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RESUMEN

El bisfenol-A (BPA) es el componente principal de los plésticos de
policarbonato, se usa también como aditivo en la fabricacion de muchos otros tipos
de plasticos y para la produccion de resinas epoxi. La presencia de BPA es
generalizada en multitud de productos de consumo, en contacto directo con
alimentos y bebidas. EI BPA ha sido detectado en la orina del 93% de los ciudadanos
estadounidenses. EI BPA se ha clasificado como un disruptor endocrino, que actta
como un estrogeno exdgeno mediante su union con los receptores de estrogenos ERa
y ER. Diversos estudios epidemioldgicos han relacionado la exposicion a BPA con
el desarrollo de ciertas patologias, incluyendo desérdenes metabdlicos como la
diabetes mellitus y la obesidad. Trabajos realizados durante la Gltima década
sugieren gue el BPA podria contribuir en la etiologia de la diabetes tipo-2, ya que el
BPA causa resistencia a la insulina y altera la funcion de la célula B pancreatica en

ratones expuestos.

Trabajos previos de nuestro grupo han demostrado que el BPA incrementa la
expresion del gen de la insulina y que tiene un efecto insulinotropico rapido al
promover la inhibicién de la actividad del canal Kate. Ambas respuestas implican la
transduccion de sefiales a través de ERa o ERp, respectivamente, localizados fuera
del ndcleo. En el presente estudio, hemos estudiado cdmo la exposicion persistente
a BPA puede modular directamente y a largo plazo la funcion de la célula B
pancredtica y el islote de Langerhans. Para ello hemos establecido un modelo de
exposicion in vitro utilizando islotes de Langerhans aislados o células B disgregadas
que se han mantenido en presencia de BPA durante 48 horas. La caracterizacion de
las posibles alteraciones debidas al BPA se ha realizado mediante un abordaje
multidisciplinar, combinando técnicas electrofisiol6gicas (actividad eléctrica,
corrientes macroscépicas y medidas de la capacidad de membrana), microscopia de
fluorescencia con sondas sensibles a calcio, medida de la secrecion de insulina y
estudio de los cambios en la expresion de ARNm mediante PCR a tiempo real. Los

resultados que hemos obtenido muestran que la exposicidén a BPA provoca cambios
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muy significativos en el funcionamiento de la célula B pancreatica. A una dosis tan
baja como 1 nM, el BPA altera la forma del potencial de accion de las células § en
respuesta a glucosa, disminuyendo su amplitud y haciéndolo mas ancho. A esta dosis
de exposicion, hallamos que la entrada de calcio, en respuesta a glucosa o estimulos
despolarizantes no-metabolicos, estaba disminuida en células B expuestas. Sin
embargo, al incrementar la dosis de exposicion a 100 nM BPA, los cambios en la
entrada de calcio no se detectaron, por lo que la relacién entre la dosis de BPA y el
efecto que describimos se produce de un modo no monoténico. EI fenémeno de la
nomonotonicidad aparece frecuentemente en la literatura en relacion a los efectos
provocados por la exposicién a EDCs. Asi mismo, la exposicién a 1 nM BPA altera
muy significativamente la capacidad exocitotica de las células  y su secrecion de
insulina. La diseccion farmacoldgica de la corriente macroscépica de calcio revela
que la reduccion particular de la corriente tipo-R era la responsable de este cambio.
Empleando PCR a tiempo real, hallamos que la transcripcion del canal C,2.3, que
conduce la corriente R, estaba reducida en las células cultivadas en presencia de
BPA. Este efecto transcripcional se produjo por igual con independencia de la dosis
de BPA empleada, lo que indica una relacion monotdnica entre la dosis de BPA'y su
efecto sobre la expresion del canal, a pesar de no observarse un efecto de BPA sobre
la entrada de calcio a las dosis mas altas que utilizamos. El efecto de una dosis baja
de BPA sobre la entrada de calcio en la célula B se reprodujo al emplear un agonista
especifico de ERP (DPN), mientras que fueron inexistentes en células 8 provenientes
de ratones ERpB-knockout. Estos resultados parecen indicar que ERp esta implicado
en la mediacién de las respuestas a dosis bajas de BPA (1 nM). Sin embargo, la
discrepancia entre la nomonotonicidad en la entrada de calcio y la monotonicidad en
el efecto sobre la expresion del canal tipo-R, sugiere la existencia de otro mecanismo
modulado por dosis més altas de BPA que actua regulando la entrada de calcio de
forma opuesta. Nuestros resultados sugieren que la activacion de ERa a dosis altas
(100 nM y 1 uM) provoca la potenciacion de la corriente macroscopica de calcio, y
que este mecanismo es dependiente de la activacion de la via de PI3K. El
solapamiento de estos efectos opuestos a través de ERB y ERa tendria como

consecuencia la aparicion de la nomonotonicidad.
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ABSTRACT

Bisphenol-A (BPA) is the main component of the polycarbonate plastics, and it
is also used as an additive in the manufacture of many others types of plastics and
epoxy resins. BPA is extensively present in daily consumer goods in close contact
with food and beverages, and it is detected in the urine of 93% of USA citizens. BPA
has been classified as an endocrine disruptor chemical (EDC), which acts like a
xenoestrogen by binding to estrogen receptors ERa and ERp. Epidemiological
studies show that BPA exposure is linked to the development of some diseases,
including metabolic disorders like diabetes mellitus and obesity. In the last decade,
several works suggest that BPA could be involved in the etiology of type-2 diabetes,
because it elicits insulin resistance and alters pancreatic 3-cell function in BPA-

treated mice.

Previous works of our group have demonstrated that BPA increases the
expression levels of the insulin gene, and that BPA-induced insulinotropic effects
depends on rapid Katp inhibition. These mechanisms are mediated by ERa and ERf
extranuclear-initiated cascades respectively. The main goal of this project is to
characterize how BPA chronic exposure could directly modulate the function of
pancreatic B-cells and islets of Langerhans. To address this aim, we have established
an in vitro long-lasting exposure model using dispersed p-cells and isolated islets of
Langerhans, both maintained during 48 hours with BPA always present in the culture
medium. We have used a multidisciplinary approach combining several
experimental techniques: electrophysiological measurements (electrical activity,
global currents and changes in membrane capacity), intracellular calcium recordings

using fluorescent dyes, insulin secretion and mRNA expression levels using gPCR.

Our results demonstrate that BPA causes significant alterations in B-cell
function. BPA at a dose as low as 1 nM promotes changes in the shape of glucose-

induced action potentials, decreasing its amplitude and increasing its width.
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Likewise, 1 nM BPA reduces calcium entry triggered by membrane depolarizations,
both in response to glucose or non-metabolic stimuli. Nevertheless, a higher dose,
100 nM BPA, has no effect on our endpoint. Accordingly, we conclude that the
relationship between BPA and its effects on calcium entry is non-monotonic.
Nonmonotonicity is a common phenomenon in the field of EDCs. The exposure to
1 nM BPA alters in the same extent the exocytotic capacity and insulin secretion of
pancreatic p-cells. Pharmacological dissection of macroscopic calcium current
suggests that BPA-induced decrease on calcium influx is a consequence of R-type
calcium current reduction. Using gPCR, we found that BPA reduces mRNA
expression levels of R-type pore-forming subunit, and this transcriptional effect is
produced by BPA at any tested doses, revealing a monotonic relationship at this
regulation level. The effect of BPA on calcium entry is mimicked using a specific
ERP agonist (DPN), and abolished in B-cells from ERP knockout mice. These
findings suggest that the functional alterations promoted by low doses of BPA are
mediated predominantly by ERp. Disagreement between BPA-induced effects on
calcium entry and transcriptional regulation of R-type calcium channel suggests the
participation of a counteracting mechanism regulated by higher BPA doses. We
found that high BPA doses (> 100 nM) potentiate voltage-gated calcium entry in
pancreatic -cells through extranuclear ERa-mediated PI13K-dependent mechanism.
We conclude that the NMDR relationship between BPA exposure and calcium entry
seems to be the outcome of the opposite effects mediated by ERf and ERa on the

processes regulating voltage-operated calcium currents in pancreatic B-cells.
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1. EL PANCREAS. EL ISLOTE DE LANGERHANS.

El pancreas es un 6rgano glandular localizado en la cavidad retroperitoneal, que
estd constituido por dos partes claramente diferenciadas a nivel morfoldgico y
funcional: las porciones exocrina y endocrina. El pancreas exocrino se constituye de
tejido glandular acinar y racimoso, cuya funcién es la produccion del jugo
pancredtico que es secretado en el duodeno, y que es fundamental para la digestion
de los alimentos. Por otro lado, la porcion endocrina del pancreas esta constituida
por unidades funcionales discretas de estructura claramente definida, los islotes de
Langerhans. Los islotes de Langerhans son masas celulares de forma esférica
distribuidas aleatoriamente entre el parénquima exocrino del pancreas, cuya funcion
es la secrecion al torrente circulatorio de las hormonas implicadas en la regulacion

de los valores plasmaticos de glucosa.

Figura 1. Comparacion de la citoarquitectura del islote de Langerhans de ratén (A) o
humano (B). Imagenes de inmunofluorescencia empleando un marcaje triple: anti-insulina
(rojo), anti-glucagon (verde) y anti-somatostatina (azul), donde se observa con claridad la
diferente estructuracion de los tipos celulares dentro del islote: mientras que en el raton
aparece una masa central prominente de células B, en los islotes humanos la distribucién es
heterogénea formando un mosaico celular desordenado que es Unico de la especie humana.
Modificada de Abdulreda et al., CellR4 2013.
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El islote de Langerhans esta constituido por distintos tipos celulares, los cuales
se clasifican en funcion de las hormonas que sintetizan y secretan. La célula
pancredtica es la responsable de la sintesis y secrecion de la hormona insulina, siendo
el tipo celular mayoritario del islote de Langerhans. La célula a, productora de la
hormona glucagon, es el segundo tipo celular mas abundante del islote pancreatico.
Entre los tipos celulares menos abundantes se encuentra la célula 6, que sintetiza el
polipéptido somatostatina, y la célula PP, que secreta el denominado polipéptido
pancreatico. Recientemente se ha descrito la aparicion de otro tipo celular en los
islotes humanos, la célula £ (Wierup et al., 2002). Estas células aparecen aisladas y
en nimero muy reducido en los islotes de adultos, pero constituyen una subpoblacion
prominente durante el desarrollo fetal del péancreas. Estas células & expresan
exclusivamente el polipéptido ghrelina. Los islotes pancreaticos son estructuras
altamente vascularizadas y reciben una profusa inervacion del sistema nervioso
auténomo, simpatico y parasimpatico. Es importante sefialar que la citoarquitectura
de los islotes de Langerhans presenta variaciones importantes en funcién de la
especie animal (figura 1). En los islotes humanos, las diferentes poblaciones
celulares aparecen dispersas con una distribucion totalmente heterogénea, donde las
células B suponen en torno al 30-75% de la masa del islote, las células a constituyen
del 10-65%, y la masa restante esta constituida por los tipos celulares minoritarios,
siendo las células d las mas abundantes dentro de éstos (Brissova et al., 2005). En el
caso del raton, los islotes de Langerhans muestran una arquitectura muy
caracteristica, diferenciandose claramente una masa central homogénea de células j3,
rodeada por un manto periférico mas o menos continuo donde se encuentran las otras
poblaciones celulares del islote. Ademas de este cambio estructural, los islotes
murinos presentan una contribucion porcentual diferente de cada tipo celular, con
una mayor proporcion de células 3 (alrededor del 80%) (Brissova et al., 2005). Estos
cambios arquitectonicos podrian tener implicaciones de gran relevancia en la
regulacién paracrina y en el funcionamiento sincrénico del islote, ya que la cantidad
de interacciones homotipicas (contacto entre células del mismo tipo) o heterotipicas
(contacto entre células que no son del mismo tipo, por ejemplo el que se da entre una

célula B y una célula ) entre los tipos celulares cambia sensiblemente: mientras que
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el 71% de las células B en los islotes de raton estan en contacto directo con otras
células B vecinas, este tipo de asociacion B-f solo se da en un 29% entre células 3 de

islotes humanos (Brissova et al., 2005; Cabrera et al., 2006).

