langerhans, se encuentran eléctricamente acopladas mediante
unos canales intercelulares dando lugar a una estructura de sincitio, que
proporciona una continuidad citoplasmatica respecto a los iones y a las moléculas
pequeiias. Estos canales reciben el nombre de uniones de hendidura o gap-
juntions y parecen jugar un papel importante en la sincronizacidon del islote
(Santos et al., 1991; Valdeolmillos et al., 1993).

Ademas del papel principal ejercido por el calcio intracelular, el proceso
secretor estd regulado por otros segundos mensajeros. Dos sistemas enzimaticos
regulan la concentracidn intracelular de Adenosina Monofosfato ciclica (AMPc), la
adenilato ciclasa (AC), cuya activacion genera AMPc y pirofosfato inorganico (PPi)
a partir del ATP, y las fosfodiesterasas (PDEs), que metabolizan el AMPc. El
incremento en los niveles de AMPc conduce a la activacion de quinasas
dependientes de AMPc, también denominadas PKA, que a su vez activan toda una
cascada de seiializacién en la que se engloban fendmenos tales como la
fosforilacion de proteinas plasmaticas y vesiculares, el aumento en los niveles de
calcio intracelular y la fosforilacion de factores de transcripcién, lo que se
traduce, como ultimo paso, en una potenciacion en la secrecién de insulina a largo
plazo (Jones & Persaud, 1998). Ademas, el AMPc es capaz de promover la
secrecion de insulina a través de un efecto directo sobre la maquinaria secretora
(Ammala et al., 1993).

Ademas, la glucosa aumenta los niveles de Guanidina Monofosfato ciclico
(GMPc). Un aumento en los niveles de GMPc conduce a la activacion de la
proteina quinasa G (PKG), que posteriormente producird la fosforilaciéon del canal
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Katp, lo que en ultimo término se traduce en una potenciacion de la secrecion de
insulina (Ropero et al., 1999). Y por otro lado, la inhibicién del enzima guanilato
ciclasa (GC) soluble bloguea la secreciéon de insulina inducida por glucosa
(Laychock et al., 1991; Jones et al., 1992; Green et al., 1993)

Otra accién clave en el proceso secretor es la hidrdlisis del fosfatidilinositol
en respuesta a la activaciéon del receptor muscarinico de acetilcolina. La activacién
de dichos receptores activa a una proteina G, que a su vez activa a la fosfolipasa C,
la cual provoca la hidrdlisis del fosfatidilinositol en inositol trifosfato (IPs) y
diacilglicerol (DAG). El primero se encuentra implicado en la liberaciéon de calcio
intracelular y el segundo, en la activacion de la proteina quinasa C (PKC), que se
sabe que estd implicada en la segunda fase de la secrecion de insulina, como se ha
demostrado utilizando inhibidores de la PKC, como staurosporina y Go 6976, ya
gue son capaces de bloquear esta segunda etapa secretora (Zawalich & Zawalich,
2001).

Existen otros enzimas relacionados con la liberacion de la insulina, como
las tirosinas quinasas o la via de las MAPK (RAF/MEK/ERK), implicadas en la
transcripcidén del gen de la insulina. La glucosa produce un incremento de la
actividad de ERK1/2 en el nucleo de la célula B. El uso de inhibidores de MEK1/2
provoca la no activacién de ERK1/2, que conlleva la supresion de la transcripcidon
del gen de la insulina en respuesta a estimulos de glucosa (Khoo et al., 2003).

4. IMPLICACION DEL AMBIENTE FETAL EN LA ETIOLOGIA DE LA
DIABETES.

En la actualidad, existen numerosas evidencias, incluyendo estudios
epidemioldgicos, clinicos 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 crénicas. De este modo, la
plasticidad en el desarrollo, definida como la habilidad de los organismos para
desarrollarse mediante diferentes vias, dependiendo del ambiente particular, se
convierte en un aspecto clave del desarrollo (Bateson et al., 2004).

La plasticidad durante el desarrollo requiere la modulacidon de la expresién
génica que estd 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 expresion).
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La interaccion del genoma (informacion genética de un organismo) y del
epigenoma (informacién epigenética global de un organismo) influye en la
maduracion del fenotipo y determinan la posterior sensibilizacion a factores
ambientales y, en consecuencia, el riesgo de padecer enfermedades en la edad
adulta.

La hipdtesis del origen fetal de la enfermedad (en inglés llamada
“developmental-origins of disease hypothesis”) propone que un ambiente
intrauterino adverso determina la aparicidén de respuestas adaptativas en el feto,
gue provocan cambios en la fisiologia del individuo. Esos cambios persisten tras el
nacimiento y pueden contribuir al desarrollo de enfermedades crénicas y
complejas propias del adulto. La respuesta fetal o perinatal incluye cambios en el
metabolismo, en la produccién hormonal y en la sensibilidad a hormonas,
afectando al desarrollo de diferentes drganos y dando lugar a alteraciones
fisiolégicas permanentes (Gluckman et al., 2008). La relacion 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 érganos 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 modulacion de
la expresidon génica dependiendo del ambiente in utero puede llegar a ser mas
importante que el riesgo genético (Gluckman et al., 2008).

Actualmente, existen numerosos estudios en los que se asocia la aparicion de
enfermedades como la obesidad, la hipertensiéon o incluso la DMT2, como
consecuencia de condiciones adversas durante la gestacion y la lactancia. Ya en el
afio 1992, C.N. Hales y D.J. Barker (Hales & Barker, 1992), publicaron un trabajo
pionero en el campo y postularon la hipdtesis del fenotipo ahorrador, en inglés
“the thrifty phenotype hypotesis”, en la que proponian que no sélo la DMT2, sino
también los principales componentes del sindrome metabdlico, parecian tener
parte de su origen en la vida temprana. Esta hipdtesis se basd en los estudios
realizados en la poblacion 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 desnutricion
por la carencia de alimentos. En base a estos estudios, se concluyé que la DMT2 es
el resultado de un estado ahorrativo nutricional del feto o del recién nacido. Este
estado ahorrativo provoca una reduccion del crecimiento de las células beta y del
islote de Langerhans. Mientras que el individuo persista en una situacién de
desnutricidén, no sera necesario aumentar la produccion de insulina, pero cuando
se produzca una situacién de normo o sobrenutricién, se genera un estado
diabético debido a la reduccion de la funcién de la célula beta (Hales & Barker,
2001). Por tanto, se demostré que la malnutricidon en la época fetal y neonatal
produce efectos perjudiciales para el desarrollo y funcién de la célula B,
ocasionando, como consecuencia, defectos en la anatomia, vascularizacion e
inervacion del islote, y dando lugar a una predisposicion para un posterior
desarrollo de DMT2 (figura 4).
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Figura 4. Diagrama representativo original de la hipotesis del fenotipo ahorrador. Imagen
modificada tomada de C.N. Hales and D.J.P. Barker (Hales & Barker, 2001)

Ademas del modelo de desnutricién intra-Utero o neonatal, existen otros
estudios donde encontramos una relacidn entre la obesidad materna, la diabetes
gestacional y la posterior aparicién del sindrome metabdlico. 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 codmo una hiperglucemia materna puede llevar a una hiperinsulinemia
fetal y a una acumulacidn de grasa, por lo que los hijos de madres obesas o con
diabetes tienen un mayor riesgo a desarrollar desérdenes metabdlicos. Por tanto,
la relacion entre la nutricion prenatal y el posible desarrollo de enfermedades
metabdlicas presenta una distribucién 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 dia de hoy, existe una tendencia a considerar que la DMT2 es un conjunto
heterogéneo de anomalias metabdlicas que incluyen la disfuncién de multiples
drganos. Estas anomalias estan basadas en el concepto de la programacion fetal y
plasticidad de los drganos. Ademds, es necesario un marco conceptual amplio,
como la programacion durante el desarrollo embrionario, para comprender las
multiples disfunciones organicas en la DMT2 y las diferencias que se producen con
el tiempo y edad entre los pacientes diabéticos (Figura 5) (Vaag et al., 2012).
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Figura 5 Esquema conceptual del origen del desarrollo de la diabetes tipo 2 como muiltiples
defectos en los 6rganos. Imagen tomada de AA Vaag et al, 2012.
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5. LOS DISRUPTORES ENDOCRINOS EN LA ETIOLOGIA DE LA DMT?2.
5.1. Definicion de disruptor endocrino.

Segun la definicion de la Organizacion Mundial de la Salud (WHO) los
disruptores endocrinos (ED) son agentes exdgenos o mezcla de ellos que altera la
funcion 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 quimicos ambientales con actividad estrogénica
encontramos:

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

- Antioxidantes: alquilfenoles, butil-hidroxi-anisole.

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

- Desinfectantes: fenil-fenol.

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

Los ED ejercen su efecto mediante la imitacion de las hormonas enddgenas
como los estrégenos o los andrégenos, la antagonizaciéon de las hormonas
endogenas, la alteracién de los patrones de sintesis y metabolismo de las
hormonas y la modificacidon de los niveles de receptores hormonales (Markey et
al., 2002).

A pesar de que el efecto de los quimicos ambientales es menos potente que el
de las hormonas enddgenas 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 cdmo bajos niveles, aparentemente insignificantes, de
xenoestréogenos, como el BPA, pueden tener un efecto cuando se afiaden a los
niveles hormonales enddgenos (Silva et al., 2002). Ademds 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 vias alternativas no clasicas (Nadal et al., 2001; Ropero
et al.,, 2006). Ademads, algunos disruptores siguen un patrén de curvas dosis-
respuestas no monotdnicas (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 fenédmeno, que ya era conocido en el mecanismo
de accidén las hormonas esteroideas, fue descrito por primera vez mediado por un
disruptor endocrino en la préstata de los ratones. La exposicidn fetal a dosis bajas
de estradiol, DES y BPA, produce un aumento en el tamafio de la préstata que
persiste hasta la edad adulta (Nagel et al., 1997; Markey et al., 2002).

El efecto deletéreo de los disruptores varia dependiendo de la edad y del tipo
de organismo que recibe la exposicion, siendo el desarrollo embrionario un
periodo critico para la sensibilizacion a hormonas tanto enddgenas como
exogenas. Esta “peligrosidad” depende de en qué momento del desarrollo nos
encontremos y del érgano, por lo que, para entender cual es el impacto de la
exposicién 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 Endocrinologia de los EEUU (Zoeller et al., 2012), en el cual se esta
discutiendo la definicion de ED. Ademas, dentro de esta discusion se esta
enmarcando los principios endocrinélogos que hay que incorporar al disefo 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 area de la salud. La agencia de
Proteccién Medioambiental de los EEUU (EPA, acrénimo de sus siglas en inglés
Environmental Protecction Agency) define ED como agentes exdgenos que
interfieren con la sintesis, secrecion, transporte, unién, accién o eliminacién de las
hormonas naturales del cuerpo que son responsables del mantenimiento de la
homeostasis y la regulacion de los procesos de desarrollo (Kavlock et al., 1996). La
Unién 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 exdgenas que causan efectos adversos en la salud en organismos
intactos o en su progenie y cambios en la funcién endocrina de manera
secundaria (Commission, 1996). Estas dos definiciones se suman a la ya definida
anteriormente por parte de la Organizacion Mundial de la Salud (T Damstra,
2002). La Sociedad de Endocrinologia EEUU propone que la capacidad de un
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quimico para interferir con la accién de una hormona ya es, per se, un claro
inductor de resultados adversos, pero ademas se debe tener en cuenta factores
como la dosis, el tiempo de exposicion y/o los periodos criticos de alta
sensibilizacién el riesgo. La propuesta de definicién de la Sociedad de
Endocrinologia EEUU es una modificacion 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 quimica utilizada fundamentalmente
como mondmero empleado en la fabricaciéon de plasticos de policarbonato y
resinas epoxi (Figura 6A). También es utilizado en la fabricacion de resinas de
poliéster, polisulfona y poliacrilato y de retardadores de llama. Ademas, es uno de
los compuestos quimicos con mayor volumen en el mercado. El policarbonato se
utiliza en la fabricacién de materiales en contacto con alimentos, botellas de agua,
leche y otras bebidas, equipos de procesamiento y tuberias de agua. Las resinas
epoxi se usan como revestimiento de proteccion de diversas latas de alimentos y
bebidas, y como revestimiento de las tapas metadlicas de jarras y botellas de vidrio,
incluidos los envases de las preparaciones para lactantes. Estos usos provocan la
exposicion de los consumidores al BPA a través de la alimentacion.
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Figura 6 El Bisfenol-A (BPA). A) Estructura quimica del BPA. B) Modo de liberaciéon del mondmero
de BPA a partir del policarbonato. Figura modificada de Welshons, W.V. y colaboradores
(Welshons et al., 2006) .

Ya en el afio 1936 fue puesto de manifiesto la capacidad estrogénica del BPA
por parte de Dodds y Lawson (Dodds & Lawson, 1936). En 1982 Feldman vy
colaboradores describieron que el BPA, que se liberaba como consecuencia del

autoclavado de los flash de policarbonato, producia un efecto estrogénico
(Feldman et al., 1982).
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La liberaciéon del BPA o de sus derivados se produce por una polimerizacidon
incompleta en el proceso de fabricacion o una despolimerizacion como
consecuencia del tratamiento a altas temperaturas o con medios acidos 6 basicos
(Figura 6B), de modo que podemos encontrar niveles del orden de 4-23 pg/lata en
lo que se refiere a alimentos (Brotons et al., 1995) y 7-58 ug/g de bebida (Biles,
1997).

La Red Internacional de Autoridades en Materia de Inocuidad de los Alimentos
(INFOSAN), la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y la Organizacién de las
Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién (FAO), emitieron un informe
en el afio 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 pg/kg de peso corporal en los lactantes amamantados, 2.3
ug/kg de peso corporal en lactantes alimentados con sucedaneos de leche
materna en biberones fabricados sin policarbonatos, 11 ug/kg de peso corporal
cuando se usaban biberones fabricados con policarbonatos y 1.5 ug/kg de peso
corporal en adultos (http://www.who.int/). La evaluacién de la exposicion

humana diaria a BPA en el grueso de la poblacidon, medida mediante el control de
la excrecién urinaria de metabolitos de BPA varia enormemente, pero se calcula
gue en EEUU llega hasta los 0.16 pg/kg de peso corporal y en Japdn se encuentra
entre 0.04-0.08 pg/kg de peso corporal. Ademas, 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 exposicion 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 a-fetoproteina
(proteina de union a estrégenos que previene que los estrogenos maternos
entren en la circulacién del feto) con una menor afinidad que la del estradiol. La
presencia del BPA en los fetos de ratén y en el liguido amnidtico es mayor que la
concentracion sanguinea de la madre durante la exposicion materna (Diamanti-
Kandarakis et al., 2009).
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La dosis diaria establecida como segura por la EPA es de 50 ug/Kg de peso
corporal asumiendo que la principal forma de exposicion es via 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/dia. Los métodos para establecer los
niveles de exposicion segura se basan en los criterios de la toxicologia clasica,
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 Unica fuente importante de exposicién y que la vida media
del BPA en humanos es mayor de lo esperado (Stahlhut et al., 2009).