2. REGULACION DE LOS NIVELES DE GLUCOSA EN SANGRE.

El funcionamiento apropiado del organismo requiere del mantenimiento de los
valores sanguineos de glucosa dentro de unos margenes estrechos, que ademas deben
ser regulados de forma eficaz y rapida, dependiendo de los desafios homeostaticos
gue se presenten. El islote de Langerhans tiene un papel principal en la regulacion
de la glucemia, ya que las hormonas secretadas por sus subpoblaciones celulares son
reguladores poderosos del metabolismo en los tejidos periféricos. Desde su
descubrimiento en el afio 1921, la insulina, sintetizada y liberada por las células 3
del islote, ha mantenido un protagonismo predominante como la hormona clave en
la homeostasis glucidica. La insulina alcanzd este status preponderante al
demostrarse que el higado, el musculo y el tejido adiposo son tejidos diana sobre los
que ejerce potentes efectos reguladores (figura 2), y que, ademas, la deficiente
secrecion o accion de la insulina tiene como consecuencia el desarrollo de
hiperglucemia, que es el principal signo clinico de la diabetes. La insulina es una
pequefia hormona proteica de estructura globular, que esta constituida por dos
cadenas polipeptidicas unidas mediante puentes disulfuro intercatenarios: cadena A
(21 aa) y cadena B (30 aa). El estimulo principal para la secrecién de insulina es la
elevacion de los valores plasmaticos de glucosa (figura 2). En el higado, la insulina
inhibe la produccion hepética de glucosa (gluconeogénesis y glucogendlisis) al
bloguear el factor de transcripcion FOXO1 como consecuencia de la activacion de
la via de la quinasa Akt, lo que supone un incremento en la acumulacion de
glucogeno en el higado (Schwartz et al., 2013). En el musculo, la insulina estimula
la captacion de glucosa desde el torrente circulatorio al promover una mayor
translocacion de transportadores de glucosa en la membrana celular, y estimular el

metabolismo de la glucosa y su uso para la sintesis de glucdgeno. Finalmente, en el
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tejido adiposo la insulina tiene efectos lipogénicos y anti-lipoliticos; por un lado,
promueve la sintesis de &cidos grasos y triglicéridos, y también inhibe la lipdlisis
actuando sobre la lipasa termosensible (Chang et al.,, 2004). Estos efectos
dependientes de la accion de la insulina en los tejidos periféricos conducen a la
restauracién de los valores basales de glucosa en sangre (figura 2).
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Figura 2. Representacion esquemaética de la homeostasis de la glucosa. En la figura se

representan las acciones homeostaticas llevadas a cabo para controlar la glucemia,
centrandonos principalmente en la accién de la insulina.

A pesar del papel clave de la insulina, y tras casi 100 afios de intensa

investigacion centrada en su papel fisiologico, hoy sabemos que forma parte de un
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complejo sistema de regulacion. El islote de Langerhans secreta otra hormona que
tiene una implicacion profunda, aunque mas desconocida, en la regulacion de la
glucemia: el glucagon. El glucagon es secretado por las células o y lleva a cabo
acciones opuestas a la insulina. El glucagon es liberado a la sangre cuando los niveles
plasméticos de glucosa son bajos, y sefializa para preservar la glucemia en unos
valores adecuados evitando asi la hipoglucemia. A nivel periférico, el glucagon
estimula la produccion hepatica de glucosa (glucogendlisis y gluconeogénesis), ya
que el higado es la fuente principal de glucosa en situacion de ayuno. Finalmente, en
el tejido adiposo promueve el catabolismo en adipocitos, estimulando la -oxidacion
de acidos grasos y la hidrélisis de triglicéridos (lipdlisis) (Longuet et al., 2008).
Investigaciones recientes demuestran que la desregulacion de los valores sanguineos
de glucagdn aparece en los estados prediabéticos (hipoglucagonemia) (Merino et al,
2015) y diabéticos (hiperglucagonemia), y que probablemente esta alteracion

intervenga de algin modo en el desarrollo de la patologia diabética (Lee et al., 2016).

La secrecion hormonal del islote pancredtico se encuentra ampliamente
regulada. En cuanto a las relaciones paracrinas que se establecen entre los tipos
celulares del islote, se ha descrito un efecto inhibitorio de la insulina sobre la
secrecion de glucagdn, un efecto estimulatorio del glucagén sobre la liberacion de
insulina, en tanto que la somatostatina tendria un efecto inhibitorio en la secrecion
de ambas hormonas (Gromada et al., 2007). Es bien conocido que el sistema
nervioso, tanto a nivel central como periférico, es responsable de diferentes procesos
glucorregulatorios. Esta ampliamente demostrado que el islote pancreatico recibe
abundante inervacion del sistema nervioso auténomo: la estimulacién de la rama
parasimpatica tiene un efecto neto positivo sobre la secrecién de insulina, debido en
gran parte a la activacién de receptores muscarinicos por la acetilcolina, mientras
que la estimulacién simpatica conllevaria un bloqueo de la secrecion de insulina
como consecuencia de la descarga de catecolaminas por parte de los terminales
nerviosos (Rodriguez-Diaz & Caicedo, 2013). Alternativamente, hay evidencias

suficientes para aceptar que el cerebro participa de la regulacion de la glucemia,
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aunque todavia se discute su jerarquia en el sistema homeostatico. Algunos
investigadores dividen el protagonismo entre el islote y el cerebro, ambos trabajando
en un sistema cooperativo y redundante, de tal modo que las deficiencias de uno
podrian ser compensadas, al menos en parte, por las adaptaciones funcionales del
otro. En la regulacion cefélica de los niveles de glucosa intervendrian mecanismos
diversos, algunos de los cuales son dependientes de la sefializacion de insulina en el
cerebro, mientras que otros, de los que poco se conoce aun, actuarian de forma

directa e independiente de la insulina (Schwartz et al., 2013).

Desde su descubrimiento en 1994, la leptina, una hormona peptidica producida
por los adipocitos, ha ido ganando protagonismo en la regulacion de la homeostasis
de la glucosa. Hay estudios demuestran que aumenta la sensibilidad hepética a
insulina, inhibe la produccion de glucosa en el higado y aumenta su captacion por
los tejidos diana (Fernandez-Formoso et al., 2015). Se ha demostrado que la
administracion intracerebroventricular de leptina normaliza la hiperglucemia en
ratas con una insuficiencia severa de insulina (inducida por estreptozotocina). Este
mecanismo regulador no es mediado por una accion periférica de la leptina, y es
independiente de la ingesta y de la recuperacion de la capacidad secretora de las
células B (German et al., 2011). Adicionalmente, la leptina regularia la secrecion
hormonal del islote a través de una accidn directa (Marroqui et al., 2012) e indirecta
(Fernandez-Formoso et al., 2015), aumentando la secrecion de glucagon e
inhibiendo la de insulina. A pesar de todos estos novedosos resultados, es muy
importante sefialar que la produccion de leptina esta intimamente vinculada con la
insulina, y una deficiencia severa de insulina se traduce en una severa insuficiencia
de leptina, ya que la insulina es también una sefial homeostatica necesaria para el
funcionamiento apropiado de multiples érganos, entre ellos el tejido adiposo. Por lo
tanto, se podria entender también que la leptina es una hormona reguladora

subordinada a la accion de la insulina (Schwartz et al., 2013).
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3. DISFUNCION EN LA REGULACION DE LA GLUCEMIA: DIABETES MELLITUS.

La incapacidad del organismo para mantener estable la glucemia dentro de un
estrecho intervalo conlleva el desarrollo de desérdenes metabdlicos, de entre los
cuales la diabetes mellitus es el mas comdn. La diabetes mellitus es una enfermedad
crénica cuyo signo clinico méas caracteristico es la presencia persistente de valores
anormalmente altos de glucosa en sangre (hiperglucemia crénica). Esta
desregulacion de la glucemia puede ser consecuencia de una insuficiente produccion
de insulina en el pancreas, de una sefalizacion ineficaz de la insulina en los tejidos
periféricos, o deberse a ambas. En la diabetes no controlada, la hiperglucemia
cronica tendrd efectos glucotoxicos sobre mdltiples tejidos corporales, siendo
especialmente vulnerables los tejidos nervioso y vascular, lo que conlleva el
desarrollo de complicaciones agudas (retinopatia, nefropatia, neuropatias, etc.) que

pueden tener un desenlace fatal.

En funcién de su etiologia, la patologia diabética se ha clasificado en cuatro
subtipos diferentes: diabetes tipo 1, diabetes tipo 2, diabetes gestacional y diabetes
tipo MODY (del inglés Maturity Onset Diabetes of the Young). La diabetes tipo 1 se
caracteriza por una produccion deficiente de insulina debido a la destruccion
autoinmune particular de la célula B (Eizirik et al., 2009), y su sintomatologia suele
debutar a edades tempranas. El caso de la diabetes tipo 2 es mas complejo; las
alteraciones tienen un origen multifactorial, donde se combina el desarrollo de
resistencia periférica a la accion de la insulina y una disfuncién progresiva de los

islotes pancreaticos para producirla.

Durante las dltimas décadas, la diabetes se ha convertido en una pandemia
global, siendo uno de los principales problemas de salud publica a escala mundial.
Segun datos recientes de la OMS, en el afio 2014, 422 millones de personas en el
mundo padecian diabetes, lo que supone un 8.5% de la poblacién adulta mundial

(mayores de 18 afios). Asi mismo, en el afio 2012, la diabetes fue la causa directa de
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1.5 millones de muertes en el mundo, y las complicaciones secundarias asociadas a
altos valores de glucosa en sangre causaron otros 2.2 millones de fallecimientos. El
incremento de la prevalencia de esta enfermedad se ha disparado en las Ultimas
décadas, y el porcentaje de poblacion afectada se ha duplicado desde 1980 (entonces
era del 4.7%). Ademas, el incremento anual de nuevos casos se ha acelerado de
forma imparable durante los Gltimos afios, y las estadisticas actuales superan o
igualan las estimaciones de poblacién afectada para el afio 2030 (Wild et al., 2004;
Chen et al., 2011).

Como ya fue mencionado, la pérdida de sensibilidad a la accion de la insulina en
los tejidos diana es un trastorno asociado al desarrollo de la diabetes. Esta resistencia
a la insulina aparece también en la obesidad, por lo que se la considera, junto con el
sobrepeso, un factor de riesgo para el desarrollo de diabetes. Sin embargo, en
condiciones fisioldgicas, las células B del islote son capaces de llevar a cabo procesos
compensatorios, tanto funcionales como estructurales (por ejemplo, aumento de su
masa), a fin de aumentar la disponibilidad de insulina, de tal modo que la baja
efectividad de la hormona queda contrarrestada y la glucemia permanece estable.
Por lo tanto, la diabetes tipo 2 se desarrollara cuando las capacidades compensatorias
de la célula B ya no sean suficientes para contrarrestar el estado de resistencia, dando
lugar, por lo tanto, a hiperglucemia (Kahn et al., 2006). En un estado saludable, la
habilidad de la célula p para adaptarse a las fluctuaciones en la sensibilidad a insulina
de los tejidos diana depende de dos parametros: regulacion de la respuesta funcional
(adaptando la biosintesis y/o secrecion de insulina), y un incremento de la masa de
célula B (adaptacion estructural). En los individuos diabéticos se observa una
disfuncion progresiva de la célula B, que presenta una severa reduccion de su
capacidad para liberar insulina en respuesta a glucosa u otros secretagogos, y una

manifiesta reduccion de la masa de célula B (figura 3) (Cnop et al., 2005).
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Figura 3. Representacion esquematica de los cambios que se producen en individuos
con capacidad o no de contrarrestar la insulino-resistencia. En la figura se ponen de
manifiesto las interacciones entre genes y ambiente para el desarrollo de desérdenes en la

homeostasis de la glucosa. Modificado de Kahn et al., 2006.

La mayor parte de los casos de diabetes tipo 2 son el resultado de la interaccién
entre los genes y el ambiente (figura 3). De tal modo que determinados factores
ambientales nocivos convierten en patolégica una cierta predisposicién genética,
aumentando asi la propension a sufrir diabetes y otros desordenes metabdlicos.
Muchos de estos factores ambientales estan relacionados con el estilo de vida en las
sociedades actuales, por ejemplo, una alimentacion poco saludable (ingesta cal6rica
y consumo excesivo de grasas) Y la falta de actividad fisica (sedentarismo) (Kahn et
al., 2006). Desde un punto de vista mas amplio, puede ser considerado un factor de
riesgo para el desarrollo de la diabetes, cualquier factor que actle alterando la
funcionalidad de la célula B o la sensibilidad a insulina, ya que esta generando una

susceptibilidad que puede ser determinante para el desarrollo futuro de la diabetes.
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4. DISRUPTORES ENDOCRINOS Y DIABETES MELLITUS.

Durante la Gltima década, multitud de trabajos de investigacion, rigurosos e
independientes, han demostrado una estrecha correlacion entre la exposicion a
compuestos quimicos medioambientales y el desarrollo de ciertas patologias, que
afectan especialmente a la funcidn endocrina de humanos y otros animales. Segun la
definicion, “un disruptor endocrino o EDC (del inglés environmental Endocrine-
Disrupting Chemical) es un compuesto quimico exdgeno, o una mezcla de éstos, que
interfiere con las accion de las hormonas (Zoeller et al., 2012). Entre los EDCs més
estudiados encontramos compuestos quimicos utilizados extensivamente en la
produccién de plasticos, como el bisfenol A (BPA) vy los ftalatos (como el DEHP);
los PCBs (como por ejemplo las dioxinas); los biocidas, como la atrazina (herbicida)

y los insecticidas DDT, DDE, lindano, etc.

El ejemplo paradigméatico de disrupcion endocrina con consecuencias
dramaéticas para la salud es el caso del diethylstilbestrol (DES). EI DES es un
estrégeno sintético no esteroideo, que fue prescrito a mujeres embarazadas en los
afios 50 y hasta 1975 para prevenir los abortos y otras posibles complicaciones
gestacionales. Un elevado porcentaje de las hijas que sufrieron una exposicion
intrauterina a DES desarrollaron adenocarcinoma vaginal de inicio temprano (con
una probabilidad cuarenta veces mayor que las hijas de embarazos sin tratamiento
con DES) (Herbst et al., 1971). Esto demostrd que las consecuencias de la exposicién
a disruptores endocrinos pueden ser multigeneracionales. Paulatinamente se
demostro que los descendientes de ambos sexos (especialmente las mujeres) nacidos
de estos embarazos sufrian, con una incidencia significativamente incrementada,
numerosos desordenes reproductivos, ciertos canceres, criptorquidia, y otras

enfermedades (Paulose et al., 2015).
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4.1. El bisfenol A (BPA).

El bisfenol A (BPA) es el componente principal empleado en la polimerizacion
del plastico de policarbonato (PC) vy en la sintesis de resinas epoxi, y es utilizado
también como aditivo en la fabricacion de otros muchos tipos de plasticos (figura 4).
El BPA fue sintetizado por primera vez en el afio 1891, y su actividad como
modulador estrogénico fue descrita por Dodds y Lawson en 1936 (Dodds & Lawson,
1936). Debido a su bajo coste de produccion y a sus ventajosas propiedades fisicas
(facil de moldear, transparencia, alta resistencia frente a la deformacion, buena
estabilidad dimensional, apto como aislamiento eléctrico, etc.), el PC se ha utilizado
extensivamente en multitud de aplicaciones comerciales desde su descubrimiento en
1953.

Figura 4. Bisfenol A (BPA). (A) Composicién y estructura quimica del BPA. (B) Estructura

del policarbonato (PC) formado por la polimerizacion de BPA.

Podemos encontrar el plastico de PC en un gran nimero de productos cotidianos:
juguetes infantiles, componentes eléctricos, componentes de automoviles,

electrodomesticos y aparatos electronicos, sistemas de almacenamiento Optico de
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informacion digital (CD-ROM, DVD), etc. EI BPA se usa también en la fabricacion
de envases y embalajes para productos de consumo, y es muy habitual el uso de
resinas de epoxi para recubrir el interior de latas de alimentos y bebidas (por ejemplo,
latas de refrescos, conservas y precocinados). En el afio 2013, la produccion global
de BPA se acercé a las 7 millones de toneladas, siendo el producto quimico industrial
mas sintetizado a escala global (vom Saal et al., 2014). La presencia de BPA en
recipientes que estan en contacto con productos de consumo hace posible una via
oral de contaminacién: aunque el polimero es biolégicamente inerte, el BPA libre
puede ser transferido a los alimentos y bebidas (también al medioambiente) al
hidrolizarse de la estructura del policarbonato; esta despolimerizacion es mas
probable cuando los plésticos son sometidos a altas temperaturas, o al exponerse a
sustancias con pH acido o basico. La exposicion real a BPA es generalizada, como
lo demuestra el hecho de que este compuesto quimico industrial haya sido detectado
en la orina de casi el 93% de los ciudadanos estadounidenses (Calafat et al., 2008).
Tras su ingestién, el BPA es rapidamente metabolizado a formas sin actividad
bioldgica (BPA-conjugado), teniendo una vida media de aproximadamente 4 — 5
horas en adultos sanos. Cuando el BPA es absorbido por el tracto gastrointestinal, se
conjuga con acido glucurénido en el higado, siendo este el primer paso en su
metabolizacion; a continuacion es rapidamente eliminado de la sangre y excretado
en la orina. Segun algunos trabajos, la eliminacion del BPA seria practicamente
completa después de 24 horas tras la exposicion (Volkel et al., 2002). EI BPA-
glucurdnido es el principal metabolito del BPA en ratones; otros metabolitos
descritos en la literatura se forman preferencialmente cuando se aplican dosis mas
altas de BPA, probablemente debido a la saturacion de la via de glucuronidacion.
Sin embargo, esta metabolizacion y excrecion del BPA no tiene una eficacia
absoluta, y se detecta BPA libre con regularidad en muestras de orina y sangre en
estudios de biomonitorizacion. La mayoria de estos estudios sugieren que la
concentracion sérica promedio de BPA se encuentra en el rango de 1 — 3 ng/ml (4 —
13 nM) en humanos, es decir, este seria el nivel medio de exposicion interna debido
a la contaminacion a través de diferentes vias (oral, transdérmica, etc.) (Vandenberg
et al., 2010). A dia de hoy, la EPA (US Environmental Protection Agency) establece
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que son seguros los niveles diarios de exposicion a BPA por debajo de 50 ug/kg/dia;
sin embargo, la autoridad homéloga en Europa (la EFSA, European Food Safety
Authority) ha modificado recientemente sus recomendaciones, estableciendo el
limite tolerable de exposicion en 4 pg/kg/dia (Gore et al., 2015).

El establecimiento de los limites tolerables de exposicion diaria a BPA, y
muchos otros disruptores endocrinos, sigue siendo un tema controvertido. En el caso
del BPA, el limite tolerable establecido de 50 pg/kg/dia es mil veces menor que la
dosis mas baja que provoca efectos adversos en animales de laboratorio (50
mg/kg/dia) (Vandenberg et al., 2012). Sin embargo, numerosos estudios documentan
que los EDCs (incluido el BPA) pueden actuar a dosis bajas (en el rango namolar, e
incluso picomolar). El panel de expertos del National Toxicology Program
(dependiente de la EPA) ha definido que un efecto a dosis bajas de un EDC es
cualquier cambio biol6gico que, o bien ocurre en el rango de exposicion que es
habitual para humanos, o que sucede a dosis que estan por debajo de las que son
tradicionalmente utilizadas en los test toxicol6gicos clasicos. En el afio 2006, vom
Saal & Welshons al revisar la literatura sobre los efectos a dosis bajas de BPA,
identificaron 109 estudios que encontraron efectos significativos de dosis bajas de
BPA en modelos animales, donde las alteraciones se observaban con
concentraciones sanguineas de BPA en estos animales que son similares, o incluso
estan por debajo, a los niveles detectados rutinariamente en humanos. Ademas, en
40 de esos estudios se describieron cambios significativos con niveles de BPA por
debajo de la dosis de referencia de 50 ug/kg/dia (vom Saal & Welshons, 2006).
Estudios farmacocinéticos mas recientes han estimado que exposiciones de 400
pg/kg/dia producirian una concentracion de BPA libre en plasma en el rango
promedio que se encuentra en humanos (Vandenberg et al., 2007). En 1997, por
primera vez, se describio el efecto de la exposicion a dosis bajas de BPA sobre el
desarrollo fetal o perinatal; en este estudio, se administraban dosis de 2 o 20
ug/kg/dia por via oral a ratones gestantes, y se comprob6 que el peso de la préstata
se incrementaba significativamente en los ratones macho adultos que habian sido
expuestos en su etapa fetal (Nagel et al., 1997). Asi mismo, numerosos estudios

epidemioldgicos han establecido que la exposicion a dosis medioambientales de
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estos compuestos tiene una fuerte asociacion con el desarrollo de ciertas
enfermedades (diabetes, obesidad, cancer, enfermedades cardiovasculares,
desordenes del desarrollo y la funcion sexual, etc.) (Dickerson et al., 2007; Lang et
al., 2008; Trasande et al., 2012; Ranciere et al., 2015). Las evidencias cientificas
acumuladas en la ultima década sobre el impacto negativo que la exposicion a EDCs
tiene, o podria tener en el futuro, sobre la salud exigen que deban ser consideradas
para el establecimiento de las normativas de salud publica y medioambiental.
Ademas, la aplicacion del principio de precaucién deberia ser prioritaria cuando se
discuten las directrices para la proteccion de periodos de la vida que son
particularmente sensibles a cualquier perturbacion de su fisiologia, por ejemplo el
desarrollo fetal o perinatal, y la adolescencia (vom Saal et al., 1997; Garcia-Arevalo
et al. 2014; Garcia-Arevalo et al. 2016 ).

Numerosos trabajos de investigacion han descrito que el comportamiento de la
mayoria de EDCs se ajusta a curvas dosis-respuesta no monotonicas (vom Saal et
al., 1997; Welshons et al., 1999). Por definicién, una curva no monotdnica es aquella
en la que el valor de su pendiente fluctia de negativo a positivo, o viceversa, al
menos una vez en el rango de dosis examinado (figura 5). A dia de hoy, la existencia
de nomonotonicidad en los efectos provocados por EDCs es dificilmente discutible,
ya que existen multitud de publicaciones en las que se observa este fenGmeno. Sin
embargo, su existencia no se ha considerado en el disefio de los test toxicol6gicos
clasicos de los ensayos de riesgo. La nomonotonicidad en la respuesta de un EDC
supone que puede tener efectos a dosis bajas que no aparecen cuando las dosis de
exposicion aumentan. Conceptualmente, por lo tanto, la nomonotonicidad de los
EDCs supone un reto para los conceptos toxicoldgicos clasicos, en particular el
dogma “todo es veneno, nada es sin veneno: solo la dosis hace el veneno”, que
debemos interpretar como que cualquier sustancia a dosis lo suficientemente altas
provoca efectos perjudiciales en las células de forma inespecifica (Nadal et al.,
2017).
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Figura 5. Ejemplos de curvas dosis-respuesta no monotonicas. Se muestran tres tipos

distintos: (A) con forma de U, (B) con forma de U-invertida, y (C) una curva multifésica.
Modificado de Vandenberg et al. 2012.