En el afio 1997 se demostré por Vom Saal y colaboradores (vom Saal et al.,
1997), que pequefios cambios en la concentraciéon de estrégenos (estradiol o
dietilestilbestrol) durante el desarrollo fetal es capaz de aumentar de forma
permanente el receptor de andrégenos prostatico y el tamafo de la préstata.
Actualmente ha crecido el numero de publicaciones en el que se aborda la
exposicion a BPA via fetal. En ratonas gestantes a las que se les administraron 25y
250 ng/Kg peso corporal/dia durante 14 dias, empezando el dia 8 de gestacion, se
muestran afectados ciertos aspectos del desarrollo de las descendientes hembras.
A dia 18 de gestacion los fetos de las madres expuestas a la dosis mas alta de BPA
presentan modificados los pardmetros de crecimiento de la glandula mamaria
(Vandenberg et al., 2007b). Por otro lado, ratonas virgenes expuestas al BPA en el
periodo perinatal, tras seis meses de edad muestran glandulas 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). Ademas, a los tres meses de vida se
observé hiperplasia intraductal, que es considerada una lesién preneoplasica
(Vandenberg et al., 2008).

La exposicion intra Utero desde el dia 9 de gestacion hasta el dia 1 postnatal
muestra que el 33 % de las ratas expuestas a 250 pug/Kg peso corporal/dia
desarrollaron carcinomas in situ en la glandula mamaria, mientras que los
animales no expuestos no desarrollaron neoplasia (Murray et al., 2007). Estos
canceres solo se observaron cuando los animales llegaron a edad adulta. Por lo
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gue se concluye que la exposicion intra Utero a BPA incrementa de tres a cuatro
veces el numero de lesiones precancerosas (proliferaciéon intraductal),
observandose éstas sélo 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 pancreatica. El dietilestilbestrol (DES), el BPA'y
el 17-B-estradiol (E,) son capaces de aumentar las sefales de calcio inducidas por
la glucosa en islotes de Langerhans (Nadal et al., 2000), aumentar la fosforilacion
de CREB (Quesada et al., 2002) y alterar la entrada de calcio en las células a
(Alonso-Magdalena et al., 2005). Estudios in vivo muestran que la exposicion a
una Unica dosis de 10 ug/Kg BPA o de E, 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 ug/Kg por dia de BPA durante
cuatro dias, presentan intolerancia a la glucosa y resistencia a la insulina. Al
estudiar las células beta de estos islotes, se observa un aumento de la secrecién y
contenido de insulina, lo que conlleva una hiperinsulinemia en plasma en estado
de saciedad (Alonso-Magdalena et al., 2006). Los efectos del E; 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 exposicidon directa de los islotes a E; o BPA durante 48 horas provoca un
aumento en la expresiéon del gen de la insulina que conlleva un aumento del
contenido de ésta y una mayor liberacion por parte del islote, afectando de
manera directa ambos compuestos a la funciéon de la célula beta (Alonso-
Magdalena et al., 2008). Por tanto, el BPA potencia de manera directa la secreciéon
de insulina estimulada por la glucosa, favoreciendo una hiperinsulinemia
postpandrial y una resistencia a la insulina (Alonso-Magdalena et al., 2006; Batista
etal., 2012).

Por otro lado, también se ha visto que el BPA es capaz de disminuir la
liberacion 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 disminucion de la liberacion de la
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adiponectina favorece la resistencia a la insulina (Whitehead et al., 2006), que
puede desembocar en la aparicion de DMT2 cuando es combinada con una
predisposicion genética o ante situaciones de estrés metabdlico.

Algunos estudios muestran que los contaminantes orgdnicos 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 ratén, cuando son expuestas a POPs (a
concentraciones nanomolares) muestran una disminucion de la respuesta a la
insulina y una bajada en la expresion de genes inducidos por la accién de la
insulina y que estan implicados en la homeostasis de lipidos. Estos experimentos
muestran una relacion causa-efecto directo de la exposicién a POPs y la
resistencia a la insulina (Ruzzin et al., 2010).

5.4. Vias de actuacion de los estrégenos y el Bisfenol-A.

Los estrdogenos ejercen una gran variedad de efectos en diversos tipos
celulares y se encuentran implicados en distintas vias metabdlicas y celulares.
Estos efectos pueden iniciarse tanto en el nucleo celular como en el citoplasma.
Los efectos nucleares estan asociados a los receptores de estrogenos alfa (ERa) y
beta (ERB) que actuan como factores de transcripcidon uniéndose al elemento de
respuesta de estrégenos (ERE) (Beato & Klug, 2000). Ademas pueden modular la
expresion génica gracias a la interferencia con otros factores de transcripcién Sp-1
o AP-1 (Safe & Kim, 2008). Por otro lado, los estrogenos pueden actuar a través de
vias extranucleares en las cuales el ligando se une al receptor de ERa o ERPB
asociados a la membrana o en el citosol (Kelly & Levin, 2001; Pedram et al., 2006).
Esta iniciacidn rapida extranuclear de los efectos de los estrégenos se ha llamado
clasicamente via no gendmica. Actualmente se denomina preferentemente
efectos iniciados fuera del ntdcleo (Hammes & Levin, 2007), ya que esta activacion
rapida produce una cascada de sefalizacion que muchas veces acaba como
resultado final con la activacién de factores de transcripcion y la consiguiente
regulacién de la expresién de genes (Ropero et al., 2006; Lange et al., 2007).

En el aifio 1967, Hans Selye publicd un estudio en el que se analizo el efecto
de distintas hormonas esteroideas, poniendo de manifiesto que no sélo existen

50



diferencias en la duracion de sus efectos, sino que estos efectos implican gran
variedad de receptores y de vias de sefializacion (Selye, 1967).

Actualmente se sabe que gran parte de estos efectos estan mediados por los
denominados receptores clasicos de estrégenos ERa y ERB, que se localizan
principalmente en el nucleo y el citoplasma.

Durante varias décadas se creyd en la existencia de un Unico receptor, pero
estudios en los que se observé cédmo 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 provocdé un cambio en la nomenclatura, de modo que se denominé al
primer receptor clonado como receptor ERa y al mds recientemente clonado
como ERB.

Estructuralmente existe un 96 % de homologia entre ambos receptores en la
region de unién al ADN, mientras que la homologia en la regién de unién al
ligando es del 53 %. Este hecho sugiere que ERa y ERB 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 clasicamente han sido asociados a mecanismos
gendmicos asociados a los receptores intracelulares descritos anteriormente.
Actualmente esta vision ha ido cambiando y se sabe que no todos los efectos del
E, cursan de este modo, sino que también actian a través de otras rutas de
sefializacion en las que participan proteinas citoplasmaticas, factores de
crecimiento o respuestas iniciadas en la membrana plasmatica (figura 7).
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Figura 7. Mecanismo de accion de los estrogenos a través de los receptores intracelulares
clasicos y de los presentes en la membrana plasmatica. Esta figura muestra la complejidad de los
mecanismos empleados por el estradiol para producir sus efectos: los efectos nucleares cldsicos
por una parte y, ademas, una serie de vias alternativas a través de un receptor en la membrana
plasmatica, que produce tanto efectos gendmicos como no gendémicos. Modificada de (Nadal et
al., 2009).

Cuando la accidn estrogénica transcurre en el nucleo con la participacién
directa de los ERs como factores de transcripcién sin que se requieran pasos
previos de sefializacidn, nos referimos al efecto nuclear o via clasica. El resto de
mecanismos han sido denominados vias de sefializacidn no cldsicas o alternativas
(Bulayeva & Watson, 2004; Watson et al., 2005; Wozniak et al., 2005; Watson et
al., 2007). Estas pueden ser iniciadas en la membrana, el citoplasma vy
posiblemente en la mitocondria, dando lugar a efectos locales directos, como la
modulacion de la actividad de canales iénicos o la regulacién de la transcripcion
génica a través de la activacion de distintas cascadas de sefializacién (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 activacion de la ERK o de la PI3K (Fosfatidil inositol 3 kinasa). En
otros tipos de células, cuando el E; se une al ER provoca la activacién de calcio, de
la proteina quinasa C o de la quinasa Scr (Levin, 2009).

Con respecto a la fisiologia del pancreas endocrino, se sabe que el E; es
capaz de modular la funcién de la célula beta pancreatica. Los primeros trabajos
gue demostraron que el E, era capaz de aumentar la liberacion de insulina datan
de los anos 70 (Sutter-Dub et al., 1978; Sutter-Dub, 1979, 2002). Estudios
posteriores confirmaron el efecto insulinotropico del E, y describieron el
mecanismo de accién que mediaba dicho fendmeno (Nadal et al., 1998; Ropero et
al., 1999). Se demostré que el estradiol provoca la sintesis de GMPc vy la
activacion de la proteina quinasa G (PKG), produciendo el cierre del canal Karp
mediante la PKG. Este cierre produce una despolarizacion de la membrana
plasmatica y un aumento en la concentracion de calcio intracelular (Ropero et al.,
1999) que desencadenaba un aumento rdpido en la liberacion de insulina. Ademas
se vio que antagonistas como el ICI182.780 no bloquea el efecto del E,
anteriormente descrito, lo que hizo pensar que un receptor de estrégenos no
clasico mediaba esta acciéon (Nadal et al, 2000; Ropero et al., 2002).
Posteriormente nuevos resultados demostraron que el mecanismo era mads
complejo de lo inicialmente descrito, y que el receptor de estrégenos ERB estaba
involucrado en la regulacién réapida del Karp por el E; y en la consecuente secrecion
de insulina (Soriano et al.,, 2009; Soriano et al., 2012). Mediante el uso de
agonistas de ERa y ERB (PPT y DPN) asi como de ratones ERBKO (-/-), se demostrd
que este rapido incremento de la secrecidn de insulina era mediado por el
receptor ERB. Curiosamente el BPA a la misma concentracion que el E; (1nM) era
capaz de provocar el mismo efecto. Los resultados del estudio mostraron que
cuando el E; o BPA se unen a ERB, se activa el receptor de la guanilato ciclasa A de
membrana, por un mecanismo todavia desconocido. Como consecuencia, se
produce la activacion de la PKG, por el GMPc, produce el cierre del Karp vy el
aumento de la secrecion 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 E; como el BPA, a las mismas dosis
son capaces de regular la sintesis y contenido de insulina a largo plazo. En el afio
2008 se demostréd que la exposicion de islotes de Langerhans durante 48 h en
presencia de E; o BPA 1 nM desencadenaba un aumento en el contenido de
insulina. Dicho aumento se asemejaba al producido por el agonista de ERa (PPT),
mientras que el agonista de ERB (DPN) no produce tal efecto, indicando que ERa
media este efecto. Estos resultados fueron confirmados mediante la utilizacion de
ratones knockout tanto para los ERa (EraKO) como para ERB (ERBKO). Ademas se
observd que el aumento en el contenido de insulina se producia como
consecuencia de una sobreexpresion del gen de la insulina. Se comprobd ademas
que la activacién de la transcripcion del gen de la insulina se producia via ERK1/2
que a su vez activa al factor de transcripcion NeuroD1 (Alonso-Magdalena et al.,
2006; Alonso-Magdalena et al., 2008; Wong et al., 2010) (Figura 8).

BPAE2
(1nM) \ ®E2, BPA (1nM)

X
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e ERp and
| ncmER

Figura 8. Mecanismo de accién del
estradiol/BPA a través de los
receptores intracelulares clasicos y
de los presentes en la membrana
plasmatica en la célula beta. Esta
figura muestra las diferentes vias de
actuacion 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 definicién 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 epidemioldgicos en los que se asocia la
exposicién 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 exposicién intra-Utero, 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
especificos:

1. Caracterizacidn fisioldgica de los pardmetros implicados en la homeostasis
de la glucosa en la edad adulta de 4 y 7 meses de los individuos expuestos
a BPA durante los dias 9 a 16 de gestacion.

2. Estudiar las modificaciones estructurales y funcionales que se producen en
el pancreas endocrino de dicho modelo.

3. Estudiar las posibles complicaciones adicionales que pueda generar una
alimentacion rica en grasa en dicho modelo.

4. Caracterizacion fisioldgica de los parametros implicados en la homeostasis

de la glucosa en individuos expuestos a BPA durante los dias 9 a 16 de
gestacién en la vida temprana (1 mes de vida).
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1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION Y PROTOCOLO DE OBTENCION 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, Espafia). Todos los animales se encontraban en un ambiente dptimo
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 experimentacion animal de la
Universidad Miguel Hernandez (IB-AN-001-11) y fueron realizados con el menor
sufrimiento para el animal.

1.1. Obtencion del modelo animal.

Hembras prefiadas proporcionadas por Charles River (Barcelona, Espafia)
fueron individualizadas a su llegada al animalario y mantenidas bajo las
condiciones anteriormente especificadas. Las gestantes fueron alimentadas
durante todo el tiempo de gestacién y lactancia con la dieta de mantenimiento de
roedores 2014 Teklad Global 14 % de proteina de Harlan Laboratories (Barcelona,
Espafia). La densidad energética de la dieta es 2.9 kcal/g (12.1 KJ/g); las calorias
procedentes del aporte proteico es un 20 %, del aporte lipidico es 13 % y de los
hidratos de carbono el 67 %.

El BPA fue disuelto en aceite de maiz libre de tocoferoles (Cat. no. 901415,
MP Biomedicals, LLC, lllkirch, Francia) y administrado por via subcutanea vy
monodosis desde el noveno al decimosexto dia de gestacion. La dosis
suministrada a las gestantes fue de 10 pug de BPA por Kg de peso corporal en un
volumen de 100 pL. A las gestantes controles se les suministré 100 pL de vehiculo
(aceite).

Tras el alumbramiento, se pesaron a los neonatos y se distribuyeron para
que todas las gestantes tuvieran el mismo numero de crias que alimentar y de esa
manera poder disminuir los posibles efectos de una competitividad por el
alimento durante la lactancia. A dia 21 postalumbramiento se procedio al destete
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y sexado de las crias y se distribuyeron un nimero 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 proteina 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 calérico de la dieta viene
distribuido por un 20 % de las proteinas, un 45 % de las grasas y un 35 % de los
hidratos de carbono. Esta dieta fue utilizada durante 6 meses para la realizaciéon
del estudio de la presente tesis. Los tiempos marcados para la realizacién de
experimentos fueron 13 semanas de HFD y 28 semanas.

1.2. Protocolo de diseccion y extraccidn de islotes.

En todos los sacrificios, por decapitacion, se obtienen muestras de sangre
del animal para su posterior procesamiento y obtencidn de suero para las
diferentes medidas de hormonas y metabolitos circulantes. Tras el sacrificio, se
practica una laparotomia media completa. Con unas tijeras se hace un corte en la
parte inferior del abdomen y se va cortando la piel hasta el térax. Posteriormente
se separa la piel del peritoneo; después se corta el peritoneo hasta el térax
dejando al descubierto toda la masa intestinal.

Una vez abierto el animal, se retiran los intestinos hacia abajo para una
mejor manipulacién y con una gasa estéril se abate el higado hacia atrds 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 solucién de colagenasa hacia el intestino. A
continuacion en la parte superior del colédoco se repite el mismo proceso pero sin
anudar. Superior a este punto con unas microtijeras se hace una incision en el
conducto biliar comun y se introduce la cdnula. Se anuda y se inyectan 8mL de
medio de aislamiento con colagenasa a razén de 0.33-1 mg/mL dependiendo de la
actividad de la colagenasa. Tras tener el pancreas perfundido se aisla tirando
suavemente del intestino y del bazo.
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Una vez aislado el pancreas, se introduce en un tubo cénico de 15 mL de
capacidad, en un bafo termostatizado P-Selecta a 37 °C (Selecta, Barcelona),
con agitacion suave y permanente durante un tiempo variable de 5 a 9 minutos
dependiendo de la actividad de la colagenasa (previamente testado para ajustar la
concentracion empleada en funcién de la actividad del lote recibido), hasta
observar que el pancreas se ha digirido por el cambio de la textura del medio y la
separacion de pequeiios fragmentos de pancreas. Para finalizar la digestién y
parar la actividad enzimatica de la colagenasa se aflade medio de aislamiento frio
y se deja reposar 5 minutos en hielo. Este proceso se realiza dos veces para
eliminar restos de tejido graso del pancreas. Una vez realizados los lavados se
anade mas medio de aislamiento y el contenido se vierte sobre una placa de Petri
con fondo oscuro bajo una lupa estereoscépica (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
realizacion de experimentos ex-vivo, tales como secreciéon 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 atmodsfera de 5 % de
CO; durante al menos una hora. Si por el contrario, el fin de tales islotes es la
elaboracién de técnicas de biologia molecular, se elimina el medio de aislamiento
mediante un pulso de centrifuga a 4 °C (Eppendorf centrifuge 5415R, Eppendorf,
Madrid, Espaifia) y se resuspenden los islotes en el medio definido por los kits para
la posterior obtencion de ADN gendmico, ARN mensajero o proteinas. Las
muestras son conservadas a -80 °C hasta su utilizacién.

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

Para la realizacion 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 aplicacidn de una carga de glucosa intraperitoneal de 1.5 6 2
g/Kg de peso corporal dependiendo de la edad a la que se haya hecho el
experimento.
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Para la valoracién de los niveles de azUcar en sangre, se practica un
pequefio corte en la parte distal de la cola, de donde se obtendra el volumen
necesario de sangre de las venas caudales (aproximadamente unos 5 pL). Dicha
valoracion se lleva a cabo con un glucémetro (Accu-check compact plus, Roche,
Madrid, Espafia). Las muestras de sangre se toman a tiempo 0, 15, 30, 60 y 120
minutos, considerando tiempo 0 el momento anterior a la aplicacién 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 realizacidn del protocolo con los animales alimentados. Se aplica una
carga de insulina de 0.75 Ul/Kg de peso corporal de manera intraperitoneal
(Humalina Regular 100 Ul/mL, Lilly, Madrid, Espafia).

Para la medicion de los niveles de glucosa sanguinea 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. SECRECION DE INSULINA Y CUANTIFICACION POR
RADIOINMUNOENSAYO (RIA).

Una vez realizada la diseccidn y aislados los islotes se hacen grupos de 5
islotes lo mas homogéneos posibles entre si 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 afiaden 400 uL de medio de
secrecion sin BSA con los estimulos correspondientes. A continuacién se guarda la
placa con los islotes en el incubador durante una hora a 37 °Cy 5 % de CO,, tras
esta hora se afnaden 100 pL con los mismos estimulos suplementados con 5 % de
BSA. Se agita suavemente durante cinco minutos a temperatura ambiente
mediante la utilizacion de un orbital y posteriormente se para la secrecion
introduciendo la placa en hielo durante quince minutos. Se recogen los islotes, en
un volumen de 5 pL, en tubos con 20 uL de tampdn de lisis, para posteriormente
cuantificar la cantidad de proteina por el método de Bradford (Bradford, 1976).
Por otro lado, el medio de secrecidon 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 dia
de la cuantificacién.
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Una vez recogidas todas las muestras necesarias para la cuantificacion 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 patrén, compuesto por 7
frascos (A-G) con concentraciones crecientes de insulina, y un vial de insulina
radiactiva (1'%).

La finalidad del radioinmunoensayo es la competicién entre la insulina de
las muestras y la insulina radiactiva por unirse a los sitios especificos de los
anticuerpos inmovilizados en las paredes del tubo. El periodo de competiciéon o
incubacién de las insulinas es de aproximadamente 24 horas, una vez transcurrido
este tiempo se para esta reaccion por decantacion y se procede a la lectura de los
tubos mediante un contador gamma localizado en la Unidad de Isétopos de la
Universidad Miguel Hernandez. Las cantidades reflejadas por el contador seran las
de insulina radiactiva.

El procedimiento a seguir comienza con la realizacion de la recta de
calibrado, empleando para ello los siete tubos de calibrado. Estos contienen
insulina humana en concentraciones crecientes (por lo tanto reflejaran en el
contador concentraciones decrecientes de insulina radiactiva). Posteriormente,
con los datos obtenidos se realiza una curva logaritmica que, tras una
transformacion, dara lugar a una recta con los patrones de insulina. Se continuda
rellenando el resto de tubos con 200 pL de nuestra muestra; en el caso de que sea
necesario diluir la muestra se realizard anadiendo hasta los 200 pL del medio de
secrecion que contiene 0 Ul de insulina. Todos estos tubos, incluidos los
necesarios para realizar la recta de calibrado, se hacen por duplicado. Una vez
listos los tubos afiadimos 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 Unicamente 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 dard las cuentas de cada tubo,
indicandonos la cantidad de insulina de nuestras muestras.
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4.1. Cuantificacion de proteina mediante el método de Bradford.

La cuantificacidn de proteinas mediante el método de Bradford se emplea
para normalizar los datos de la secrecidn de insulina, debido a posibles diferencias
de secrecidn de los islotes de Langerhans en cuanto a su tamafio. Para ello, una
vez acabado el tiempo de secrecidn, los islotes empleados fueron recogidos en un
volumen de 5 pL e introducidos en un tubo con 20 pL de tampdn de lisis para
favorecer su ruptura.

Una vez recogidos son vigorosamente agitados y guardados durante un dia
a 4 °C con agitacion; 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 utilizacion. Una vez recopiladas todas las muestras se emplea una
placa de 96 pocillos para proceder a la lectura de proteina de la muestra. El
procedimiento a seguir consiste en:

1) Preparar una curva patrén de 0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 y 0.5 mg/mL de
albumina empleando un volumen de 10 plL de cada una de ellas en 200
pL de solucion Bradford.

2) De cada una de nuestras muestras coger una alicuota de 10 uL y afadir
200 pL de solucion Bradford e incubar durante 5 minutos a temperatura
ambiente. Tanto la curva patrén como las muestras se miden por
duplicado.

3) Medir la absorbancia a 595 nm en el espectrofotémetro de luz visible
modelo pQuant (Bio-Tek Instriments, INC). Los valores de Ia
concentracion de cada una de las muestras se calculan por la
extrapolacion de las absorbancias de las concentraciones conocidas de
la curva patrén preparada previamente.

5. MEDIDAS DE BIOQUIMICAS EN SUERO.

Tras el sacrificio del animal por decapitacién, se recolecta la sangre en un
tubo eppendorf de 1.5 mL. Posteriormente se procede a la centrifugacion de la
misma a 1200 rpm durante 20 minutos a una temperatura de 4 °C para poder
obtener un medio bifasico en el que la parte superior se encuentra una porcién
fluida, el suero, y en la inferior el coagulo de la sangre. Para las medidas de
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bioquimica utilizamos el suero, que una vez recuperado, se alicuotara y congelara
a -80 °C para su posterior utilizacion en los diferentes kits.

5.1. ELISA de Insulina.

Para la medicion de los niveles de insulina circulante su uso el ELISA de
insulina de Crystal Chem (cat. no. 90080, Downers Grove, IL, USA).

Este kit nos permite cuantificar insulina en muestras pequefias de suero (5
ulL) 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.
Ademas, el kit consta de un stock de insulina con una concentracién de 12.8
ng/mL a partir del cual se realizaran diluciones seriadas para poder obtener los
valores de la curva patrén a partir del que se obtendran los valores de cada
muestra por extrapolacién de absorbancias.

El procedimiento a seguir es, una vez atemperados los productos vy
descongeladas las muestras:

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

2) Incubar durante 2 horas a 4 °C y con un poco de agitacién 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 solucién sustrato.

5) Anadir la solucién stop y medir la absorbancia a 450 y 630 nm en el
espectrofotémetro de luz visible modelo pQuant (Bio-Tek Instriments,
INC). Los valores de la concentracién de cada una de las muestras se
calculan por la extrapolacién de las absorbancias de las concentraciones
conocidas de la curva patrén preparada previamente.

5.2. ELISA de Péptido-C.

Para la medicién de los niveles de péptido-C circulantes en sangre se utilizé
el kit de Alpco Immunoassays (cat. no. 80-CPTMS-EQ1, Salem, NH, USA.).
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Este kit nos permite cuantificar la concentracién de péptido-C en muestras
pequefias de suero (10 pL). 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 mddulos de 8 pocillos cada una, un conjunto de estandares de
concentraciones crecientes de péptido-c (0; 250; 750; 1500 y 3000 pM) a partir de
los cuales se realiza la curva patréon. Ademas el kit proporciona dos controles para
el ensayo de baja y alta concentracién del péptido.

Una vez recolectadas todas las muestras para realizar el ensayo, se
procede a equilibrar los reactivos y la microplaca a temperatura ambiente vy
descongelar las muestras para la cuantificacién. El protocolo a seguir es:

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

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

3) Lavar la placa del ensayo e incubar durante 10 minutos a temperatura
ambiente y con agitacién (700-900 rpm) con el sustrato TMB.

4) Afadir la solucién stop y medir la absorbancia a 450 y 620 nm en el
espectrofotémetro de luz visible modelo pQuant (Bio-Tek Instriments,
INC). Los valores de la concentracién de cada una de las muestras se
calculan por la extrapolacion de la absorbancia de las concentraciones
conocidas de la curva patrén preparada previamente.

5.3. ELISA de Leptina.

Para la medicién de los niveles de leptina circulante se usé el ELISA de
Leptina de Crystal Chem (cat. no. 90030, Downers Grove, IL, USA).

Este kit nos permite cuantificar leptina en muestras pequefias de suero (5
pL). Una vez recolectadas todas las muestras a analizar se procede a realizar el
ensayo en una microplaca de 96 pocillos proporcionada en el kit. Ademas el kit
consta de un stock de leptina con una concentracién de 12.8 ng/mL a partir del
gue se realizaran diluciones seriadas para poder obtener los valores de la curva
patréon a partir del cual se obtendran los valores de cada muestra por
extrapolacion de absorbancias.

El procedimiento a seguir es, una vez atemperados los productos vy
descongeladas las muestras:
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1)
2)

3)
4)

5)

6)

Lavar los pocillos con el medio de lavado.

Pipetear el diluyente, el suero de cobaya anti-leptina de ratén, las
muestras y los estandares en sus correspondientes pocillos.

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

Lavar la placa del ensayo e incubar durante 4 horas a 4 °C con la enzima
conjugada anti-lgG de cobaya.

Lavar la microplaca e incubar durante 40 minutos a temperatura
ambiente y oscuridad con la solucidn sustrato.

Afadir la solucion stop y medir la absorbancia a 450 y 630 nm en el
espectrofotémetro de luz visible modelo pQuant (Bio-Tek Instriments,
INC). Los valores de la concentracion de cada una de las muestras se
calculan por la extrapolacién de la absorbancia de las concentraciones
conocidas de la curva patrén preparada previamente.

5.4. Ensayo colorimétrico de Triglicéridos y Glicerol.

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

utilizé el kit Serum Triglyceride Determination de Sigma (Cat. no. TR0O100, Marid,

Espaia).

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

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

1)

2)
3)

4)

5)

6)
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Resuspender los reactivos y atemperarlos a temperatura ambiente
antes del uso.

Pipetear 0.8 mL de Free Glycerol Reagent en cada tubo.

Afadir 10 pL de agua (blanco) o estdndar de glicerol, cuya
concentracién de 10 mg/mL, o de muestra.

Mezclar los tubos por inmersién y dejar incubar a temperatura
ambiente durante 15 minutos.

Leer la absorbancia de cada tubo en un espectrofotometro a 540 nm
(Bio-Rad, Smart Spec 3000, Barcelona, Espaia). El valor obtenido se
utilizara para el cdlculo de la concentracion de glicerol de las muestras.
Afnadir 0.2 mL de Triglyceride Reagent a cada tubo e incubar a
temperatura ambiente durante 15 minutos.



7) Leer la absorbancia de cada tubo en un espectrofotometro a 540 nm. El
valor obtenido se utilizard para el cdlculo de la concentracién de
triglicéridos totales de las muestras.

8) Con ambas lecturas se procede al calculo de la concentracién de glicerol
y triglicéridos totales en base a las conversiones que indica el manual de
uso del kit.

6. EXTRACCION DE ARN Y qPCR-RT.

Para la realizacidon de los experimentos de expresién génica se utilizaron
muestras de tejido periférico (musculo, higado y tejido adiposo) e islotes de
Langerhans aislados

6.1. EXTRACCION DE ARN.

Para la obtencidn de las muestras de tejidos periféricos se procedié a hacer
una disecciéon del animal tras la cual se extirparon el higado completo, los dos
paquetes de tejido adiposo perigonadal y los dos gastrocnemios de cada ratén. En
éste Ultimo se realizd una limpieza para quitar las fibras musculares rojas
procedentes del séleo que quedan pegadas a nuestro tejido con el fin de disminuir
la variabilidad introducida por estas fibras, ya que la expresiéon de algunos genes
es diferente debido a la funcion de las mismas. Una vez extraidos los tejidos se
limpiaron con PBS estéril y libre de RNasas y se procedid a su ultracongelacion con
nitrégeno liquido; posteriormente se guardaron a -80 °C hasta su utilizacion.

Tras la obtencién de todas las muestras se realizé la extraccion de ARN
total de las muestras con el reactivo Tripure (cat. no. 11667165001, Roche,
Madrid, Espafia). La extraccion se realizé a partir de 100mg de tejido. El protocolo
que se realizé es el indicado por el manual:

1) Afadir 1 mL de Tripure a cada tubo y homogenizar con el politrén
(Biogen series PRO200, Pro Scientific, Madrid, Espafia) manteniendo la
muestra siempre en hielo para evitar el calentamiento de esta.

2) Meazclar 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)
5)
6)
7)
8)

9)

10)
11)

12)
13)
14)

15)
16)

17)

Centrifugar a 12000 g durante 10 minutos a 4 °C. Recuperar el
sobrenadante del tubo e introducirlo en un tubo nuevo libre de RNasas.
Afadir 200 pL de cloroformo y agitar durante 15 segundos con el
vortex.