Una de las limitaciones més importantes con la que nos encontramos es el
desconocimiento de los mecanismos moleculares que subyacen al fendmeno de la
nomonotonicidad de los EDCs. A dia de hoy, una vez descrita inequivocamente la
existencia de este fenémeno, se esta trabajando intensamente en el descubrimiento
de los mecanismos particulares que lo hacen posible. En el caso del BPA, sus efectos
en diversos tipos celulares y tejidos son consecuencia de sus acciones tras unirse a
los receptores de estrogenos (ERs), ERa y ERp. Tradicionalmente, el BPA ha sido

considerado un estrogeno debil. Esto se debe a que la afinidad del BPA por los ERs
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es entre 1000 — 10000 veces menor que la de 17B-estradiol (Kuiper et al., 1997;
Kuiper et al., 1998); ademas, el BPA ha demostrado ser menos eficiente en la
activacion de la transcripcion de genes que contienen EREs (donde se unen ERa y
ERp actuando como factores de transcripcion) (Matthews et al., 2001). Sin embargo,
hay numerosos ejemplos en la literatura que encuentran alteraciones significativas,
tanto en estudios in vivo como in vitro, provocadas por la exposicion a dosis bajas
de BPA (vom Saal & Hughes, 2005). Por ejemplo, en la célula B pancreatica, la
exposicion a 1 nM BPA aumenta la expresion de insulina y tiene un efecto rapido
aumentando su secrecion (Alonso-Magdalena et al. 2008; Soriano et al., 2012). Por
lo tanto, el BPA debe ser capaz de regular otras vias de sefializacion en la célula.
ERa y ERP en el nucleo pueden regular la transcripcion de genes de un modo no-
clasico al anclarse a otros factores de transcripcién, como AP-1y Spl (Safe & Kim,
2008). Ademas, ERa y ER también se encuentran en el citosol, desde donde inician
cascadas de sefializacion que producen efectos rapidos en las células (Razandi et al.,
1999). La sefializacion extranuclear de ERs implica multitud de vias celulares. Se ha
descrito que tanto ERa (Simoncini et al., 2000; Alonso-Magdalena et al., 2008)
como ER (Soriano et al., 2009) pueden interaccionar con quinasas (PI3K, MAPK,
etc.) y otras proteinas (receptor GC-A) para activar cascadas de sefializacion y
aumentar la produccion de segundos mensajeros. En la célula B pancreatica, una
dosis baja de BPA (1 nM) provoca un incremento de las sefiales de Ca?* a través de
un mecanismo rapido, extranuclear y no genémico (Nadal et al., 2000). Por otro lado,
la exposicion a BPA, tanto in vivo (Alonso-Magdalena et al., 2006) como in vitro
(Alonso-Magdalena et al., 2008), regula el contenido de insulina en los islotes de
Langerhans, a través de un mecanismo que implica el incremento de la expresion del
gen de la insulina como consecuencia de la activacion de la via de sefalizacion de
ERK1/2 por ERa localizado en el citosol (Alonso-Magdalena et al., 2008; Wong et
al., 2010).
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5. LA CELULA g PANCREATICA Y SU FUNCIONAMIENTO.

La célula B pancreatica, responsable de la secrecion de insulina, es
eléctricamente excitable. Este hecho fue descrito por primera vez en 1968 por Dean
y Matthews, que registraron la actividad eléctrica de células pancreaticas en islotes
intactos de raton (Dean & Matthews, 1968). La glucosa es el principal estimulo que
promueve la actividad de la célula . A concentraciones bajas de glucosa (< 5 mM),
la célula B esta inactiva y la secrecion de insulina es baja. En esta situacion el
potencial de membrana de la célula B permanece estable en valores negativos (= -70
mV). Al incrementarse la concentracion de glucosa, se produce una progresiva y
lenta despolarizacion desde el potencial de reposo. Cuando se alcanza un
determinado valor umbral del potencial de membrana (de -55 mV a -50 mV), la

célula B comienza a disparar potenciales de accion (figura 6).

10 mM Glucosa

-76 mV

10mV|

1 min

Figura 6. Patron tipico de actividad eléctrica en célula § pancreatica. Se muestra la
actividad representativa de célula B en islote intacto al ser estimulada con 10 mM glucosa en
la solucion extracelular. El registro del potencial de membrana se realizé mediante la técnica

de patch-clamp en configuracion de parche-perforado. Registro cedido por Dr. S. Soriano.

57



Tesis doctoral

La actividad eléctrica de la célula B exhibe un patrén oscilatorio caracteristico,
de 6 mM a 17 mM glucosa, que consiste en rafagas de potenciales de accion
superpuestas sobre mesetas despolarizadas, las cuales aparecen separadas por
intervalos eléctricamente silentes (repolarizacion) (Rorsman et al., 2000; Rorsman
et al., 2012). La amplitud del pico de los potenciales de accion se encuentra
normalmente préximo a los 0 mV, sin que esta magnitud se vea afectada claramente
por la concentracion de glucosa. En cambio, la glucosa si provoca un cambio
dependiente de la concentracion en la frecuencia oscilatoria, de tal modo que un
aumento de la glucosa extracelular se traduce en un incremento de la presencia de

fases activas en la célula  (Rorsman et al., 2012).

La utilizacion de la técnica de patch-clamp, desarrollada por E. Neher y B.
Sackmann a finales de los afios 70 (Neher & Sackmann, 1976), supuso un hito que
permitié demostrar la existencia de canales ionicos en las células, y caracterizar qué
flujos idnicos estan implicados en la generacion de los potenciales de accion. En el
caso de la célula B, la intensa labor de investigacion que se llevd a cabo durante la
década de 1980, permitié desarrollar un modelo eléctrico para la interaccion estimulo
— secrecion, que goza de una amplia aceptacion. El conocimiento desarrollado
durante los ultimos 30 afios ha ido sumando informacién detallada hasta la
consecucién de un sistema de gran complejidad del que todavia queda por descubrir.
En el modelo murino, cuando la concentracion de glucosa en el medio extracelular
y el ratio ATP/ADP son bajos, el canal K* sensible a ATP (Karp) esta abierto. En
esta situacion, hay un flujo cationico (K*) de salida constante a través de Kare que
es responsable del potencial negativo en reposo de la célula B. Cuando la
concentracion de glucosa se eleva, ésta es transportada rapidamente al interior
celular a través del transportador GLUT2. La metabolizacién de la glucosa supone
un incremento de la razon ATP/ADP, que provoca la reduccion dependiente de ATP
de la actividad de Kare. El cese del flujo de salida de K* se traduce en una

despolarizacién progresiva de la membrana, la apertura de canales de
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Ca?*dependientes de voltaje (Cay) tras superar su umbral de activacion, la elevacion
subsecuente de la concentracion intracelular de Ca?* ([Ca®']i) y, finalmente, la
exocitosis dependiente de Ca?* de los granulos de insulina (Rorsman et al., 2012;
Rorsman et al., 2011). El acoplamiento eléctrico entre las células  hace que las
oscilaciones en la [Ca?']; aparezcan sincronizadas en todo el islote (Zhang et al.,
2008). Esta descripcion simplificada del modelo de acoplamiento estimulo-secrecion
en las células B de ratdn es aplicable también en el caso de humanos, aunque la
identidad y contribucidn particular de los canales idénicos implicados no es idéntica.
Una particularidad destacada es que el grado de sincronizacion entre células B de
islotes humanos es significativamente menor; como ya se menciond, esto puede ser
debido a su organizacion citoarquitectonica heterogénea que impide la continuidad
eléctrica que si aparece en los islotes de ratdn y rata (Cabrera et al., 2006). En los
siguientes apartados se llevara a cabo una descripcién de las corrientes y canales
idnicos implicados en la generacion de la actividad eléctrica de las células 3 de raton,

ya que es el modelo experimental utilizado en el presente trabajo.

5.1. El canal de K* sensible a ATP (KATP).

El canal Karpesta constituido por la combinacion de dos proteinas: Kir6.x y SUR
(acronimo del inglés, SUIphonylurea Receptor), ésta Gltima pertenece a la familia de
proteinas ABC (ATP-binding cassette). En el genoma de vertebrados aparecen dos
genes que codifican proteinas de la familia Kir, KCNJ8 (Kir6.1) y KCNJ11 (Kir6.2),
y dos genes SUR, ABCC8 (SUR1) y ABCC9 (SUR2). En las células del islote
pancreético el canal estd formado por la combinacion de Kir6.2 y SUR1. Estudios
biofisicos y bioquimicos demuestran que el Katp consiste en cuatro subunidades
Kir6.2 que forman el poro del canal, y cuatro subunidades reguladoras SUR1, cada
una de las cuales esté4 intimamente asociada a una subunidad Kir6.2 (figura 7) (Shyng
& Nichols, 1997).
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Figura 7. Organizacion estructural de Karp. (A) Topologia de las subunidades que

constituyen el canal Kare, Kir 6.2 y SUR1. Se indican los distintos dominios transmembrana
de ambas subunidades. (B) Proyeccién de planta de la organizacion que adquieren las

distintas subunidades formadoras del canal en torno al poro de permeacion.

El Karp es la interfaz que comunica el metabolismo celular con la excitabilidad
eléctrica de la célula  pancreatica. La caracteristica mas definitoria de este canal es
su inhibicién por el ATP intracelular, que se liga a la subunidad Kir6.2 provocando
su cierre. Por el contrario, los Mg-nucleétidos (Mg-ADP y Mg-ATP) estimulan la
apertura del canal al asociarse con la subunidad SUR1. Otros compuestos también
regulan la actividad del canal al interactuar con la subunidad reguladora SUR1:
algunos, como el diaz6xido, actdan abriendo el canal, mientras que otros, como las
sulfonilureas tolbutamida y glibenclamida, provocan el cierre del Karp. La
apertura/cierre (gating) de Kare es independiente tanto del voltaje como del tiempo.
En la célula B, el canal Kare es esencial en el acoplamiento estimulo-secrecion, de
tal modo que, cuando la concentracién de glucosa no es estimulatoria, el ratio
ATP/ADP es lo suficientemente bajo para permitir un robusto flujo de salida (de K*)
que mantiene la membrana hiperpolarizada y, por la tanto, la célula  permanece
silente. Cuando la concentracion de ATP aumenta debido al metabolismo de la

glucosa, el Kare se cierra, 1o que supone la despolarizacion de la membrana que, si
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supera el umbral de activacion requerido, provoca el inicio de una actividad eléctrica
regenerativa en la célula B y la consecuente secrecion pulsatil de insulina (Rorsman
et al., 2000; Ashcroft & Rorsman, 2013). La actividad de Kate puede ser regulada
ademas por otros compuestos, como los estrogenos, a través de vias rapidas de
sefalizacion extranucleares. Trabajos realizados en células  de raton muestran que
dosis bajas de 17p-estradiol (100 pM-1 nM) reducen la actividad del canal Kare a
través de un mecanismo dependiente de glucosa que implica la produccién de cGMP
(Soriano et al., 2009). Soriano et al demostraron que ERP esta implicado en la
inhibicion rapida que concentraciones fisiologicas de 17p-estradiol ejercen sobre la
actividad de Karp; este efecto estd mediado por la activacion del receptor de
membrana GC-A (guanilato ciclasa-A) tras su interaccion con ERp (ligado a 17p-
estradiol), y la produccién del segundo mensajero cGMP, que a su vez actla
activando la via de la quinasa PKG. Como consecuencia de la activacién de esta ruta
de sefializacion, la actividad de Kate e reduce, potenciando la entrada de Ca*'y la
secrecion de insulina (Soriano et al., 2009). Por lo tanto, la activacion de ERp regula
el acoplamiento estimulo-secrecion en célula  y provoca una accion insulinotropica
rapida. Posteriormente, se ha demostrado que una dosis baja de BPA (1 nM) tiene
igualmente un efecto insulinotropico rapido en células p humanas y de ratén, y que
este efecto esta relacionado con la disminucion de la actividad del canal Karp
(Soriano et al., 2012).

La cinética de apertura y cierre de Kare es esencial para explicar el mecanismo
de la actividad eléctrica producida por glucosa. Los modelos mas aceptados asumen
la existencia de una regulacion rapida, implicada en el disparo de espigas dentro de
la réfaga, y otra regulacion lenta, relacionada con los periodos sin actividad entre
rafagas, del gating de Kare, las cuales serian responsables del caracteristico patron
de disparo de la célula B. En un intervalo de concentracion de glucosa entre 6 y 20
mM, la célula f presenta una actividad eléctrica que consiste en rafagas de
potenciales de accion que se disparan sobre una meseta despolarizada, y que

aparecen separadas por intervalos silentes tras la repolarizacibn momentanea del
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potencial de membrana. Todavia a dia de hoy se desconoce el mecanismo
electrofisiolégico que origina esta actividad oscilatoria, pero es muy probable que la
actividad del Karp participe en su génesis. Segin el modelo vigente en la actualidad,
ésta es la secuencia de eventos implicados en la generacién del patrén oscilatorio: la
activacion gradual de una corriente de salida a traves de canales de K* dependientes
de Ca?* (Ksiow) Y la reapertura de Karp tienen una participacion equitativa en el cese
de las rafagas de potenciales de accion. Kgow Se activa como consecuencia del
incremento de la [Ca?"]; tras la apertura de canales de Ca?* dependientes de voltaje
en la fase activa del potencial de accion. Este incremento de Ca?* en el interior de la
célula también conlleva una mayor actividad de las bombas Ca?*-ATPasas, lo que
supone un mayor consumo energético y la disminucion de los niveles de ATP. Este
Gltimo evento hace mas probable la reapertura de Kare. En esta situacion, cuando la
corriente de salida de K* domina sobre los flujos de entrada despolarizantes, la rafaga
concluye al repolarizarse la membrana de la célula . El cese de la actividad eléctrica
supone la restauracion de los niveles basales de Ca?* y, por lo tanto, se produce el
cierre de los canales de K* dependientes de Ca?* y la acumulacién de ATP, que puede
volver a cerrar nuevamente Kare iniciando una segunda rafaga. El incremento de la
duracidn de las rafagas que se observa al incrementarse la concentracion de glucosa
resultaria de una menor reactivacion de Kare durante la fase de actividad. Este
decaimiento de la actividad de Karp responderia a una mayor produccion de ATP
(debido a la mayor disponibilidad de glucosa), con lo que, a pesar del consumo
necesario para gestionar el Ca?" intracelular, se produciria un incremento de la
concentracion de ATP en dominios submembrana (Ashcroft & Rorsman, 2013). Por
lo tanto, la actividad de Katr no sélo es importante para iniciar la actividad eléctrica
de células B, sino que también los ciclos de reactivacion y cierre del canal son
fundamentales para generar el tipico comportamiento oscilatorio de célula B. Asi
mismo, el alargamiento de los periodos de tiempo en que la célula  permanece
activa subyace al incremento proporcional de la secrecidn de insulina en respuesta a

glucosa.
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El mecanismo cinético del gating, rapido o lento, de Karp sigue siendo
controvertido. El conocimiento actual se basa en la construccion de complejos
modelos predictivos. Estos analisis revelan la existencia de un Gnico estado abierto
(O, del inglés Open) y varios estados cerrados (C, del inglés Closed). Cada una de
las cuatro subunidades Kir6.2-SUR1 pueden hallarse en una conformaciéon O o C, y
el canal Karp solo permitird el flujo de corriente si todas las subunidades estan
abiertas, por lo que el cambio conformacional de una Unica unidad a estado cerrado
sera suficiente para provocar el cierre de Kare. Multiples ligandos afectan a la
actividad de Kare al controlar la conformacion de sus subunidades:
phosphatidylinositol-4,5-bisfosfato (PIP;) activa Kare, mientras que el ATP lo
inhibe. Ambos regulan la actividad del canal al interactuar directamente con Kir6.2,
estando probablemente sus sitios de union superpuestos, por lo que la unién de uno
u otro es mutuamente excluyente. PIP, y ATP actlan estabilizando los estados
abierto y cerrado del canal, respectivamente, y, dependiendo del estado metabo6lico
de la célula B, el canal Karp aparecerd predominante ligado a PIP, o ATP. Por otro
lado, la interaccion de Mg-nucleétidos con la subunidad reguladora SUR1 provoca
la activacion de Karp; estos ligandos se unen con los dominios citoplasmaticos
NBFs. Cémo la interaccion de Mg-nucleétidos, Mg-ADP o Mg-ATP, esta acoplada
con la apertura del canal todavia no se conoce con exactitud. La hipotesis es que la
union de Mg-ATP a los sitios de unién de NBF1 y NBF2 provoca su dimerizacion y
hace posible su actividad catalitica. La hidrolisis del Mg-ATP ligado a NBF2 libera
la energia que provoca un cambio estructural que atrapa a Kare €n una conformacion
abierta, anulando la inhibiciéon de ATP sobre Kir6.2. Este bloqueo dependiente de

nucleétidos puede ser mantenido al volverse a unir Mg-ADP (Nichols, 2006).

5.2. Canales de calcio voltaje-dependientes (Ca,).

El cierre del Katp provoca una lenta despolarizacion de la célula 3 hasta alcanzar
el voltaje umbral para la activacion de los canales de Ca?* dependientes de voltaje

(Cay), el influjo de Ca?*y el disparo de potenciales de accién. Los canales Cay
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modulan los niveles de Ca?* citosdlico en la célula B, y las oscilaciones intracelulares
de Ca?* motivan la pulsatilidad en la secrecion de insulina (Martin et al., 1995;
Barbosa et al., 1996). La secrecion de insulina por parte de la célula f muestra una
fuerte dependencia del Ca?*, y el bloqueo farmacolégico de la corriente a través de
Cay perjudica gravemente la liberacion de insulina. Los flujos de Ca?" juegan un
papel esencial en la generacion de la actividad eléctrica de la célula B, siendo los
principales responsables de la fase ascendente del potencial de accion y también
influyendo en la repolarizacion al modular la actividad de los canales de K* activados

por Ca?*,
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Figura 8. Organizacion estructural de los canales Cav. Topologia de membrana de la
diferentes subunidades que constituyen un canal Cay prototipico. Pueden observarse los
dominios I-IV de la subunidad formadora del poro (a1), asi como las subunidades accesorias

cuya funcion es la regulacion de la actividad del canal (a2, By v).

Estructural y funcionalmente, los canales Ca, son moléculas de gran
complejidad, que fueron purificados y descritos a lo largo de la década de los 80
(Curtis & Catterall, 1984; Curtis & Catterall, 1985; Curtis & Catterall, 1986;
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Takahashi et al., 1987). Los Cay constan de cinco subunidades: al, a2, B, vy &
(figura 8).

El modelo actual para la estructura de los Cay incluye una subunidad principal
transmembrana ol (190 kDa), que se asocia con el dimero 026 (170 kDa), una
subunidad B intracelular fosforilada (55 kDa), y una pequefia subunidad vy
transmembrana (33 kDa) (Takahashi et al., 1987). La subunidad a1 es la constitutiva
del poro del canal en los Cay; su secuencia de unos 2000 aminoacidos se organiza en
cuatro dominios transmembrana repetitivos (I-1V), cada uno de los cuales esta
formado por seis segmentos transmembrana (S1-S6), con un prominente lazo
extracelular entre S5y S6 que es responsable de la selectividad idnica del poro. El
sensor de voltaje de Cay se localiza a nivel de los segmentos S4, y se debe a la
presencia de residuos de arginina y lisina con carga positiva. La subunidad
intracelular B consta de cuatro segmentos helicoidales no intercalados en la
membrana celular, y su estructura tridimensional de alta resolucion fue determinada
mediante cristalografia de rayos-X (Chen et al., 2004; Van Petegem et al., 2004).
La subunidad Ca. se liga a la subunidad al a través de un anico sitio de union que
se encuentra en el lazo citosolico entre los dominios I y II de al; esta interaccion
Cavalp es muy estrecha y permanece estable dentro del complejo del canal. Es muy
probable que Ca/,f interactie con otras proteinas citosolicas a través de otros
dominios, pudiendo regular éstas la funcion de la subunidad  dentro del complejo
(Catterall, 2011). Aunque la expresion de la subunidad al formadora del poro es
suficiente para conseguir canales Ca, funcionales en células de musculo esquelético,
la ausencia de las otras subunidades supone una expresion disminuida del canal,
alteraciones en la cinética de activacion/inactivacion y en la dependencia del voltaje.
Se ha demostrado que la coexpresion de Ca, incrementa la expresion del canal en
la membrana (Bichet et al., 2000) y le confiere las propiedades electrofisiolégicas
particulares de los canales Cay (Catterall, 2011). Aungue depende de la isoforma de
Ca/ que se exprese, en general desplaza la dependencia del voltaje del canal, tanto

activacion como inactivacion, hacia potenciales mas negativos (Catterall, 2011).
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La gran diversidad, funcional y estructural, de las corrientes y canales de calcio
gue demuestran dependencia del voltaje ha llevado a desarrollar multiples
nomenclaturas que pueden resultar confusas, utilizando distintas terminologias para
referirse a las mismas entidades. Tradicionalmente, las corrientes de calcio voltaje-
dependientes se han clasificado en funcién de una nomenclatura fenomenolégica, es
decir, atendiendo a sus propiedades biofisicas y farmacoldgicas. Siguiendo este
principio, las corrientes Cay se designaron como tipo-L, -P/Q, -N, -R 0 -T. A su vez,
las corrientes tipo-L, -P/Q, -N y -R se engloban dentro de las corrientes de calcio de
alto umbral de activacion (HVA, del inglés High Voltage Activation). Mientras que
la corriente tipo-T se clasifica como de bajo umbral de activacion (LVA, del inglés
Low Voltage Activation), ya que esta corriente se activa a potenciales mucho mas
negativos. Finalmente, ya entrado el nuevo siglo, se ha propuesto una nueva
nomenclatura de consenso derivada de las diferentes propiedades estructurales de los
canales Cay. En este caso, los diferentes canales Cay son clasificados por los subtipos
de subunidades al que expresan. Se han descrito hasta el momento diez subtipos
distintos que se organizan en tres familias en funcion de sus similitudes estructurales
(Yang & Berggren, 2006):

= Cal: incluye cuatro miembros (Ca,l1.1, Ca/l.2, Ca/l.3 y Ca/l.4).
Atendiendo a sus propiedades biofisicas, la corriente conducida a
través de Cayl es la denominada de tipo-L (del inglés long-lasting),
caracterizada por conductancias unitarias de gran amplitud, una cinética
de inactivacion lenta, su sensibilidad a dihidropiridinas (DHPSs), y su

regulacion mediante fosforilacion por PKA.