Dejar a temperatura ambiente durante 3-5 minutos.

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

Tras la centrifugacion 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.

Afiadir 500 pL de isopropanol e invertir los tubos 30 veces para que
precipite el ARN.

Incubar a temperatura ambiente durante 10 minutos.

Centrifugar a 12000 g durante 10 minutos a 4 °C y descartar el
sobrenadante.

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

Centrifugar durante 5 minutos a 4 °Cy 7500 g.

Decantar el sobrenadante y dejar secar el pellet para eliminar los restos
de etanol.

Resuspender el pellet con agua libre de RNasas o DEPC.

Cuantificar la concentracion de ARN de nuestras muestras con el
NanoDrop 2000 Spectrophotometer (Thermo Scientific, Madrid,
Espafia) y coger una alicuota de 300 ng/mL de ARN para comprobar la
integridad del mismo con un gel de agarosa.

Guardar el ARN a -80°C hasta su utilizacion para la PCR de
retrotranscripcion.

Para la extraccién 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 especificas debido al tipo de material con el que se esta

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 activacion de la expresion de genes debido a la

concentracion de glucosa que lleva el medio.

La obtencion del ARN total de los islotes se realizé mediante la utilizacion

del kit RNeasy Plus Mini de Qiagen (Madrid, Espana). El protocolo que se utilizé es
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el descrito por la casa comercial para la purificacion de ARN procedente de
células. Los islotes son almacenados a -80°C con el Tampdn RLT suplementado con
B-mercaptoetanol hasta la obtencién de todo el tamafio muestral. Todo el
procedimiento se realiza a temperatura ambiente y la muestra final de ARN es
recogida en 12pL, los cuales se utilizardn para hacer la PCR de retrotranscripcion y
la cuantificacion y calidad del ARN obtenido. Las muestras se almacenaran
congeladas a -80°C hasta su utilizacion.

6.2. PCR DE RETROTRANSCRIPCION.

Para la transformacién del ARN mensajero (ARNm) a ADN complementario
(ADNCc) se realiza una PCR de retrotranscripcion 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 retrotranscripciéon
partimos de 1ug de ARN por muestra a la que afiadimos la siguiente mezcla de

reactivos (Tabla 1):

PRODUCTO | VOLUMEN
Tampon para PCR (10x) 2 uL
dNTPs (25x) 0.8 uL
RT Random primers (10x) 2 uL
Inhibidor de RNasa * 0.5 uL
Agua (hasta completar volumen 20 pL) 3.7 uL
ARN (1 pg) 10 uL

Tabla 1. Mezcla de reactivos utilizada para la reaccién de retrotranscripcion. *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):
85°C

37°C o’ .
o 5:00 °

o* 2:00:00 %

Figura 9. Protocolo de reaccion de retrotranscripcion.
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6.3. qPCR A TIEMPO REAL.

Tras la obtencidon del ADN complementario se procede al estudio de la
expresion génica mediante la técnica de PCR a tiempo real.

Para la realizacion de los experimentos se utilizaron parejas de cebadores
especificos disefiados usando programas bioinformdticos como primer-Blast de
NCBI (http://www.ncbhi.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 continuacién (Tabla2):

GEN FORWARD REVERSE REFSEQ
(5’=>3’) (5'=>3) (NM)
Rplp0 GAGGAATCAGATGAGGATATGGGA AAGCAGGCTGACTTGGTTGC 007475

Gapdh CATCCACTGGTGCTGCCAAGGCTGT  ACAACCTGGTCCTCAGTGTAGCCCA 008084.2

Ins-lI TTATTGTTTCAACATGGCCC CAAAGGTGCTGCTTGACAAA 1185083
Pdx-1 GGCCTGGAAGAGCCCAACCG GGCCTGGAAGAGCCCAACCG 008814.3
Hnf4a TCTGGATGACCAGGTGGCGCT GGACACACGGCTCATCTCCGC 008261.2
Ppara GGGTACCACTACGGAGTTCACG CAGACAGGCACTTGTGAAAACG 1113418
Ppary TCCGTGATGGAAGACCACTC CCCTTGCATCCTTCACAAGC 1127330
Srebfl CCACTAGAGGTCGGCATGGT TCCCTTGAGGACCTTTGTCATT 11480

Prkaal GCAGGTGGATCCCATGAAGAGG ATGAGGTGGTAGGCGACGGATA 1013367
Gcek TTCAGCTTCTGGCCTCCCACAG AAAACAGCCAGGTCTGGGCAGC 010292
Hxk CGTAGCCGCCATTGAAACGGATAA CCACTCCCAGGCGGGTCAAG 001146100.1

Ucp2 GCTGGTGGTGGTCGGAGATA ACAGTTGACAATGGCATTACGG 011671.4
Ucp3 GCCTGTGGAAAGGGACTTGG GGAGCGTTCATGTATCGGGT 009464.3
Acaca TTTGAGGAGGACCGCATTTATC ACATGGGATGGCAGTAAGGT 133360.2
Acacp GGGCTCCCTGGATGACAAC CAGACATGCTGGGCCTCATA 133904.2
Cptla  AAAGATCAATCGGACCCTAGACA CAGCGAGTAGCGCATAGTCA 013495.2
Cptlp TGGCTACGGGGTCTCTTACA GGGCGTTCGTCTCTGAACTT 009948.2
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Fasn TCTTCTGCCGAGTACAATGTC

Pepck 1 GGTGTTTGTAGGAGCAGCCATGAG

Slc2a4 CCGGTTCCGTGGGTTGTGGC
Cd36 GGAGCAACTGGTGGATGGTT
Acox1 AGGTTGTCATCGCTTTGGTG

GATGTGAGGGGAGATGAGAG

CAATCGCCCGAACATCCACTC

TCCCCATCGTCAGAGCCGATCT

CTACGTGGCCCGGTTCTAAT

CAAGTTCTCGATTTCTCGACG

007988

11044

009204

001159555.1

015729.2

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

En las PCRs a tiempo real se utilizé el fluoréforo iQSybr Green Supermix de
Bio-Rad (Barcelona, Espafia). El Sybr Green es una sonda inespecifica que se une a
los nucledtidos 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 sefial de fluorescencia
aumenta (Figura 10), por lo que la fluorescencia de la sonda es proporcional a la
cantidad de producto de PCR.

@ L] e @
.8 g ] ® ®
; '{ ® 5 i * % 3 5 .. . 3
,..,' . ...... .4_ NE- T THTCTH -y
= \ e ™y @ ® . ®
3‘...|.|.t.|.t£t.n.|.|.|.|.|.5. ® @ 2 [ ] :
® ® .‘" 3 ...I.I.u.:u.l.u.u.5. 3 .lr.l.ll.l.ll.l.ll.l.l.5.
® e © © S @ . Ok. ® *
(1) . (1)
— Polimerizacion —
Desnaturalizacion Hibridacion ’:-.§>

.’E‘\I /

e
Figura 10. Funcionamiento de la sonda Sybr Green. En el esquema se muestran los pasos
centrales en los que se basa una reaccion 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 desnaturalizacién de la
doble hebra de ADNc. En el paso 2 se produce la hibridacion 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
polimerizacion de la hebra de ADN vy la integracion 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 Tag-
polimerasa.
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Para la realizacion del experimento se utilizé el termociclador de Bio-Rad
CFX36 Real Time System (Barcelona, Espana). Para ello se empled el protocolo
estandar, al cual se modifico la temperatura de Melting para ajustarla a cada
pareja de cebadores. El protocolo utilizado es el que se muestra a continuacion:

1l [ 2! i o i ] 4 T i3
%0 C %0 C i %0 C
300 05 1 | |
. . 720 C _
,I so0 ¢ |/ 010 | © oot
| — 3 1 005
T o
|
i2
140 x

Figura 11. Protocolo qRT- PCR utilizado en los experimentos de expresidn génica.

La master mix utilizada en las reacciones es de un volumen total de 10 pL.
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
expresion relativa del gen en relacidon a un gen enddégeno mediante el método
establecido 272 (Livak & Schmittgen, 2001).

PRODUCTO VOLUMEN

SyBr Green 10x 5 puL

Primer Forward (10uM) 0.2 uL
Primer Reverse (10uM) 0.2 uL

cDNA 1pupl
Agua (hasta completar volumen 10uL) 2.4 uL

Tabla 3. Mezcla de reactivos utilizada en las reacciones de qRT-PCR.
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7. EXTRACCION DE ADN GENOMICO Y ESTUDIO DE METILACIONES.

Para la extraccidon del ADN gendmico de islotes de Langerhans aislados se
utiliza el protocolo descrito en el apartado 3.3.2 de la presente tesis.

La obtencion del ADN gendmico de los islotes se realizd mediante la
utilizacién del kit DNeasy Blood&Tissue de Qiagen (Madrid, Espaia). El protocolo
gue se utilizé es el descrito por la casa comercial para la purificacion 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 50uL 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 Tecnoldgico de la URIC (CAT) que se pueden encontrar en
la direccién web http://servicat.escet.urjc.es:8080/

8. INMUNOHISTOQUIMICA EN CORTES PARAFINADOS DE PANCREAS
ENTEROS DE RATON.

A todos los ratones, 6 horas antes del sacrificio, se les inyectd con 5-
bromo-2-desoxiuridina, BrdU, (ref. 11594167, Fisher, Madrid, Espaia) con una
dosis de 100 pg/g de peso corporal y sacrificados en estado alimentado. Tras el
sacrificio de los animales por dislocacion cervical, se realizd una diseccién del
ratén en la cual se extrajo el pancreas completo. Posteriormente se introducen los
pancreas en los casetes histologicos previamente identificados y se introducen en
paraformaldehido al 4 % (Sigma, Madrid, Espafia) durante 24 horas a 4 °C. Tras la
fijacidon con paraformaldehido se pasan los pancreas a PBS durante 24 horas a 4
°C. A continuacion, se pesan los drganos y se procede a la realizacion de la
inclusion de los pancreas en parafina.

8.1. INCLUSION Y OBTENCION DE BLOQUES PARAFINADOS DE PANCREAS
ENTEROS DE RATON.

Una vez fijados los tejidos, se procede a realizar una secuencia de
deshidratacion del tejido siguiendo el protocolo descrito a continuacion:
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1)

2)

3)

4)

5)

6)
7)

Introducir los casetes con los tejidos en etanol al 70 % durante una
hora.

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

Introducir los pancreas en etanol al 100 % durante una hora; repetir el
paso 2 veces.

Introducir los casetes en xileno puro durante 30 minutos; repetir el paso
1 vez.

Introducir los pancreas, bien identificados, en parafina liquida durante 2
horas.

Colocar los pancreas en parafina liquida nueva y dejar overnight.
Montar los bloques de parafina y guardar a 4 °C hasta su corte con el
microtomo.

8.2. INMUNOHISTOQUIMICA DE INSULINA EN TEJIDOS PARAFINADOS.

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

inmunohistoquimico de insulina para la posterior cuantificacion de porcentaje de

células B pancreaticas y de masa total de estas en el pancreas. Para ello se llevd a

cabo el siguiente protocolo:

1)

2)

3)

4)
5)
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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.
Rehidratacion 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.
Para desenmascarar el antigeno, sumergir los portaobjetos en tampén
citrato hirviendo (10mM a pH6) durante 20 minutos.
Dejar enfriar a temperatura ambiente durante 1 hora.
Delimitar con pap-pen el tejido.



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

7) Bloquear la peroxidasa endégena con H,0, 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 solucion 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
reaccion.

14) Lavar con agua destilada durante 2 minutos.
15) Tenir con Hematoxilina el tejido y lavar con agua destilada.
16) Deshidratacion 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 pasol vez.
17) Reparafinar con xileno durante 10 minutos; repetir el paso 1 vez.
18) Montar la preparacion.

Una vez montadas las laminas histoldgicas se procede a fotografiarlas con
una camara, 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 pancreatica. Las
imagenes serdn procesadas con el programa MetaMorph para la obtencion del
porcentaje de células B pancredticas y la masa de éstas respecto al peso total del
pancreas.

8.3. ENSAYO DE PROLIFERACION CELULAR.

Para la realizacion del ensayo de proliferacién celular se procesan los
cortes histoldgicos de los animales previamente tratados con BrdU. En Ia
cuantificacién de este ensayo se aceptara 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 continuacidn se describe el protocolo especifico del

ensayo:
1)
2)
3)
4)
5)

6)

7)

8)

9)

10)
11)

12)
13)
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Cubrir la superficie del tejido con HCI 2N durante 5 minutos.

Cubrir todo el tejido con Borato (0.1M; pH9.36) durante 10 minutos.
Lavar con PBS los portaobjetos durante 5 minutos; repetir este paso 2
veces.

Cubrir el tejido con tripsina (0.5mg/mlL) durante 5 minutos a
temperatura ambiente.

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

Bloquear la muestra con BSA al 3 % durante 1 hora a temperatura
ambiente.

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).

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

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, Espaia).

Lavar los portaobjetos con PBS.

Tenir los nucleos de la muestra con Hoechst 33342 (10 pg/mL) durante
15 minutos a temperatura ambiente (ref.H1399, Molecular Probes,
Barcelona, Espafia).

Lavar los portaobjetos con PBS.

Montar las |dminas con Prolong Gold Antifade Reagent (P36930,
Invitrogen, Barcelona, Espafia) y guardar a -20°C hasta su cuantificacién.



9. REGISTRO DE LA CONCENTRACION DE CALCIO INTRACELULAR.
9.1. MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA.

Después de su aislamiento, los islotes pancreaticos 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 Ca®, fura-2 AM (Molecular
Probes, Leiden, Holanda) a una concentracién de 5 puM, partiendo de un stock de
2 mM disuelto en DMSO, siendo la concentracion de DMSO final en el medio de
aislamiento menor de 0.1 %. La sonda fura-2 es incubada a temperatura ambiente
(para evitar su compartimentalizacidon en organelas) y gaseada en una atmésfera
de carbdgeno 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 difusién a través de la membrana
plasmatica debido al caracter lipofilico que le confiere. Una vez en el citoplasmay
mediante las esterasas citosélicas 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 unidén, que confieren a estos compuestos una
selectividad de 10:1 en su unién con Ca** en relacién con el Mg*'. Esta selectividad
es necesaria puesto que la concentracién de Mg?* libre citosdlico (1 mM) es
aproximadamente 10* veces mayor que la de Ca”* (100 nM).
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Figura 13. Espectro de excitacion
del fura-2 en funcion de |Ia
concentracion de calcio libre.
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El espectro de excitacién del fura-2 cambia dependiendo de la [Ca**].. En
una concentraciéon citoplasmatica baja de calcio presenta un maximo en el
espectro de excitacion en torno a 380 nm mientras que en condiciones de
aumento en la [Ca2+]i el maximo se desplaza a 340 nm, teniendo en ambos casos
una longitud de onda de emisién de 510 nm (Figura 13). En el primer caso hay una
disminucién 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 nmy a
380 nm hay una disminucidn. La alteracidn del espectro de absorcion dependiente
de la concentracién de Ca®* en ambas longitudes de onda nos permite obtener un
nuevo parametro con el que podemos expresar de una manera mads exacta los
cambios en la concentracién de Ca**, eliminando asi pequefias variaciones debidas
a la sensibilidad de la sonda a otros iones como el Mg2+, a movimientos del islote
debidos a vibraciones de la perfusion, a pérdida de la sonda, etc (Figura 14).
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Figura 14. Empleo de medidas ratiométricas para
Aqlho la eliminacion de artefactos como variaciones en
la concentracion del indicador, intensidad de
iluminacidon, sensibilidad del sistema o
movimientos de la muestra obteniendo una sefial
mas clara y real. La flecha representada en la
grafica representa un aumento en Ia
concentracion de calcio. Imagen tomada de
Invitrogen.
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Para registrar los cambios en la [Ca?']; en islotes de Langerhans frescos se
empled un microscopio de epifluorescencia invertido (Zeiss, Axiovert 200) con un
objetivo de 40x Zeiss Fluar con aceite de inmersién de apertura numérica (NA) 1.3.
Como fuente iluminadora se emplea una ldmpara de mercurio, esta atraviesa una
rueda de filtros donde sélo 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 reflejaran, este es el responsable de la excitacién
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 hard incidir la luz
emitida sobre una cdmara.