= Cay2: incluye tres miembros, Ca.2.1, Ca.2.2, y Cay2.3, que conducen
respectivamente las corrientes tipo-P/Q, tipo-N y tipo-R. Las corrientes
tipo-P/Q vy tipo-N presentan propiedades eléctricas muy similares, y

solamente son distinguibles empleando blogueadores especificos: la
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corriente tipo-P/Q es inhibida especificamente por w-agatoxina IVA,
mientras que la corriente tipo-N es bloqueada con alta afinidad por o-
conotoxina GVIA. La corriente tipo-R se describi6 por primera vez en
células granulares del cerebelo como la corriente Cay residual que
permanece cuando se bloquea simultdneamente con la DHP
nimodipina, w-agatoxina IVA y o-conotoxina GVIA (de ahi la
denominacion de Resistente). Recientemente se ha purificado una
nueva toxina, SNX-482, a partir del veneno de la tardntula
Hysterocrates gigas, que presenta gran afinidad por el canal Ca,2.3 y
gue actla bloqueandolo. Biofisicamente, la corriente tipo-R se
caracteriza por cinética de inactivacién mas rapida en comparacion con

otros canales HVA.

= Cay3: incluye tres miembros, Ca,3.1, Ca,3.2, y Ca,3.3. Esta familia
engloba los canales de bajo umbral de activacion (LVA), es decir,
conducen la denominada corriente-T. Biofisicamente se caracteriza por
presentar una conductancia unitaria de amplitud reducida y una

cinética de inactivacion rapida.

5.2.1. Canales Ca, en la célula 8 pancreatica.

Como ya se mencion6 con anterioridad, la generacién de potenciales de accion
y la secrecion de insulina por parte de la célula B pancreatica presenta una fuerte
dependencia de los flujos de Ca?". En la actualidad se acepta de forma generalizada
que Cay tipo-L es el subtipo principal de Cay en la célula B de todas las especies
caracterizadas. Por lo tanto, C,1 se expresa en todas las células [ primarias y las
lineas celulares insulinosecretoras, aunque la proporcion de la corriente
macroscopica de calcio debida a Cay tipo-L varia entre especies (Yang & Berggren,

2006). De forma particular, en la célula B de ratén la corriente macroscopica de Ca?
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se debe mayoritariamente a la activacion de canales Cay de tipo-L, con contribucion
de canales Cay de tipo-R y tipo-P/Q o —N. No existen evidencias de la presencia de
canales LVA (tipo-T o Cay3) en la célula  de raton. En estas células, la corriente
macroscopica de Ca?* comienza a detectarse a un umbral de despolarizacion en torno
a -50 mV, activandose rapidamente durante la despolarizacion y alcanzando su
maxima amplitud entre — 10 y +10 mV. La constante de tiempo de activacion (tm)
de Cay es < 1 ms para pulsos despolarizantes de — 30 mV o superiores (asumiendo
una cinética m?). La inactivacion de Ca, se produce lentamente, y pueden
diferenciarse claramente dos fases de inactivacion que consisten en un componente
inicial répido (constante de tiempo de inactivacion, Tn =~ 2 ms), seguido de un
componente mucho mas lento (Tn = 400 ms), cuando los registros son llevados a
cabo en células B de islotes intactos en configuracion perforated-patch (Rorsman et
al., 2011). Las constantes de tiempo de inactivacion (Ty) varian considerablemente
en funcién de las condiciones experimentales, los pardmetros del registro y la
especie. Experimentos sustituyendo el Ca?* por Ba* (los Ca, también son permeables
a este ion) en la solucidn extracelular han permitido demostrar que la inactivacion
rapida de esta corriente presenta una fuerte dependencia de Ca?*(es inexistente en
presencia de Ba?*), mientras que su inactivacion lenta es principalmente dependiente
del voltaje. Debido a su cinética de inactivacion y reactivacion, es muy probable que
los Cay jueguen un rol principal, no solo en la fase ascendente del potencial de
accion, sino también en la produccion de la actividad eléctrica regenerativa de la
célula B. La exploracion electrofisioldgica de los tiempos de recuperacion de la
inactivacion lenta y rapida de Cay determiné que la recuperacion del componente
lento se ajusta a una exponencial simple con una constante temporal de 4.9 + 0.6 s,
mientras que la inactivacion rapida exhibe una constante temporal de tan solo 142 +
33 ms (Rorsman et al., 2011). En las células B de raton, la corriente a través de
canales tipo-L tiene una contribucién de aproximadamente el 50% de la corriente

macroscopica en registros de whole-cell.

La presencia de otros canales Cay en la célula B ha sido demostrado mediante un
abordaje farmacolégico. La presencia de Ca,2.1 ha sido demostrada al observar una

corriente remanente de Ca?* tras el bloqueo conjunto con isradipina y SNX-482; esta
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corriente residual supone un 20% de la corriente Cay, total. Al emplear un coctel de
isradipina, SNX-482 y m-agatoxina IVA, el bloqueo de la corriente Ca, es
practicamente total, con lo que esta corriente residual debe ser conducida por Ca,2.1
(tipo-P/Q) o Cav2.2 (tipo-N) (Schulla et al., 2003). Algunos estudios apuntan a la
ausencia de canales Cay2.2 (tipo-N) en la célula B de raton ya que la utilizacion de
-conotoxina GVIA no afecta a la amplitud de la corriente Cay (Gilon et al., 1997).
El uso de ratones knockout para el canal Ca,2.3 (Matsuda et al., 2001; Pereverzev et
al., 2002; Jing et al., 2005) y el descubrimiento del bloqueante SNX-482 (Newcomb
et al., 1998) permitio confirmar la presencia de este canal en las células  de raton.
La aplicacion de SNX-482 supone un 60% de bloqueo de la corriente Ca, resistente
al bloqueo con dihidropiridinas. Las células B provenientes de ratones Cay2.3"
exhiben una reduccion significativa de la corriente macroscépica de Ca?* en torno al
pico de amplitud maxima, que supone una disminucion de aproximadamente el 20%.
Como ya se menciono, las células B de raton no presentan corriente Cay con las
propiedades eléctricas de los canales LVA (tipo-T o Ca,3), sin embargo supone un
componente relevante de la corriente macroscépica de Ca®* en células humanas. En
este caso, la corriente Ca, tipo-T comienza a activarse tras una pequefia
despolarizacion (-60 mV) y el pico de maxima amplitud aparece sobre -30 mV (Yang
& Berggren, 2006).

5.3. Canales de potasio voltaje-dependientes (K,) y canales de potasio

activados por calcio (Kc,).

Tras la secuencia de eventos eléctricos descritos en los apartados anteriores
(despolarizacion debida al cierre del canal Karp, activacion de canales Ca, e
incremento de la [Ca®];), se produce la repolarizacién de la membrana de la célula
B tras la activacion de canales de K* voltaje-dependientes (K.) y canales de K*
voltaje-dependientes sensibles a Ca?* (Kca). Los canales de K* son la superfamilia
mas amplia y diversa de canales ionicos. Hasta el momento se han descrito doce

familias de canales Ky en mamiferos (K1 — Ky12), y otras cinco familias de canales
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Kca (Kcal — Kcab). Mdltiples factores son responsables de la enorme diversidad
existente en cuanto a las propiedades biofisicas de las corrientes K,: formacién de
canales heteromultiméricos, asociacion con proteinas accesorias, splicing alternativo

de sus ARNm y variaciones postraduccionales (fosforilacion, palmitoilacién, etc.).

La estructura paradigmatica de los canales K, es un tetrdmero, con sus cuatro
subunidades o organizadas para formar el poro del canal. En el caso de los K, cada
subunidad consta de seis segmentos transmembrana, estando S5 y S6 unidos por un
por un lazo extracelular (P-loop) que penetra en la membrana sin atravesarla y que
participa de la configuracion del poro (figura 9). La estructura S5 — P-loop — S6 es
comun a todos los canales de K* (arquitectura canénica), con una pequefia secuencia
proteica muy conservada en el lazo (TVGYG) que le atribuye su selectividad ionica
(Choe, 2002).

ouT

Figura 9. Organizacidn estructural de los canales Kv. (A) Topologia de membrana de una
subunidad formadora del poro del canal Kv, la cual se caracteriza por la presencia de seis
segmentos transmembrana, con el sensor de voltaje localizado en S4. ((B) Proyeccion de
planta de la organizacion que adquieren las cuatro subunidades para estructurar el tetrdmero

que conforma el poro de permeacién del canal.

A pesar de la enorme heterogeneidad en su composicion (lo que les atribuye

diferencias muy sutiles en su comportamiento), las distintas familias de K, pueden
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organizarse atendiendo a rasgos comunes reconocibles en sus parametros biofisicos
y propiedades farmacoldgicas. Atendiendo a una primera clasificacion vasta de la
corrientes repolarizantes de K* dependientes de voltaje, se describe una corriente-A
que se activa e inactiva muy rapidamente (el nombre que recibe deriva de la
caracteristica forma del trazo de esta corriente) y una corriente rectificadora-tardia
que se activa mas lentamente y no se inactiva (o lo hace muy lentamente tras varios
segundos). La corriente repolarizante de K* se describid por primera vez en células
B de raton en el afio 1986 (Rorsman & Trube, 1986), y en células  humanas en el
afio 1991 (Kelly et al., 1991). Debido a su cinética de activacién/inactivacion, la
corriente K, de células insulinosecretoras se clasifico como de rectificacion-tardia.
Algunos estudios posteriores han descrito la posible participacion de una corriente-
A (o similar) en la repolarizacion de células insulinosecretoras (célula B de rata y
células de insulinoma de raton MING) (MacDonald & Wheeler, 2003). Sin embargo,
la presencia de este componente voltaje-dependiente de tipo-A en la célula B sigue
siendo controvertido ya que la condiciones experimentales, presencia de
subunidades reguladores, fosforilacion, temperatura, etc., tienen una gran influencia
en la cinética de esta corriente. La corriente de salida de K* voltaje-dependiente en
célula B implica un componente mayoritario independiente de Ca?* a través de K,
(80-85% del total), y un componente minoritario cuya actividad es también
dependiente de Ca?* (Kca, 15-20%).

En células B de roedores y lineas celulares insulinosecretoras se ha identificado
el K\2.1 como el canal més relevante en la conduccién de la corriente de salida de
K* voltaje-dependiente. Mediante multiples aproximaciones se ha demostrado que
la corriente a través de K,2.1 regula la excitabilidad de la célula B, el patrén
oscilatorio de [Ca?*]; y la secrecion de insulina (MacDonald et al., 2001; MacDonald
et al., 2002). La corriente Ky en la célula B repolariza la membrana durante el
potencial de accién, limitando la entrada de Ca?* y la secrecién de insulina. La
primera evidencia de la participacion de la corriente de salida de K* en la actividad

de célula B vino dada por el uso del bloqueante de Ky (y Kca) tetraetilamonio (o
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TEA). La inhibicidn de esta corriente aumenta la duracion del potencial de acciony
acttia como un compuesto insulinotropico dependiente de glucosa (aunque seria mas
preciso decir dependiente de despolarizacion). La estimulacion de la secrecion de
insulina también se ha descrito tras la inhibicion de la corriente de salida de K*
empleando bloqueantes méas especificos como 4-aminopiridina (4-AP, blogueo de
Kv), hanatoxina o C-1 (péptidos antagonistas de K,2.1) (MacDonald et al., 2003).
La familia K,2 se caracteriza a nivel biofisico por presentar un umbral de activacion
elevado (entre — 30 y — 20 mV), y presentar una cinética de activacién/inactivacion

prototipica de un rectificador-tardio.