Las imagenes fueron recogidas cada 2 segundos empleando una camara
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 XFO4, Omega optical, Madrid).

Los datos fueron obtenidos empleando el software Aquacosmos
(Aquacosmos V2.51, Hammamatsu). Los cambios en la fluorescencia se expresan
como la razén de la fluorescencia a 340nm y 380 nm (Fss0/F3g0) 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 camara de perfusion en el microscopio sobre un cubre
impregnado previamente con poli-L-lisina (0.01 %) y en contacto con el objetivo
del microscopio. En esta camara se forma un bafio termostatizado a 37 °C con
flujo continuo gracias a un sistema de perfusidon generada con las diferentes
soluciones controladas mediante un sistema de valvulas.

El andlisis de los registros de [Ca?'],, se realiz6 mediante el andlisis del drea
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 aparicion del transitorio de calcio en respuesta a la
concentracion de glucosa.
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10. SOLUCIONES.

MEDIO DE AISLAMIENTO Y LAVADO.

NaCl 115 mM
NaHCO;3 10 mM
KClI 5mM

MgCl, 1,1 mM
HEPES 25 mM
NaH,PO; 1,2 mM
CacCl, 2,5 mM

El pH ajustado a 7,35 suplementado con 5 mM glucosa y albumina de suero
bovino (BSA) fraccién V (Sigma, Madrid) al 0.25 %. Para el medio de lavado retirar
100mL antes de afadir glucosa y albumina.

MEDIO DE PERFUSION (MEDIO DE RINGER MODIFICADO).

NacCl 120 mM
NaHCO; 25 mM
KCl 5mM
MgCl, 1,1 mM
CacCl, 2,5 mM

Gaseado con carbdgeno 95 % 0,, 5 % CO, para mantener el pH a 7,36

MEDIO DE SECRECION (MEDIO DE RINGER MODIFICADO).

NaCl 140 mM
KCl 4,5 mM
CaCl, 2,5mM

MgCl, ImM
HEPES 20 mM

Adicionada la correspondiente concentracién de glucosa a probar y ajustado el pH
finala 7.4
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REACTIVO DE BRADFORD.

Azul Brillante de Coomassie G-250 (Bio-Rad) 0.01% ("/v)
Etanol 4.75% (“/v)
Acido ortofosférico 8.5% (°/v)

Se disuelve primero el colorante en etanol y luego se anade el acido ortofosférico
y el agua destilada y dejandose toda la noche en agitacion, cuando el tinte esta
completamente disuelto, filtrar y conservar en oscuridad hasta su uso a 4°C.

TAMPON DE LISIS.

Etanol 75 % (Y/v)
Agua destilada 24.6 % (/)
Acido clorhidricoal 37%  0.4% ('/v)

11. REACTIVOS.

Los reactivos de laboratorio para la realizacion de los medios proceden de
Scharlau Chemie (Barcelona, Espafia) y de Mallinckrodt Baker (Deventer,
Holanda).

La colagenasa (tipo V) aislada a partir de Clostridium histolyticum fue
adquirida de Sigma (Madrid).

12. ANALISIS ESTADISTICOS.

Los resultados se han expresado como media + el error estdndar de la
media (EEM), junto con el numero de observaciones (n). La significancia
estadistica (p < 0.05) de los incrementos fue valorada por el test de la t de
Student, para la comparacion de los controles frente a una variable, o por analisis
de varianza (ANOVA) de una o dos vias (indicado en el texto como one way or two
way, del inglés), para la comparacion entre distintas variables, mediante el
programa SigmasStat.
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1. EXPLICACION DEL MODELO ANIMAL.

Los animales utilizados en la presente tesis son la primera generacion filial
de las ratonas gestantes a las que se les administré el BPA, desde los dias noveno
al decimosexto de gestacion.

Nos referimos a animales BPA para hablar de las crias procedentes de las
madres tratadas con 10 pg/kg/dia de BPA. Los animales controles son aquellos a
los que a sus madres se les suministré vehiculo (aceite). Estos dos grupos se
dividieron dependiendo de la alimentacién que se les suministrd, dieta normal o
rica en grasa (HFD, de su acrénimo en inglés High Fat Diet). De manera que, a
partir de ahora llamaremos HFD a los animales procedentes de madres tratadas
con vehiculo y alimentados con dicha dieta, y HFD+BPA a los animales
procedentes de madres tratadas con BPA y alimentados con dieta HFD (Figura 15).

Vehiculo (aceite)

o]
Vo 10pg/kg/dia BPA
Fo: OF19 R
1&-\_,_\ 4 E ””"[”[ dias
- 9 16
Cronograma
- OF1. - s o
F,: OF1J ' experimentacion
% o % g
Vehiculo BPA  [TTTTTTTTTTITTTTITTTITTTTTT |semanas
4 17 28
A A l Inicio de tratamiento

con HFD o ND
Control HFD BPA HFD+BPA

Figura 15. Esquema explicativo del modelo experimental. F, representa a las ratonas gestantes a
las que se les suministré del dia 9 al 16 de gestacidn una dosis de 10 pg/kg/dia de BPA o el vehiculo
(aceite). F, es la primera generacion 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,
vehiculo y BPA, se subdividieron a las cuatro semanas de vida dependiendo de la dieta que se les
suministré dieta normal (ND) o dieta rica en grasa (HFD). Por lo tanto, a los animales procedentes
de gestantes tratadas con vehiculo 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 experimentacion se
muestra en rojo las semanas a las que se realizaron los experimentos de la presente tesis.
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2. CARACTERIZACION 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 exposicion 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
aplicacion 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/I
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 afiadimos a la exposicion de BPA una alimentacién 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 obtencion 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 comparacién con las de los dos grupos de
animales alimentados con HFD (BPA: 9.0 + 0.7 mmol/l; HFD: 10.5 + 0.5 mmol/I;
HFD+BPA: 10.1 £ 0.4mmol/I). La dinamica 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 alimentacion con HFD y los animales
controles alimentados con una dieta normal o estandar.

Al analizar el area 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
gueda claramente reflejada en el estudio del drea bajo la curva, ya que esta
representa un 73-80 % mas 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 Ul de insulina por Kg de peso corporal y medimos las glucemias a diferentes
tiempos después de la aplicacién (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 aplicacion de insulina,
posiblemente debido a un aumento de la sintesis de novo del higado.
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Figura 16. Homeostasis de la glucosa plasmatica en animales expuestos durante el desarrollo
embrionario a BPA y posteriormente alimentados durante 13 semanas con HFD. A) IPGTT de los
animales controles, circulo vacio, de los animales BPA, triangulo vacio, de los animales HFD, circulo
lleno, y de los animales HFD+BPA, triangulo lleno. Los dos primeros grupos fueron alimentados con
una dieta normal (ND). La grafica insertada representa el area bajo la curva de las GTTs, en blanco
se representa el drea 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 estan 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, comparacion 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 grafica insertada:
b;c p-valor < 0.001 vs control; d;f p-valor < 0.001 vs BPA.

El andlisis ex vivo del funcionamiento de los islotes de Langerhans en
nuestros animales de estudio nos ofrece una aproximacion mads para poder
abordar el estudio de la homeostasis de la glucosa en este modelo. Para ello se
realizd una secrecidn de insulina en respuesta a concentraciones crecientes de
glucosa (Figura 17A). El experimento nos muestra como la liberacion de insulina es
mayor por parte del islote a concentraciones crecientes de glucosa y cémo esta
respuesta se ve aumentada casi al doble cuando comparamos los islotes
procedentes de animales BPA respecto a los islotes de los animales controles.
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Figura 17. Secrecion y contenido de insulina de los islotes de Langerhans tras 13 semanas de
dieta rica en grasa. A) Secrecion de insulina en respuesta a diferentes estimulos de glucosa en
animales controles, BPA, HFD y HFD+BPA (n29 réplicas estimulo/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, comparacién 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 secrecién de insulina en respuesta a glucosa
comparado con los controles. Este efecto es mas agudo cuando los islotes estdn
en presencia de una concentracion de glucosa intermedia como es 8mM. Por otro
lado, los animales HFD+BPA siguen manteniendo un aumento de la secrecidon a
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estimulos bajos e intermedios de glucosa (3 y 8 mM respectivamente) comparado
con el control, pero se observa una clara disminucién del efecto de la glucosa
cuando se compara HFD+BPA y HFD a estimulos intermedios o altos (8 y 16 mM,
respectivamente). Cabe destacar que la exposiciéon a BPA durante el desarrollo
embrionario produce un efecto en la secrecién 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 liberacion de insulina, el BPA mimetiza el efecto de la dieta HFD (a 8
mM glucosa: BPA: 131.7 + 33.3 uUl; HFD: 167.4 + 24.1 pUl y a 16 mM glucosa:
BPA: 352.6 + 40.5 pUl; HFD: 323.5 £ 22.5 pUl).

El andlisis 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 mUl/ml, respectivamente). Ademas,
comprobamos que la adicién del efecto de la HFD sobre el efecto de la exposicion
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 patrén 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 ningun
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 acompanado por mas oscilaciones de calcio. La
estimulacion a altas concentraciones de glucosa produce un patrén similar en la
entrada de calcio del islote, donde encontramos otro transitorio de calcio que va
seguido por oscilaciones que normalmente aumentan su duracién en el tiempo
respecto a las oscilaciones que encontradas en concentraciones intermedias de
glucosa (Figura 18A). El andlisis del drea bajo la curva a las diferentes
concentraciones de glucosa durante diez minutos (Figura 18B y C) después de la
aparicién de los transitorios, no nos muestra que haya ningun cambio en la
concentracion de calcio en los animales control comparado con los expuestos a
BPA, con los alimentados con HFD, o la combinacion de ambos, HFD+BPA, a 8 mM
glucosa. Esta ausencia de cambios en el drea 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 [Ca®"].
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Figura 18. Concentracion de calcio intracelular en respuesta a concentraciones crecientes de
glucosa. A) Registro representativo de la concentracién de calcio intracelular del islote de
Langerhans en respuesta a estimulos crecientes de glucosa (3, 8 y 16 mM). B) Area bajo la curva 10
minutos post-transitorio a 8 mM glucosa. C) Area 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
estadisticamente 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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qgue al igual que ocurria en los experimentos de secrecion 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+13a 190+9a 182+7a
Glucosa (mg/dl) 187 +8 209 + 13 210+ 14 2186
Insulina (ng/ml) 2.30.3 3.7+£0.8 3.5+£0.6 3.2+0.5
Triglicéridos (mg/dl) 098+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%+0.04a 0.28 £ 0.05

Tabla 4. Valores plasmaticos 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. CARACTERIZACION 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 evolucion de los animales y las consecuencias que esta exposicion
temprana al BPA pueden tener en la homeostasis de la glucosa nos llevé a
estudiar los pardmetros implicados en este fendmeno 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/I,
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 sintoma de intolerancia a la glucosa
(T120 control: 8.2 + 0.3 mmol/l; T1,0 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:
To: 9.3 £ 0.3 mmol/l; T120: 9.4 £ 0.4 mmol/l; HFD+BPA: To: 9.1 + 0.8 mmol/I; T120:
9.6 + 0.6 mmol/l). Al comparar la dindmica de las tres curvas de glucosa en los
grupos estudiados respecto al control observamos que el Unico 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 estadisticamente diferentes respecto al
control (13.8 + 0.4 mol/l; 14.3 + 0.6 mmol/l; 11.3 + 0.4 mmol/| respectivamente).
En el T3, 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, 103 *= 0.5 mmol/l
respectivamente). En el periodo final de la GTT (Tgo y T120) Se aprecia cémo sélo los
animales BPA mantienen las glucemias elevadas mostrando diferencias
estadisticas respecto a las de los animales controles; este hecho contrasta con la
evolucion de los animales alimentados con HFD, que muestran un fenotipo
intermedio entre los animales control y los BPA.
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Figura 19. Homeostasis de la glucosa plasmatica en animales expuestos durante el desarrollo embrionario a
BPA y posteriormente alimentados durante 24 semanas con HFD. A) IPGTT de animales controles,
circulo vacio, animales BPA, triangulo vacio, de animales HFD, circulo lleno, y animales HFD+BPA,
triangulo lleno. Los dos primeros grupos fueron alimentados con una dieta normal (ND). La gréfica
insertada representa el area bajo la curva de las IPGTTs, en blanco se representa el drea 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 estan expresados como la media + EEM (n>12 animales
por grupo).a, b, ¢, p-valor < 0.05; a, comparacion control vs BPA; b, control vs HFD; c, control vs
HFD+BPA (ANOVA one way).

El andlisis del drea bajo la curva nos muestra un aumento del area en todos
los grupos de estudio comparado con los controles, pero sélo encontramos
diferencias estadisticamente significativas entre los animales BPA y HFD (1473 +
44 uay 1376 + 63 ua respectivamente) respecto a los animales control (1133 + 39
ua), indicdndonos 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 reduccidn de la glucosa en plasma por la accién 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
postaplicacion de la carga de insulina. En la etapa final de la ITT (T4s y Teo)
observamos como los niveles de glucemia en los animales alimentados con HFD
estan significativamente elevados (T4s: HFD: 77 + 4 %; HFD+BPA: 75 + 5 %. Teo:
HFD: 80 + 6 %; HFD+BPA: 82 + 7 %) comparados con los controles (T4s: 56 + 5 %;
Teo: 52 £ 5 %). Transcurrida una hora tras la inyeccién de insulina, observamos que
ésta es capaz de disminuir la concentracidn de glucosa sanguinea entorno a un 47
% en los animales controles, y que en los animales BPA sdlo 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 secrecidn 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 alimentacion con HFD, los islotes de los animales HFD
pierden la hipersecrecion de insulina que padecian a las trece semanas de
alimentacion con HFD, y ademas reducen la liberacion de insulina en respuesta a
16 mM glucosa comparado con los animales controles (HFD: 160.3 * 16.8 pUl/mg
proteina; control: 238,3 + 17,5 pUl/mg proteina; BPA: 280.8 + 17.2 pUl/mg
proteina). En los islotes de los animales HFD+BPA también se produce una
disminuciéon de la secrecidn 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 secrecién de insulina son significativas
cuando comparamos tanto con la secrecion de los islotes procedentes de los
animales HFD (8mM glucosa: HFD+BPA: 29.7 + 2.8 uUl/mg proteina; HFD: 67.5 +
7.9 pUl/mg proteina; 16 mM glucosa: HFD+BPA: 98.6 + 16.0 pUl/mg proteina;
HFD: 160.3 + 16.8 pUl/mg proteina) como con la secrecion de los islotes
procedentes de los animales BPA (8mM glucosa: 104.7 + 14.9 uUl/mg proteina; 16
mM glucosa: 280.8 + 17.2 uUl/mg proteina).
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Figura 20. Secrecion y contenido de insulina de los islotes de Langerhans tras 24 semanas de
dieta rica en grasa. A) Secrecion de insulina en respuesta a diferentes estimulos de glucosa en
animales controles, BPA, HFD y HFD+BPA (n = 6 réplicas por estimulo/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, ¢, d, e, f p-valor < 0.05. a,
comparacién control vs BPA; b, control vs HFD; ¢, control vs HFD+BPA; d, HFD vs BPA; e, HFD vs
HFD+BPA; f, BPA vs HFD+BPA.

El andlisis del contenido de insulina de los islotes de estos animales (Figura
20B), nos muestra que tras veintiocho semanas de vida se produce una
disminucion 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 disminucion 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 mUl/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 drea bajo la curva (Figura 21A) de los patrones descritos por
la concentracion 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 concentracion estimulatoria de 8mM glucosa. El estudio a
altas concentraciones de glucosa muestra que existe un aumento significativo de
la concentracion de calcio intracelular en los animales BPA respecto a los
controles (Figura 21B), de aproximadamente de un 60 % (5 + 0.8 uay 3 + 0.1 ua,
respectivamente), hecho que no ocurre en los animales alimentados con HFD,
donde el area bajo la curva no muestra diferencias entre los HFD y HFD+BPA (3 +
0.5 uay 3.5 £ 0.5 ua, respectivamente); tampoco se aprecian diferencias en estos
dos grupos respecto a los controles.
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Figura 21. Concentracion de calcio intracelular en respuesta a concentraciones crecientes de
glucosa tras 24 semanas con HFD. A) Area bajo la curva durante 10 minutos post-transitorio a
8mM glucosa. B) Area 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 parametros analizados a
excepcion 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 parametros estudiados.
Llama la atenciéon cdmo a pesar de la alimentacion con HFD, los animales HFD y
HFD+BPA consiguen mantener sus parametros metabdlicos 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+5a 167 +8 155+12¢c
Glucosa (mg/dl) 187 + 4 209+ 7 180+7b 182 +12
Insulina (ng/ml) 2.6+04 39+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 plasmaticos 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, cy d p-valor <
0.05. a comparacion respecto al control; b comparacion del grupo HFD vs BPA; c comparacion de
HFD+BPA respecto a BPA; d BPA comparado con todas las condiciones.

4. EVOLUCION 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
gue, 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. Evolucion de los
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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 diferenciandose de los animales
controles, siendo su fenotipo mas 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).
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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, ¢, 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 condicién con 3-7
animales por jaula). b, comparado control vs HFD; ¢, control vs HFD+BPA; d, HFD vs BPA; f, BPA vs
HFD+BPA.

El estudio de los pesos en los dias 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). Si comparamos el grupo BPA con el control, utilizando
t-Student, se produce un aumento significativo del peso de los animales BPA.

5. ESTUDIO GENETICO DE GENES IMPLICADOS EN EL METABOLISMO DE
LA GLUCOSA Y DE LiPIDOS EN LOS TEJIDOS PERIFERICOS.

5.1. Estudio genético a las diecisiete semanas de vida.

La homeostasis de la glucosa es un proceso complejo en el que no sélo
esta implicada la accidon de la insulina en los tejidos periféricos, sino que también
interviene el metabolismo lipidico, de glucidos, 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 lipidos implicados
tanto en la lipogénesis, como Peroxisome proliferator activated receptor y (Ppary),
Sterol regulatory element binding trasncription factorl (Srebpclc), Fatty acid
synthase (Fas), Acetyl-CoA-carboxilase a (Acaca o también llamada Acc); en la
oxidacion de dacidos grasos, como Peroxisome proliferator activated receptor a
(Ppara), Carnitine palmitoyltrasnferasel (Cptl), Acyl-CoA-oxidasel (Acox1),
Uncoupling protein2 (Ucp2), Uncoupling protein3 (Ucp3), Acetyl-CoA-carboxilase 6
(AcacB) y en la captacién de los acidos grasos por la célula desde el torrente
sanguineo como Cd36, también llamado Fat. Los genes clave estudiados en el
metabolismo de glucidos son aquellos que estan implicados en la captacion de la
glucosa y en su posterior metabolismo intracelular, como Solute carrier family 2
member4 (Slc2a4, cuya expresion da lugar a la proteina conocida como Glut4),
Hexokinase (Hk) 6 Glucokinase (Gck), Phosphoenolpyruvate carboxikinase (Pck).
También fue estudiado el gen Protein kinase AMP-activated alphal (Prkaal), cuya
expresion y traduccion da lugar a la proteina Ampk implicada en toda regulacion
metabdlica (Figura 24).
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La Figura 25 muestra una imagen representativa de la calidad del ARN con

la que se han realizado los estudios de expresién génica. Para ello se realizd una
electroforesis del material en un gel de agarosa al 1 %.
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Figura 25. Imagen representativa de la calidad del ARN utilizado en los experimentos de
expresion génica. Todas las muestras fueron cargadas con el mismo volumen (1pL).
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Para facilitar el estudio de los genes en el tejido adiposo realizamos una
subdivision dependiendo del proceso fisiolégico en el que estan implicados (Figura
26). Cuando nos centramos en la sintesis de acidos grasos de novo (Figura 26A),
observamos dos patrones claros de expresién en los genes. Estos patrones son: 1)
gue no se produce ningun cambio en la expresion 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 patrén de
expresion 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 expresién de Ppary en ninguna de
nuestras condiciones al comparar con la expresion de los animales controles. Por
el contrario, si que se produce una disminucidon en la expresion tanto en los
animales BPA, como en los dos grupos de animales alimentados con HFD, en los
genes Srebpcl y Acaca; en el primero la disminucion de la expresidon 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 ningun cambio en la expresion de Fas en el grupo BPA
(1.66 £ 0.82) comparado con el control, pero si que se aprecia una drastica
disminucion de la expresiéon 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 disminucién de la expresién
del gen Cd36 (gen implicado en el paso de los acidos grasos del torrente
sanguineo 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 mas marcada en los animales BPA (p-
valor= 0.09 comparado con el control). Estos datos van en la misma direccién que
los resultados que obtenemos en el analisis de expresidn de los genes implicados
en la oxidacién de acidos grasos (Figura 26C), donde de manera global, se aprecia
una disminucion de la expresion de los genes comparado con el grupo control.
Existe una disminucion significativa en la expresion de Ppara en el grupo BPA
(0.55 + 0.10) comparado con el control. Cabe destacar que el grupo BPA muestra
valores de expresién 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 disminucion significativa en la expresion de
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Cptl en los animales BPA (0.29 + 0.09) comparados con el control, llegando a
superar la tendencia de menor expresiéon 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 expresion de los genes Acox1, Ucp2 y Ucp3 en comparacién con el
grupo control; si bien observamos que en el caso de Acox1 y Ucp2 existe una
tendencia a una menor expresion en los grupos BPA y HFD en el primer gen y
solamente en el grupo BPA en Ucp2.
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Figura 26. Expresion génica en tejido adiposo de los animales alimentados durante trece
semanas con HFD y con diecisiete semanas de vida. A) Expresidn relativa de los genes Ppary,
Srebplc, Fas y Acaca, genes implicados en la lipogénesis. B) Expresidon relativa del gen Cd36
implicado en la captacidon de acidos grasos del torrente sanguineo al interior celular. C) Expresion
relativa de los genes Ppara, Cpt168, Acox1; Ucp2 y Ucp3, genes implicados en la oxidacion de acidos
grasos. D) Expresion relativa de los genes Sic2a4 (cuya traduccién da lugar a Glutd), Hk, Pck, y
Prkaal (cuya traduccion da lugar a la proteina Ampk), genes implicados en la captacion de la
glucosa del torrente sanguineo y su posterior metabolizacién. 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
expresion de los genes ha sido relativizada respecto a la expresion del grupo control. Se ha usado
como gen enddégeno Rplo (o también llamado 36B4). Los datos han sido analizados con ANOVA
one way, a, b, ¢, d, e, f p-valor < 0.05. a, comparacién 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 captacion de la glucosa y en su
posterior metabolismo (Figura 26D), nos muestra que existe una menor expresion
de Sic2a4 en los animales alimentados con HFD, siendo sélo significativa la
disminucion en el grupo HFD respecto al control y al grupo BPA. El gen de Hk sigue
manteniendo el patréon de expresion de Sic2a4, sélo 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 Prkaal no observamos cambio en el patrén de
expresion, pero existe una tendencia al aumento de la expresién de Prkaal en los
grupos BPA y HFD respecto al control.

Para el estudio de la expresion génica en el higado realizamos las mismas
subdivisiones con el fin de facilitar la comprension 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
encontrdabamos en el tejido adiposo. En el grupo BPA, en los genes Srebplc y
Acaca se observa una tendencia a disminuir la expresion de éstos, no llegando a
ser significativa, y aproximandose a los valores obtenidos por el grupo HFD. Por
otro lado, se observa un claro aumento significativo de la expresion de Ppary en el
grupo BPA comparado con el control y con su homdlogo en HFD. En el caso de
Fas, en los animales BPA no modifican su expresién. Por otro lado, existe una
reduccion de la expresidon de los genes en los dos grupos de animales alimentados
con HFD, como Srebplc, Fas o Acaca manteniendo éste Ultimo una diferencia de
expresion significativa respecto al control.

Cuando estudiamos el paso de los dacidos grasos al interior de los
hepatocitos (Figura 27B), vemos que existe una disminucion de mas del 50 % de la
expresion 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
captaciéon de la glucosa, no existen diferencias en los grupos BPA o HFD+BPA
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respecto al control. Pero si que se produce una disminucion en la expresion, no
siendo significativa, del grupo HFD respecto al control y los otros dos grupos.

El estudio de la oxidacion de acidos grasos por parte del hepatocito (Figura
27C) nos muestra que no existen cambios en el patrén de expresion de los genes
respecto al control, hecho que ocurre en los genes Cptla, Acox1, Ppara, Ucp2 vy
Cpt16; produciéndose en este ultimo una tendencia hacia una mayor expresién de
los genes en todos los grupos y en Ucp2 en el grupo BPA vy, ligeramente, en
BPA+HFD. Se produce una bajada significativa en la expresion de AcacB en el
grupo HFD+BPA respecto al grupo control y al grupo BPA.
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Figura 27. Expresion génica en higado de los animales alimentados durante trece semanas con
HFD y con diecisiete semanas de vida. A) Expresion relativa de los genes Ppary, Srebplc, Acaca, y
Fas genes implicados en la lipogénesis. B) Expresion relativa del gen Cd36 implicado en la
captacion de acidos grasos del torrente sanguineo al interior celular y Gck. C) Expresion relativa de
los genes Cptla, CptlB, AcacB, Ucp2, Acox1 y Ppara genes implicados en la oxidacion de acidos
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grasos. D) Expresion relativa de los genes Prkaal (cuya traduccién da lugar a la proteina Ampk) y
Pck, genes implicados en la captacion de la glucosa del torrente sanguineo y su posterior
metabolizacién. 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 expresidon de los genes ha sido relativizada respecto a la
expresion del grupo control. Se ha usado como gen enddgeno Rplo (o también llamado 36B4). Los
datos han sido analizados con ANOVA one way, a, b, ¢, d, e, f p-valor < 0.05. a comparacion 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 metabolizaciéon de la
glucosa (Figura 27D) vemos que el regulador metabdlico, Prkaal (AMPK), presenta
una sobreexpresion 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 sélo en el
grupo BPA donde encontramos un aumento significativo.

El estudio de la expresion génica en el musculo se realizé dividiendo los
genes en dos grandes grupos de estudio: genes implicados en la oxidacién de
acidos grasos por un lado, y por otro, genes implicados en la captacidén de acidos
grasos como de la glucosa (Figura 28). En los genes implicados en la oxidacion de
acidos grasos (Figura 28A), observamos que la expresion de Ucp2 no se encuentra
modificada en ninguno de los grupos de estudio. Los genes Ppara, Acox18, Ucp3,
Cpt1B y Cptla muestran un cambio en el patrén de expresidn respecto al control.
En Ppara observamos que en todos los grupos de estudio, se encuentra
aumentada su expresién, 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) sdlo respecto al control. En Acox18 se aprecia un patrén similar al
descrito en Ppara, sélo que en este caso, el aumento significativo de expresion se
da en el grupo HFD (4.70 + 0.66) respecto al control. En Ucp3 y Cpt18 observamos
un aumento de la expresiéon de los genes en los animales que han sido
alimentados con HFD, por un lado el aumento de expresion 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 expresiéon
de Cpt1B en los animales alimentados con HFD muestra estas diferencias con el
grupo BPA. En la isoforma Cptla observamos que el aumento de expresién se
produce en el grupo HFD, siendo esta diferencia de expresion significativa
respecto al grupo control, BPA y HFD+BPA.
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Cuando nos fijamos en la captacién de acidos grasos (Figura 28B) por parte
de los miocitos, observamos que se produce un aumento de la expresién 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 expresidon en el gen implicado en la
captacion de la glucosa, Slc2a4, ni en el gen Prkaal, implicado en el metabolismo
de ésta. Si se observa un aumento de la expresion del gen Hk respecto al control,
siendo sdlo significativa esta diferencia en el caso de los animales HFD.
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Figura 28. Expresion génica en musculo de los animales alimentados durante trece semanas con
HFD y con diecisiete semanas de vida. A) Expresion relativa de los genes Ppara, Acox1, Ucp2,
Ucp3, Cpt1By Cptla genes implicados en la oxidacidn de acidos grasos. B) Expresion relativa de los
genes Hk, Cd36, Slc2a4 y Prkaal implicados en la captacién de acidos 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 expresion de los genes ha sido relativizada respecto a la expresion del grupo
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control. Se ha usado como gen enddgeno Rplo (o también llamado 36B4). Los datos han sido
analizados con ANOVA one way, a, b, ¢, d, e, f p-valor < 0.05. a, comparacién 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 mayoria de envases dedicados a la alimentacion.
Aunque su utilizacidn esta muy extendida, existen mas de siete mil estudios que
muestran los efectos adversos del BPA en los individuos que han estado expuestos
a él, pero sélo 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
demostré que la exposicién a BPA en ratones adultos produce cambios en la
homeostasis de la glucosa se publicaron en el afio 2006 (Alonso-Magdalena et al.,
2006). En ellos se muestra que tras la aplicaciéon de una uUnica dosis diaria de BPA
se produce un rapido descenso de la glucemia, acompanado de un aumento de los
niveles de insulina y que estos cambios evolucionaban a una hiperinsulinemia
cronica acompafada de intolerancia a la glucosa y resistencia a la insulina cuando
el tratamiento se prolongaba durante cuatro dias. Posteriormente, gracias a
diversos estudios epidemiolégicos asi como de modelos animales, se ha
profundizado en el conocimiento del riesgo potencial que representa el BPA para
la apariciéon de desérdenes metabdlicos (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 exposicion 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 6rganos de los individuos. Dentro
de esta ventana de exposicion encontramos una amplia heterogeneidad de
trabajos realizados en los que se utilizan diferentes modelos animales (incluyendo
diferentes cepas animales y diferentes dosis) asi como distintas vias de exposicion,
incluyendo la ingesta mediante pellets o bebida, sonda oral o inyeccién
subcutdnea (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
exposicion temprana de los individuos a dosis bajas (10 pg/kg/dia), respecto a la
dosis considerada como dosis segura o dosis tolerable diaria (50 pg/Kg/dia por la
EPA y la ESFA; basado en el LOAEL de 50 mg/Kg/dia (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 exposicién 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
exposicién al disruptor produce un aumento de la masa de célula f y un aumento
de la insulina en plasma en el estado de saciedad. Ademas, a los cuatro meses de
edad el BPA modifica la expresién de los genes implicados en el metabolismo de la
glucosa y de los lipidos, en los tejidos periféricos sobre todo en tejido adiposo e
higado, de una manera similar a una alimentacién con dieta rica en grasa.