Los canales Kca muestran la particularidad de ser activados por la
despolarizacion de membrana y/o la elevacion de la [Ca?*]i. Se han descrito tres
familias de canales Kca atendiendo a su conductancia: canales Kca de alta
conductancia unitaria (Kcal.1 0 BK), cuya activacion muestra una dependencia
cooperativa del voltaje y de la [Ca?*];; los canales Kc. de baja conductancia (Kca2 0
SK), cuya activacion es independiente del voltaje pero son sensibles a bajas
concentraciones de [Ca?*];; y los canales Kca de conductancia intermedia (Kca3.1),
gue presentan una cinética de activacion similar a los anteriores (Magleby, 2003).
Aungue la conductancia Ky predominante en célula B de roedores es a través de
K.2.1, se ha descrito la expresién de canales BK en estas células y algunas lineas
celulares insulinosecretoras (Satin et al.,, 1989; Mancilla & Rojas, 1990).
Estructuralmente, los canales BK estan formados también por cuatro subunidades o
gue se organizan construyendo el poro del canal. Cada subunidad presenta una
topologia compleja, que consta de una estructura compartida con los K, (el complejo
canénico S5 — P — S6, comun a todos los canales de K*, y cuatro segmentos
helicoidales transmembrana S1 — S4, donde se hallan las regiones que aportan la
dependencia del voltaje), y algunas novedades arquitectdnicas propias de los BK
(una regidn transmembrana helicoidal, SO, que hace que la cola aminoterminal sea

extracelular, y una region carboxiterminal formando una vasta protuberancia
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intracelular que contiene los dominios del canal sensibles a Ca?*, RCK1 y RCK2)
(figura 10) (Magleby, 2003).

N out

RCK1

Figura 10. Organizacion estructural de los canales BK. Topologia de membrana de la
subunidad o formadora del poro del canal BK (Kca1). Puede observarse una prominente cola
citoplasmética donde se localizan sitios particulares que han sido identificados como las

regiones implicadas en la regulacion ejercida por el Ca?*.

El papel del canal BK en la fisiologia de la célula B sigue siendo controvertido.
Diversos estudios tempranos propusieron que la corriente lgk no tiene una influencia
significativa en la secrecion de insulina estimulada por glucosa o en las células 3 de
raton. Por ejemplo, Kukuljan et al. (1991) demostraron que el blogueo
farmacoldgico de Isk mediante charybdotoxina (ChTx) no afectaba a la forma del
PA o de las rafagas de disparo. Sin embargo, trabajos empleando células 3 de ratones
knockout para K,2.1 demostraron que estas células mantienen su capacidad para
repolarizar el PA, y se sigue observando una Ik de salida de la que entonces se
desconocia su identidad molecular (aunque el PA duramés y la frecuencia de disparo

aparece reducida). De igual modo, la ablacion farmacoldgica de Iky provocaba un
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enlentecimiento en la fase descendente del PA, pero no impedia la repolarizacion en
células B de raton (Jacobson et al., 2007). Estas observaciones demostraron que debe
existir una Ik repolarizante adicional articulando la forma y el disparo de PAs,
evidenciando claramente que la repolarizacion de la célula B es un proceso muy
complejo, con maltiples conductancias activandose en secuencias rapidas, solapadas
e incluso redundantes, las cuales varian sustancialmente entre distintas especies e
incluso dependiendo de la cepa de raton utilizada. Estudios recientes han arrojado
algo de luz a este respecto, aunque en ocasiones los resultados puedan parecer
contradictorios. Houamed et al. (2010) demostraron que Igk tiene un papel esencial
en condiciones fisioldgicas, regulando la amplitud del PA, el influjo de Ca?" y la
secrecion de insulina estimulada por glucosa. El umbral de activacién de Igx €s muy
similar al de Iky, pero su cinética de activacion es mas rapida y se inactiva
parcialmente, con lo que la contribucién de Iz debe ser predominante en la fase
inicial del disparo del PA, en contra de lo propuesto en estudios anteriores (Kukuljan
et al.,, 1991). El bloqueo de Igk con paxilina provocé un incremento muy
significativo de la amplitud del PA (= 21 mV), un aumento de la entrada de Ca?* (=
12%) y, finalmente, repercutio poderosamente en la secrecion de insulina estimulada
por glucosa (incremento del 67%) (Houamed et al. 2010). El hecho de que trabajos
contrastados hayan arrojado resultados ambiguos y humerosas discrepancias acerca
de la contribucion de lgk puede ser explicado teniendo en cuenta las posibles
diferencias entre cepas de ratones en cuanto a los niveles de expresion de los distintos
tipos de canales, o incluso dependiendo de las condiciones experimentales en las que
se realizaron los registros: temperatura de registro, la eleccion de drogas peptidicas
(ChTx o IbTx) o liposolubles (paxilina) para el bloqueo de lgk, registros en
perforated-patch, posible inclusion de subunidades B en la topologia del canal BK.
Teniendo en cuenta estos resultados, se ha propuesto un modelo més refinado de la
generacion del PA en célula B de raton: en presencia de glucosa, la despolarizacion
hasta el voltaje umbral conlleva la activacion de Icay, dispardndose la fase ascendente
del PA rapidamente. La rapida despolarizacion y la entrada de Ca?" provocan la
activacion de lgx (comenzando ~ 4 ms después del disparo y coincidiendo con los

ultimos ~ 3 ms de la fase ascendente). La corriente de salida a través de BK trunca
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el ascenso del PA. A continuacion, la activacion de una corriente méas lenta a traves
de Ky (retraso de = 2 ms) contribuye a la corriente repolarizante (Iex + Ikv) que
subyace a la fase descendente del PA. Por lo tanto, Isk es predominante en una etapa
mas temprana de la repolarizacion, mientras que lkv contribuiria con mayor
dominancia més tardiamente tras la inactivacion de BK (Houamed et al. 2010). Este
modelo es conciliador con la observacion de que el bloqueo de BK provoca un
incremento en la amplitud del PA (Houamed et al. 2010), mientras que el bloqueo o
la ablacion de K,2.1 aumenta la duracién del PA y atenta la frecuencia de disparo
(debido a la inhibicién de AHP), modificando solo de forma marginal la amplitud
del PA (Jacobson et al., 2007).

Las células  de raton expresan también el canal SK, si bien su papel en la
regulacion de su actividad eléctrica es todavia incierto. Como ya se mencioné con
anterioridad, la activacion de SK es independiente de voltaje (presenta
modificaciones sobresalientes del sensor transmembrana S4) y, a diferencia de lo
que ocurre en BK, la sensibilidad a Ca?* no es debida a la presencia de sitios de union
especificos en la propia topologia de las subunidades a, sino a su estrecha
vinculacion con la calmodulina mediante un dominio de union anexo a S6 (Stocker,
2004). El bloqueo farmacol6gico de SK empleando apamina no ha mostrado tener
consecuencias significativas sobre la secrecién de insulina estimulada por glucosa
(Lebrun et al. 1983), asi como tampoco sobre la forma del PA (Jacobson et al., 2010)
Estos resultados sugieren que Isk tiene un papel marginal en la generacion de la
actividad eléctrica estimulada por glucosa en célula f de raton en condiciones
fisiologicas, si bien los canales SK podrian ganar relevancia funcional en ciertas
condiciones (por ejemplo cuando el influjo de Ca?* aparece aumentado). Esta
afirmacion deriva de la observacion de que el bloqueo con apamina en células
aumenta la duracion del PA y disminuye la frecuencia de disparo siempre que se
haya producido la ablacion o el blogueo de la corriente a través de K,2.1 (Jacobson
et al., 2010).
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Finalmente, los flujos idnicos descritos en los apartados anteriores se encadenan
en una serie de eventos consecutivos para generar el tipico patrén de actividad
eléctrica de la célula B y el acoplamiento estimulo — secrecion. EI modelo que se ha

explicado en este trabajo se ilustra, resumidamente, en la figura 11.
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Figura 11. Acoplamiento estimulo — secrecion en la célula p pancredtica. Representacion
esquematica de los flujos idnicos implicados en la iniciacion y regeneracion de la actividad

eléctrica de la célula B, la cual desencadena la secrecion de granulos de insulina.
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OBJETIVOS

El BPA es uno de los compuestos quimicos con mayor volumen de produccion
a escala global. Es el componente principal de los plésticos de policarbonato, y se
usa como aditivo en la produccién de otros muchos tipos de plésticos, apareciendo
en muchos bienes de consumo en contacto con alimentos y bebidas. La ingestion de
productos contaminados con BPA parece constituir la principal fuente de exposicion
para los humanos, aunque también parece contribuir significativamente la absorcion
de BPA por via transdérmica. Ademas, el BPA es detectado regularmente en
muestras de agua, aire y polvo. La mayor parte de los individuos en paises
industrializados presentan BPA (o0 sus metabolitos) en la orina, lo que indica

claramente que la exposicion a BPA es real y generalizada entre la poblacion.

El BPA es considerado un disruptor endocrino, ya que interfiere en la
sefializacién hormonal del organismo al unirse y modular la actividad de los
receptores de estrégenos, y es considerado, por lo tanto, un estrégeno exdgeno (o
xenoestrégeno). Diversos estudios epidemioldgicos han relacionado la exposicion a
BPA con el desarrollo de numerosas patologias, entre las que se encuentra la diabetes

mellitus.

Los ratones expuestos a BPA muestran alteraciones muy significativas de la
homeostasis de la glucosa. Estos ratones son intolerantes a la glucosa y muestran una
marcada insulino-resistencia en sus tejidos periféricos, con un incremento de los
niveles circulantes de insulina. En la célula B pancreatica, la aplicacion aguda de
dosis bajas de BPA tiene un efecto insulinotrépico répido, que es consecuencia de la
disminucion de la actividad de Kartp, y del aumento consecuente de las sefiales de

calcio intracelular en respuesta a glucosa.

El objetivo general del presente trabajo consistio en evaluar las acciones directas

que el BPA tiene sobre la funcionalidad de la célula § pancreatica. Nuestro interés
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se centrara en dosis cercanas al rango de exposicion real a BPA (0.4 — 5 ng/kg/dia
es el rango estimado de consumo diario para la poblacion estadounidense) (Lakind
et al., 2008), aplicado, no de forma puntual, sino durante un periodo de tiempo
prolongado. Nuestro modelo de exposicidn consistird en mantener en cultivo durante
48 horas islotes pancreéticos aislados en presencia constante de BPA. Ya que la
particularidad funcional mas destacada de la célula B pancreatica es su excitabilidad
(que controla la secrecion de insulina), hemos decido realizar un abordaje primario
mediante técnicas electrofisioldgicas, para proceder después a la descomposicion
secuencial de los eventos celulares que tienen su punto final en la secrecién de
insulina. Ademas, nos hemos propuesto confrontar el principio de linealidad de la
toxicologia clasica, con la intencién de descubrir una explicacion molecular del
fendmeno de no monotonicidad de EDCs, ejemplificado en nuestro estudio de la

acciones del BPA en la célula B pancreatica.

Los objetivos especificos del presente son los siguientes:

- Estudiar los efectos que la exposicion a BPA tiene sobre la actividad
eléctrica de la célula B pancreatica.

- Estudiar los efectos que la exposicion a BPA tiene sobre la sefializacion
intracelular de Ca?* en el islote de Langerhans y la célula B pancreatica.

- Estudiar los efectos que la exposicion a BPA tiene sobre la exocitosis y la
secrecion de insulina de la célula B pancreatica.

- Estudiar los efectos que la exposicion a BPA tiene sobre la capacidad
metabolica y la funcion mitocondrial de la célula f3.

- Estudiar los efectos que la exposicion a BPA tiene sobre las corrientes de
Ca?*y K* de la célula p.

- Estudiar los mecanismos de accion a través de los que el BPA altera el

funcionamiento de la célula p.
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MATERIAL y METODOS

1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION.