1. EFECTOS DE LA EXPOSICION 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 situacién adversa en el ambiente uterino.
Existen multiples evidencias en las que se muestra que individuos que presentan
esta caracteristica estan mas predispuestos al desarrollo de enfermedades
metabdlicas durante el desarrollo de su vida adulta (Hales & Barker, 1992, 2001;
Berends & Ozanne, 2012).

En nuestro estudio analizamos el peso de las crias y observamos que en las
camadas que tuvieron el mismo numero de crias en el alumbramiento, aquellas
procedentes de madres a las que se les aplicé el BPA tuvieron un menor peso al
nacer. En este sentido, se ha descrito que una exposiciéon a una dosis de 20
ug/Kg/dia via inyeccidon subcutanea en ratones ICR/Jcl, utilizando el aceite de
sésamo como vehiculo, provoca que las crias procedentes de estas madres
presentan un menor peso al nacer que los controles (Honma et al., 2002). Por otro
lado si la exposicion es oral (a una dosis de 2.4 pg/Kg/dia) en ratones CF-1 se
observa un aumento en el peso de las crias de las madres expuestas al BPA
(Howdeshell et al., 1999). Al utilizar dosis inyectada de 10 o 100 pg/Kg/dia con
aceite de maiz en ratones OF1, se observa un aumento de peso en las crias de las
madres expuestas a menor dosis de BPA, y una disminucién con la mayor dosis
(Alonso-Magdalena et al., 2010), fendmeno que se mantiene en el modelo
experimental C57BL6 con una dosis de 100 pg/Kg/dia inyectada (Liu et al., 2013).

Esta variabilidad de efectos en el peso de las crias 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 crias procedente de madres tratadas
con altas dosis (250 o 1250 pg/Kg/dia) tienen un porcentaje de peso menor
respecto al control mientras que las crias de madres tratadas con dosis mas bajas
(50 pg/Kg/dia) 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 crias son destetadas de las madres y se
alimentan con dieta ND. Esto sugiere que las diferencias de peso durante la
lactancia podrian ser debidas a que las madres expuestas a BPA pudieran seguir
exponiendo a las crias 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), asi como la acumulacion de BPA en el tejido adiposo mamario (Fernandez
et al., 2007).

En situacion de saciedad los animales BPA presentan una hiperinsulinemia
gue no encontramos en los animales controles; pero cuando las glucemias son
mas bajas, como en situacién de ayuno moderado (6 horas) o agudo (12 horas),
los niveles de insulina son similares en ambos grupos. Esta respuesta tan marcada
en la liberacidn de insulina en respuesta a cambios de la concentracion de glucosa
circulante, se ve reflejada en la secrecion de insulina in vivo. Para mantener unos
valores normo glucémicos en condicién de ayuno agudo los dos grupos de
estudio, control y BPA, presentan valores similares de insulina circulante. Sin
embargo, tras la administracién de una carga de glucosa observamos niveles de
insulina circulantes muy superiores en los animales BPA en comparacion con los
controles. Este aumento de la liberacidn de insulina para conseguir normo
glucemias en los animales expuesto a BPA ya fue descrito en el afio 2010 (Alonso-
Magdalena et al., 2010). Ademas, Ruzzin y colaboradores obtuvieron los mismos
efectos con exposicion a Pops (acréonimo del inglés de Persistant Organics
Pollutants) en ratas (Ruzzin et al., 2010). Esta potenciacion de la secreciéon 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 modificacion de la
sensibilidad a la insulina en los tejidos periféricos, como ocurre en otros modelos
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de exposicion a BPA (Alonso-Magdalena et al., 2006; Alonso-Magdalena et al.,
2010; Batista et al., 2012), lo que podria deberse a mecanismos de compensacion
en la cascada de sefializaciéon de la insulina. Un ejemplo de adaptacion fisiolédgica a
cambios en los niveles de insulina lo podemos encontrar en el modelo de
desnutricién proteica, donde los animales sometidos a esta condicidn nutricional
presentan como adaptaciéon metabdlica una menor secrecidon de insulina por
parte del islote de Langerhans en respuesta a estimulos 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 secrecidon y contenido de
insulina respecto a los controles cuando la secrecion de insulina se expresa en
relacion a la proteina 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
gue, a cualquier concentracidn de glucosa testada los islotes de los animales BPA
liberaban la misma cantidad de insulina al medio. Asi concluimos, que la
capacidad secretora de las células las células B del islote no se encuentra afectada,
que el aumento de insulina que observamos en plasma podria ser debido, al
menos en parte, a un aumento de masa de célula B. Mediante estudios de
morfologia corroboramos que, efectivamente se producia 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
parametros analizados respecto a los animales control. Los niveles de péptido-c se
encuentran elevados en los animales BPA respecto a los controles en situacion de
saciedad. Este hecho se correlaciona con la hiperinsulinemia en saciedad, ya que
insulina y péptido ¢ 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 sélo 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 higado en los animales BPA, dado que en
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condiciones normales, el aclaramiento del péptido-c tiene una cinética mas lenta
que el de la insulina (Samnegard & Brundin, 2001). El fendmeno 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 liberacidn de la insulina enddgena, debido al cardcter insulinotrépico del GLP-1,
comparado con los animales control que sélo se les inyectd glucosa. Ademas se
observa una reduccion del 46% del aclaramiento de la insulina por parte del
higado. Provocando una mayor persistencia de los niveles de insulina en plasma
(Ahren et al., 2005).

El principal érgano del aclaramiento del péptido-c es el rifidn (Henriksen et
al., 1987; Samnegard & Brundin, 2001; Chowta et al., 2010). Por lo que si el ratio
de péptido-c circulante esta 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 exposicion
directa a BPA produce degeneracion tubular en los rifiones (Yildiz & Barlas, 2013),
por lo que la funcionalidad del rifndn podria estar comprometida. Este hecho
podria ser el causante del aumento del aclaramiento del péptido-c.

La exposicion intra-utero a BPA provoca en los animales de 4 semanas de
edad un aumento de la masa de célula B por parte de los islotes. Este aumento se
asocia a un aumento de la expresion de los genes que estan implicados en el
desarrollo del pancreas Pdx1 y Hnf4a (Ahlgren et al., 1998; Odom et al., 2004). El
fendmeno contrario, la disminucién del tamafio del islote y la menor secrecién de
insulina ocurre en los modelos de desnutricion (Rafacho et al., 2009; Sandovici et
al., 2011) donde se produce una disminucion de la expresiéon del gen Hnfda
debido a metilaciones en la regidon de los potenciadores en la cromatina, que
impiden la correcta descondensacion del gen para poder dar acceso a la
maquinaria de transcripciéon (Ozanne et al., 2011). Ademads, el estudio de la
expresion del gen de la insulina en los islotes, nos muestra que la hipersecrecion
gue encontramos en nuestros animales en estado de saciedad no es debido a un
aumento de la expresién de dicho gen por la accion del BPA, como ocurre en
modelos de exposicion directa (Alonso-Magdalena et al., 2006) (Alonso-
Magdalena et al., 2008), sino que es debido al aumento de masa de la célula B.
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Estudios recientes, muestran que el BPA es capaz de producir cambios
epigenéticos en el higado en animales expuestos intra-utero durante el desarrollo
embrionario (Ma et al., 2013).

El promotor implicado principalmente en la expresién de Hnf4a en el
pancreas es el promotor 2. En nuestro analisis, vemos que la exposiciéon a BPA
durante el desarrollo embrionario no produce cambios en la activacidon de los
promotores del gen Hnf4a. El porcentaje de 5-metil-citosina en las diferentes
regiones estudiadas, nos muestra que la region mas activa, implicada en la
expresion 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 regidn estd hipometilada
comparada con las demas regiones estudiadas, que tienen un 40 %, promotor 1, o
60 %, la region del exén 1.

Estudios sobre la estructura de la cromatina y de las metilaciones
asociadas a las histonas para mantener compacta la cromatina, podrian explicar
los cambios en la expresion génica. Asi un aumento de las metilaciones en las
histonas, no dejando de esta manera acceso a la maquinaria de transcripcion,
ocurre en la expresion del gen Hnf4a en ratas desnutridas (Ozanne et al., 2011;
Sandovici et al., 2011). También es posible que tenga lugar una hipometilacién de
las histonas, provocando una relajacion de la estructura de los nucleosomas
facilitando la descompactacion de la cromatina. De esta manera se permitiria un
mayor acceso a la maquinaria de transcripcion. Dando lugar a la unién de dos o
mas tag-polimerasas, pudiendo de este modo aumentar el rendimiento de la
expresion de los genes y en consecuencia aumentar el numero de copias de
ARNm. Este hecho podria explicar el aumento de expresidon que encontramos en
estos dos genes estudiados (Pdx1 y Hnf4a).

También existe la posibilidad de que las modificaciones que vemos en la
expresion génica de estos genes, sean debidas a una regulacion postranscripcional
por parte de micro ARN (miARN). Estos pequefios ARNs, de aproximadamente
unos 20 nucledtidos, interactian con los ARNm induciendo el complejo de
silenciamiento y uniéndose a la regién 3'no traducida de estos ARNm (Ambros,
2004; Bartel, 2004). En el afio 2007, Lynn y colaboradores demostraron que los
miARN se expresan durante el desarrollo del pancreas y que estos son necesarios
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para el desarrollo normal de las células B, ademas de estar implicados en la
regulacion de genes para el desarrollo de una morfologia normal del pancreas,
como es el caso de mmu-miR-375 (Lynn et al., 2007). Ademas, estudios en lineas
celulares de cancer de mama, como es la MCF-7, muestran que la exposicién a
BPA provoca cambios en la expresién de miARN, al igual que otros DEs (Tilghman
etal., 2012).

2. EFECTOS DE LA EXPOSICION 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 alimentacién con
dieta rica en grasa.

Como resultado de nuestro estudio concluimos que es posible que una
exposicion a BPA intra-utero conlleve cambios metabdlicos 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 indicaria que Ila
célula beta podria no liberar la insulina suficiente para poder conseguir llegar a los
valores normales de glucemia. Estos valores de glucemias son muy préximos 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 combinacion de exposicidon a BPA y alimentacién
con HFD no conlleva a una potenciacion 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 regulacion de los niveles de
glucosa en sangre mas parecido a los animales que han sido alimentados con HFD
gue 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 todavia estos tejidos no estdn
danados por la concentracidon 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 compensacion por parte de los tejidos periféricos y
por tanto no se observen cambios en la sensibilidad a la insulina. Esta
compensacion puede ser mediada por un aumento en la cantidad de la proteina
Irs-1, pudiendo de esta manera amplificar la cascada de senalizacion de la insulina
en musculo (Batista et al., 2012). Ademads, es posible que las alteraciones
observadas en la GTT se relacionen con un fallo de la respuesta hepdtica en
respuesta a la glucosa, lo que se traduciria en una disminucién en la sintesis de
glucégeno. En este sentido, un estudio publicado recientemente demuestra que
una exposicién indirecta a BPA via materna, durante la gestacién y la lactancia de
las crias, produce en la descendencia a las 21 semanas de edad una disminucion
de los depdsitos de glucdgeno en higado (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 dias a dosis de 100 pg/kg/dia (Alonso-Magdalena et al., 2006). En la
secrecion 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 secrecion de insulina en animales alimentados con HFD ya ha sido descrito
desde hace tiempo por diferentes grupos (Reimer & Ahren, 2002; Sone & Kagawa,
2005; Gonzalez et al., 2013). Sin embargo cabe destacar que los efectos
producidos por una exposicion temprana a bajas dosis de BPA conduce a un
aumento de la secrecidén 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 secrecién de insulina por parte del BPA ya se
demostré en animales expuestos a dosis mds elevadas que las nuestras (100
ug/kg/dia) durante 8 dias (Batista et al., 2012). La ausencia de cambios en la
concentracion de calcio intracelular en todos los grupos, nos indica que la
apertura de los canales de calcio dependientes de voltaje de la membrana
plasmatica no se ven afectados ni por la exposicidon intra-utero ni por la
alimentacion con HFD (Collins et al., 2010).

Dos de los principales parametros que determinan un estado prediabético
son: hiperglucemia en ayunas e intolerancia a la glucosa. Cabe destacar que
ambos fendmenos 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
mas marcados en presencia de la dieta HFD.

2.2. Individuos de 28 semanas de vida y 24 semanas de alimentacion con
dieta rica en grasa.

A las 28 semanas de vida y tras 24 semanas de alimentacién 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. Ademas 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 mas
marcada que la descrita a las 17 semanas de vida, lo que nos indica que estos
animales BPA muestran un estado pre-diabético mas 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 mas elevados de insulina en
ayuno, ademds 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 reduccion de la
capacidad de la insulina para activar la via del sustrato del receptor de la insulina
(IRS-1)/ fosfatidilinositol-3-quinasa (PI3K), y como consecuencia una disminucién
de la captacion de la glucosa y la utilizacién de ésta en los tejidos diana de la
insulina. La aparicién 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 fosforilacién de IRS-1 en el residuo de serina, disminuyendo
de esta manera la afinidad de IRS-1 a la PI3K y minimizando la activacién de ésta
ultima. Y el segundo mecanismo es el incremento de la expresion de la subunidad
p85a de la PI3K (Draznin, 2006). La PI3K es una enzima formada por dos
subunidades, una subunidad reguladora (p85) y una subunidad catalitica (p110)
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gue estd asociada a la subunidad reguladora. La estequiometria normal de las
subunidades es un exceso de la reguladora respecto a la subunidad catalitica, por
lo que existe un reservorio de mondémero de p85 que no estd 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 monémero p85 y el dimero p85-
p110. Cuando se produce un desplazamiento del balance hay una competencia
entre p85 y p85-p110 por los mismos sitios de unién 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,
gue 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)
0 en otros modelos animales y dosis (Wei et al., 2011), pueda deberse a que en
nuestro modelo todavia 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 translocacién a la membrana del receptor Glut4.
También puede estar ocurriendo que la fosforilacion de IRS-1 en serina no sea tan
abundante y no se esté inhibiendo la cascada de sefializacion o incluso que
todavia no se esté produciendo la combinacién 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 ¢
5000 pg/Kg/dia se producen diferencias en la sensibilidad a la insulina, pero que a
dosis intermedias (de 50 6 500 pg/Kg/dia) no existen diferencias respecto a los
controles. Estos resultados apoyan los datos obtenidos en el afio 2010 por Alonso-
Magdalena y colaboradores en los que las crias de madres expuestas a dosis altas
(100 pg/Kg/dia), no presentan resistencia a la insulina, sin embargo, las crias de
madres expuestas a dosis bajas (10 pug/Kg/dia) si que presentan una resistencia a
la insulina.

El estudio de la secrecién 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 proximos a los
obtenidos en los controles, perdiendo esa marcada hipersecrecién que se veia 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 disminucién de secrecién 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 B de los islotes. Estas respuestas
a la glucosa van acompafiadas con una disminucion 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 mas drasticas se dan en los animales HFD y
HFD+BPA; llegando a ser esta reduccién significativa con respecto a los animales
controles.

Ademas del efecto del BPA sobre la funcién de la célula beta pancreatica y
por tanto sobre la homeostasis glucémica, recientemente se ha planteado que el
BPA podria ser un compuesto obeségeno (Grun & Blumberg, 2007; Sharpe &
Drake, 2013). En este sentido nuestros datos muestran que la exposicion a BPA
intra-Utero 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
alimentacion rica en grasa.

2.3. Efectos de la exposicidon a BPA intra-utero en la expresién de genes

en los tejidos periféricos.

En el estudio genético observamos que los cambios mas relevantes se
producen en el tejido adiposo de los animales expuestos a BPA, siendo estos
cambios muy similares a los producidos por una alimentacion rica en grasas. Estos
cambios son mas marcados en los genes implicados en la lipogénesis y en la
oxidacién de acidos grasos. Los cambios se ven claramente reflejados, en la
lipogénesis, en el gen Srebplc, en los tres grupos de estudio, y en los genes Fas y
Acaca, para los dos grupos de animales alimentados con HFD, ademas de la
diminucion de la expresion en Ppara 'y Cptl168 en la oxidacion de acidos grasos. El
estudio individualizado de los efectos de una menor expresion de estos genes es
muy complicado, ya que todos ellos se encuentran formando parte de una
compleja red de comunicacion celular. De toda ésta compleja interaccién cabe
destacar la disminucién de la expresion de Srebplc ya que juega un papel muy
importante en la regulacion de los genes que codifican para las enzimas
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lipogénicas (Toth et al 2004 mol cell biol), siendo Acac y Fas los principales. Acac o
estd implicado en el paso del metabolito Acetil-CoA a Manolil-CoA. Este ultimo
metabolito es dual, pues esta implicado en la oxidacion de acidos grasos ya que es
el regulador del sistema de transporte para que puedan entrar los acidos grasos
en la mitocondria y comenzar el ciclo de la beta oxidacién (McGarry et al., 1977).
Asimismo, se encuentra implicado en |a sintesis de acidos grasos por medio de Fas
actuando como donante de grupos metil (Abu-Elheiga et al., 2001). Por tanto, la
expresion de Acaca y Fas se encuentran relacionadas.

En la bibliografia se ha descrito que son genes cuya expresion indica que
dependen de la dieta, ya que las dietas libres en grasa inducen la sintesis de Acaca
y su actividad, mientras que las dietas ricas en grasa producen una disminucién de
la expresién Acac y de su actividad (Abu-Elheiga et al., 2001)

En otros modelos de investigacion se ha probado que la exposicidn a dietas
ricas en grasa produce una disminucion de la expresién del gen Fas tras un
tratamiento de 4 6 16 semanas con dietas de diferente porcentaje caldrico (Jiang
et al., 2009). La razon de no encontrar una diminucidn de Fas en los animales BPA,
manteniendo de esta manera el patrén de comportamiento mostrado por los
animales alimentados con HFD, tanto animales HFD como HFD+BPA, puede ser
debido a que la activacion de este gen se vea aumentada de forma basal como se
ha demostrado que ocurre en linea celular tumoral de mama, MCF-7, tras una
exposicidn a diferentes EDs con actividad estrogénica (Tilghman et al., 2012).

Ademas, la disminucion de la expresion de Srebplc, en los animales
alimentados con HFD, puede estar ligada a la diminucion de la expresién de Fas. A
su vez, todos estos genes pueden estar influidos por la tendencia al aumento del
gen Prkaal (AMPK), ya que la transcripcion de Srebplc se inhibe por dicha
proteina (Zhou et al., 2001) al igual que la expresion de Fas se ve disminuida por
una prolongada activacién de la AMPK (Foretz et al., 1998). Todo esto puede llevar
a una desregulacién del metabolismo de los lipidos en nuestros animales de
estudio mostrando un patréon similar en los animales BPA y en los animales
alimentados con HFD.

La interaccidon entre el proceso de lipogénesis y de oxidacién de acidos
grasos se basa por un lado en Ppara (Fernandez-Alvarez et al., 2011), ya que este
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es capaz de regular la expresidn de Srebplc, y por otro lado en el papel dual del
Malonil-CoA que ya hemos discutido anteriormente.

La disminucién que encontramos en la expresion de Ppara puede estar
también, implicada en la bajada de la expresién de Srebplc, ya que Fernandez-
Alvarez y colaboradores demostraron que la expresién de Srebplc se aumenta en
la presencia de agonistas de Ppara y que la combinacidn de agonistas con insulina
incrementa unas 7 veces el efecto. La disminucion tan drdastica que observamos en
la expresion de Cptl1B 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 expresién de Cptl que a su vez podria estar
causando la disminucién de la expresion del transportador de acidos grasos libres,
Cd36/Fat, tal como se ha demostrado en musculo 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, podria estar causada por la
disminucién de la expresion del gen Slc2a4 en estos dos grupos, gen que codifica
el transportador de glucosa Glut4, implicado en la captacion 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 podria estar vinculado a que la
expresion de este gen no se encuentra disminuida.

Los cambios de expresion génica que encontramos en higado siguen un
patrén parecido al descrito en el estudio del tejido adiposo, pero cabe destacar el
gran aumento de la expresién del gen Ppary en higado. La esteatosis hepatica o
higado graso se caracteriza por un aumento de la expresién de este gen (Vidal-
Puig et al., 1996; Memon et al., 2000; Bedoucha et al., 2001). Se ha comprobado
gue la administracion prolongada de TZD (tiazolidinedionas), agonista de PPARYy,
en animales obesos KKAY, provoca una esteatosis severa lo que indica que la
administracién de este analogo en animales con una alteracién de la expresién de
Ppary en higado puede acabar afectando el metabolismo lipidico en el higado
conduciendo a la aparicion de esteatosis (Bedoucha et al., 2001). Una
sobreexpresion prolongada de Ppary en los animales BPA, puede producir la
generacion a largo plazo una esteatosis hepatica en los individuos.
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El aumento de TG y glicerol en plasma puede estar relacionado con la
disminucion de la oxidacion de acidos grasos explicada por la disminucion de la
expresion de los genes implicados en ésta, que anteriormente hemos descrito en
el apartado 5 de resultados.

3. EL PAPEL DE BISFENOL-A EN LA ETIOLOGIA DE LA DIABETES.

La etiologia clasica de la DMT2 se define como la presencia de una
resistencia a la insulina en los tejidos periféricos que provoca de forma
compensatoria una sobreproduccién de insulina por parte de las células B para
mantener unos niveles de glucemia adecuados (Kahn et al., 2006). Cuando esta
adaptacion fisiolégica se mantiene en el tiempo se produce un estrés en las
células B que acaba desembocando en la perdida de la funcién y la muerte celular
de las mismas (Kanhn et al., 2007). Durante la evolucién de los animales expuesto
intra-utero a BPA no observamos en ningln momento una resistencia clara en los
tejidos periféricos a la insulina, pero por el contrario, si 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
B observado.

El hecho de mantener niveles elevados de insulina plasmatica sin una
necesidad fisioldgica aparente podria generar en el individuo una constante
activacion de las cascadas de sefializacion en las que estd implicada la insulina,
pudiendo provocar los cambios fenotipicos y genotipicos 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 estd alterada
en ambas edades, ademas de cambios en el patron de expresion 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 estan elevados de 2 a 4 veces mas
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 liberacién de insulina excedida a los estimulos de glucosa
pospandrial. Esta hiperinsulinemia pospandrial puede conducir a la aparicién de
una resistencia a la insulina asociada a una disminucién de la sensibilidad del

125




receptor de insulina y a una hipertriglicemia correlacionada con el grado de
hiperinsulinemia (Shanik et al., 2008). Ademas el estudio de Meharan y
colaboradores, muestra la relacién 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
agravaria o aceleraria los efectos producidos por una exposicion a BPA durante el
desarrollo embrionario. Ante los datos obtenidos no vemos que una alimentacion
con HFD (45 %) en animales expuestos a BPA intra-utero potencie los efectos
producidos Unicamente por una alimentaciéon rica en grasa. El hecho de no
encontrar cambios en la combinacidn de HFD y BPA puede ser debido a que la
dosis de exposicion sea baja o el tiempo de exposicidn insuficiente, ya que en
ratas expuestas a 50 ug/Kg/dia, si que se produce un empeoramiento de la
homeostasis de la glucosa cuando se produce la sinergia de exposicién a BPA
durante el periodo perinatal y la alimentacion con HFD (28.5 %) (Wei et al., 2011).
Incluso puede ser el caso que sea necesario una dieta con un porcentaje mas 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. EXPOSICION EN HUMANOS.

Desde la aparicion de los primeros estudios en los que se demostraron los
efectos de la exposicién a BPA en individuos, existe una controversia respecto a
este tipo de compuestos y en particular hacia el BPA.

En el afio 2007, en el marco la reunion 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 establecid
una declaracién consenso. En esta declaracién se abarcan los tépicos de Ia
exposicién en humanos al BPA, los mecanismos moleculares in vitro del BPA, el
efecto in vivo del BPA en animales de laboratorio, la evaluacidon de las evidencias
de la actividad carcinogénica del BPA y la evaluacion ecolédgica del BPA mediante
las evidencias de la biologia comparativa. Como resultado se establecié una
declaracion consenso en la que se indica que los estudios de toxicidad aguda y de
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toxicidad clasica que implican el uso de dosis altas de BPA no reflejan la situaciéon
de exposicion de los seres humanos. Se concluyé que los estudios epidemiolégicos
y ecolégicos se podrian 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 creacién de este y otros paneles de expertos, donde se ha
discutido los efectos producidos por la exposicion 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 exposicién se sigue
manteniendo y es un motivo de debate en los foros cientificos, que todavia se
mantiene activo (vom Saal & Myers, 2010). Ademds de la publicaciéon en la
revistas cientificas del campo, también existen informes para la utilizacion de
estudios biomonitorizados por las agencias reguladoras para evaluar los niveles de
exposicion y seguridad del BPA (Vandenberg et al., 2010).

Existen cada vez mas estudios epidemioldgicos que ponen de manifiesto
que la poblacién se encuentra en constante contacto con altas concentraciones
de BPA. La agencia nacional de salud y nutricion de los EEUU (NHANES, US-
National Health and Nutritional Examination Survey) ha realizado analisis de BPA
en orina en la poblacion americana del 2003-2006, donde Melzer y colaboradores,
describieron una correlacion entre la alta concentracion de BPA y el diagndstico
de DMT2 y enfermedades cardiovasculares (Melzer et al., 2011). Este estudio se
basa en dos estudios previos donde se estudia la poblacién del 2003-2004 (Lang et
al., 2008) y 2005-2006 de los datos de NHANES. En el primer estudio se encontrd
una correlacion positiva entre diagndstico de diabetes y enfermedades
cardiovasculares con altas concentraciones de BPA en orina, manteniéndose sélo
ésta correlacién en el segundo estudio con las enfermedades cardiovasculares. Al
aumentar la poblacién de estudio, afiadiendo a estos estudios anteriores los
individuos del ano 2007-2008, ésta correlacion entre alta concentracion de BPA y
diagnodstico de diabetes se sigue manteniendo (Silver et al., 2011).

Estudios recientes en la poblacién asiatica muestran como el BPA se asocia
a un aumento de la obesidad y en particular de la obesidad abdominal, ademas de
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mostrar una asociacion entre el BPA y la resistencia a la insulina modulada por el
IMC (indice de masa corporal), ya que la relaciéon entre el IMC y el HOMA-IR
(modelo homeostatico de evaluacion de la resistencia a la insulina) es mas
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
poblacién estadounidense, se sigue manteniendo la correlacion positiva entre
niveles de BPA y diabetes, manteniéndose la asociacién tanto en personas con
normopeso como en personas con sobrepeso y obesas (Shankar & Teppala, 2011).
Ademds, se ha demostrado que existe un asociacién 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
ug/Kg de peso corporal/dia. Estas agencias, se basan en el LOAEL de 50 mg/Kg
peso corporal/dia para establecer el limite 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 mas bajas (10 pg/Kg de peso corporal/dia) que la establecida por
las diversas agencias de seguridad y salud. Lo que nos estd indicando la necesidad
de generar nueva legislacion para poder frenar los problemas de salud publica que
pueda generar la exposiciéon a este ED. Dado que cada vez mds numero de
trabajos muestran, junto con nuestros resultados, que la exposicién a bajas dosis
de BPA es capaz de modificar la fisiologia normal de los individuos expuestos a él,
se puede considerar que una exposicién a BPA durante el desarrollo potencia la
aparicion de desdrdenes en la vida adulta de los individuos. Por tanto, son
necesarios, la realizacion de estudios exhaustivos de los efectos a largo plazo de
una exposicion a BPA, asi como una regulacién estricta para su utilizacion.
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Los resultados aportados en el presente trabajo demuestran que, una

exposicion a Bisfenol-A durante el desarrollo embrionario provoca:

132

Un aumento en la masa de célula beta.

Un aumento de los niveles de insulina circulantes en animales que no
precisan de esta adaptacion fisioldgica.

Desregulacion de la homeostasis de la glucosa en los individuos en edad
adulta.

Cambios en los patrones de expresidn génica en los tejidos periféricos,
siendo éstos mds importantes en el tejido adiposo.

La exposicion a Bisfenol-A se asemeja a los efectos producidos por una

alimentacioén rica en grasa.
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