Las muestras biolégicas empleadas en este trabajo fueron obtenidas a partir de
ratones macho adultos (= 12 semanas de edad) de la cepa C57BL/6J, procedentes de
la colonia del Servicio de Experimentacion Animal (SEA) de la UMH. Los animales
se mantuvieron estabulados en condiciones estandarizadas y estables (ciclo 12 horas
luz/12 horas oscuridad, temperatura aproximada de 22°C), con acceso ad libitum a
comida y agua. Los procedimientos empleados en este trabajo fueron previamente
evaluados y aprobados por el Comité de Etica de la UMH conforme a la legislacion

estatal y europea vigente.

2. AISLAMIENTO DE ISLOTES DE LANGERHANS.

Para la obtencion de los islotes de Langerhans, la eutanasia de los ratones se
practicé mediante dislocacion cervical. Tras esterilizar el area de intervencién, se
realizé una laparotomia media completa que dejé al descubierto las visceras del
abdomen. La masa intestinal y los I6bulos hepaticos se retiraron a un lado para
facilitar la localizacion del conducto biliar comUn o conducto colédoco, el cual
deriva en su parte proximal de la convergencia del conducto hepéatico comin y el
conducto cistico, y que drena en el duodeno tras su fusién muy distal con el conducto
pancreatico principal, generando un segmento corto de la via biliar que se inserta en
el duodeno formando una estructura facilmente reconocible denominada ampula
hepatopancreatica o ampolla de Vater. Para proceder a la canulacién del conducto
colédoco, se practico una ligadura en la parte mas distal del conducto de tal modo
que queda obstruida la comunicacion con el duodeno; a continuacion se hizo una
pequefia incision en la parte proximal del colédoco que permiti6 introducir una fina
canula en el conducto biliar fijandola con una sutura quirdrgica. Tras establecer y
asegurar el acceso, se acoplé una jeringa a la canula y se perfundi6 una solucién con
0.5 mg/ml de la enzima colagenasa (tipo V; Sigma) hasta que el pancreas incremento

su volumen hasta su capacidad maxima [composicién de la solucién de aislamiento
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(en mM): 115 NaCl, 5 KCI, 10 NaHCO3, 1.1 MgCl;, 1.2 NaH,COQa, 2.5 CaCl,, 25
HEPES, 0.25% BSA y 5 glucosa; ajustado pH 7.4 con NaOH]. Réapidamente se
procedié a extraer el pancreas perfundido liberando sus adherencias con los 6rganos
circundantes, y se introdujo en un tubo tipo Falcon al que se afiadid solucion con
colagenasa hasta que el pancreas quedd completamente sumergido. A continuacion,
este tubo se introdujo en un bafio a 37°C para proceder a la digestion enzimatica del
tejido exocrino. El tiempo requerido para la disgregacion puede variar dependiendo
del lote de la enzima, por lo que el proceso se inspecciono visualmente hasta observar
claramente la desintegracién de la masa pancredtica. Al finalizar el tiempo de
digestion requerido, la reaccidn enzimatica se paré al afiadir solucién de aislamiento
fria, y posteriormente se mantuvo la preparacion obtenida en frio y posicién vertical
para permitir el precipitado del disgregado pancreatico. A continuacion se desechd
el sobrenadante, y el pellet se resuspendi6 en solucion de aislamiento fresca. Esta
suspensidn con los islotes pancreéticos se fracciond y diluy6 consecutivamente para
facilitar la recuperacion de los mismos. La suspension se colocd en placas Petri
estériles, y los islotes de Langerhans se recuperaron uno a uno bajo una lupa
binocular con la ayuda de una micropipeta. Una vez recuperados, se lavaron en
solucion limpia hasta conseguir una pureza 6ptima de la preparacion. Los islotes de
Langerhans obtenidos se mantuvieron en un incubador a 37°C durante al menos 1
hora para permitir su recuperacion del proceso antes de su utilizacion para cualquier

procedimiento experimental.

3. CULTIVO PRIMARIO DE CELULAS AISLADAS DEL ISLOTE DE LANGERHANS.

Tras el tiempo de recuperacion, los islotes fueron transferidos a un vial y se
centrifugaron a 1000 rpm durante 10 minutos. A continuacion, se retird
cuidadosamente el sobrenadante y el pellet con los islotes se resuspendié en una
solucién comercial que contiene Tripsina al 0.05% (Sigma). Los islotes se incubaron
a 37°C durante 3 minutos en esta solucién enzimatica para permitir la actividad
peptidasa. Pasado este tiempo, la disgregacion se facilitd también mecanicamente

con un suave pipeteo, y la reaccidon enzimética fue detenida al afiadir medio de
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cultivo suplementado en un volumen que debe ser al menos dos veces el utilizado
durante la digestion. La suspension celular se centrifugd nuevamente a 1000 rpm
durante 10 minutos, se elimino el sobrenadante y el pellet de células disgregadas se
resuspendié en un volumen de medio de cultivo determinado en funcion de la
densidad celular deseada en la siembra. La siembra de células pancreéticas tuvo lugar
en cubreobjetos redondos de vidrio de 12 0 24 mm de diametro, dependiendo del
experimento a realizar con esta preparacion. Previamente, los cubreobjetos habian
recibido un tratamiento con 0.01% de poli-L-lisina (Sigma) durante 1 hora para
facilitar la adherencia de las células; el remanente de poli-L-lisina se lavo tres veces
con dH2O estéril. Una vez que los cubreobjetos fueron sembrados se mantuvieron en
el incubador durante 90 minutos antes de afiadir el medio de cultivo con los

tratamientos estrogénicos segun fuera requerido.

4. MODELO DE EXPOSICION IN VITRO A BPA'Y OTROS MODULADORES DE LA
ACTIVIDAD ESTROGENICA.

Los islotes de Langerhans intactos o las células pancreticas aisladas se
cultivaron durante 48 horas en medio RPMI 1640 con 11 mM glucosa y sin rojo
fenol, suplementado con 200 U/ml penicilina, 0.2 mg/ml estreptomicina, 2 mM L-
glutaminay 8% FBS charcoal-stripped (del inglés Fetal Bovine Serum). El stripping
del suero a través de filtros de carbdn activado (charcoal) permite retirar sustancias
lipofilicas (hormonas esteroideas, tiroideas, etc.) que podrian interferir con los

niveles basales de activacion estrogénica de las muestras.

Los distintos moduladores de la actividad de los receptores de estrdgenos
utilizados durante las incubaciones, su estructura y especificaciones se recogen en la
figura 12. Debido a su naturaleza hidrofébica, todos estos compuestos fueron

solubilizados en DMSO, y las preparaciones control incluyen DMSO isovolumétrico
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como vehiculo. Durante el periodo de incubacién con los tratamientos, las

preparaciones se mantuvieron a 37°C y 5% saturacion CO, y los medios de cultivo

con los tratamientos fueron renovados cada 24 horas.
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Figura 12. Compuestos utilizados que actian como moduladores de receptores de

estrégenos: estructura, nombre comercial, nomenclatura IUPAC y actividad especifica.
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5. REGISTRO DE CALCIO INTRACELULAR EMPLEANDO IMAGEN DE
FLUORESCENCIA.

5.1. Registro ratiométrico de la movilizacién de calcio intracelular en islote

intacto y células aisladas de islote de Langerhans.

Transcurrido el periodo de cultivo en presencia de los diferentes compuestos
estrogénicos, se procedié de dos modos diferentes en funcién de la preparacion que
fuera a ser registrada. Para el caso de los islotes intactos, estos se incubaron durante
al menos 1 hora en medio de aislamiento que contenia 4 uM de la sonda fluorescente
fura-2/AM (Molecular Probes, Eugene, OR, USA), en una camara de atmdsfera
himeda, a temperatura ambiente, en oscuridad y gaseados continuamente con
carbogeno (mezcla O, 95%, CO, 5%). Cuando se trabajo con cultivos primarios de
células pancreéticas, los cubreobjetos sembrados se incubaron igualmente en
presencia de 4 uM de fura-2/AM, pero durante no méas de 30 minutos a 37°C y 5%
COs.. Durante estos periodos, las preparaciones se mantuvieron en presencia de los
tratamientos que correspondian, por lo que la exposicion a BPA u otros moduladores

estrogénicos se mantuvo hasta el momento exacto del registro.
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Debido a sus propiedades de fluorescencia, la sonda fura-2 ha sido extensamente
utilizada durante décadas para monitorizar las variaciones intracelulares de calcio a
tiempo real. La forma esterificada de la sonda, fura-2/AM es lipopermeable y
atraviesa con facilidad las membranas celulares; una vez en el citosol, la sonda es
desesterificada por enzimas con actividad esterasa, dando lugar a su forma polar
(carga neta negativa) que es retenida en el interior celular y que puede quelar el calcio
citosdlico libre (figura 13).

Fmax Ligada

Libre

Intensidad emision (u.a.)

w
®-H-—————
o

i
]
|
I
i
340 360

A excitacion

Figura 14. Cambios en el espectro de excitacion de la sonda fura-2 en funcién de si se halla
ligada o no a Ca?*; la union a Ca®* provoca un desplazamiento del maximo de emisién a
Aexcitacion de 340nm.

Las variaciones de [Ca?*]i provocan el desplazamiento del espectro de excitacion
de la sonda, y en esta habilidad se basa su uso como indicador de la concentracién
de calcio intracelular a partir de medidas ratiométricas. La unidn de calcio aumenta
la emision de fluorescencia de fura-2 al ser excitada a una longitud de onda de 340
nm de un modo directamente proporcional a la [Ca?; libre, mientras que la sefial
emitida disminuye al ser excitada a 380 nm (A emisisn = 510 nm) (figura 14). Este
hecho permite expresar clasicamente las variaciones de calcio como la razén

F340/F380. En este trabajo se optd por expresar los cambios en la [Ca?"]i mediante
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el parametro F360/F380, donde F360 es el punto isoshéstico de la sonda fura-2, es
decir, la longitud de onda concreta para la cual la emision de la sonda es
independiente de la concentracion de calcio; por lo tanto, este parametro viene dado
por la razon entre un valor que varia solamente en funcion de la constante de
decaimiento de la sonda y los cambios en la fluorescencia emitida al excitar a 380

nm, los cuales son dependientes de la [Ca*]..

Para el registro de las variaciones de [Ca?'];, los islotes fueron transferidos a una
camara cuya base estd constituida por un cubreobjetos circular de 24 mm de
didmetro, previamente tratado con poli-L-lisina. En el caso de tratarse de cultivos
celulares, los cubreobjetos sembrados se introdujeron en la misma camara de
registro, la cual se adaptd en un soporte conectado con un bafio termostatizado; el
conjunto fue fijado sobre la platina de un microscopio invertido de fluorescencia
Axiovert 200 (Zeiss, Jena, Alemania). La camara de registro recibe un sistema de
perfusion, por el que se hizo pasar una solucion extracelular [composicién base (en
mM): 120 NaCl, 5 KCI, 25 NaHCOs3, 1.1 MgCl,, 2.5 CaCly; pH 7.4 mantenido por
el gaseado constante de carbdgeno] a una temperatura y velocidad constantes. El
sistema de registro estd basado en una lampara de arcoxenén como fuente de
iluminacion; el haz de luz se filtra a través de un sistema intercambiador
automatizado (Lambda 10-2; Sutter Instruments, Novato, CA, USA) equipado con
filtros que permiten alternativamente el paso a una A de 360 o 380 nm. A
continuacion, el haz filtrado es reflejado en un espejo dicroico que lo desvia hacia la
muestra a través de un objetivo 40x Fluar (Zeiss; 1.3 de apertura numérica e
inmersion en aceite). La emision de la sonda es transmitida igualmente por el
objetivo y dirigida a través del espejo dicroico hacia un filtro de emisién, el cual la
envia hacia una cdmara digital de alta resolucion ORCA C4742-95 (Hamamatsu
Photonics, Hamamatsu, Japon). El software empleado para el registro de las sefiales
de fluorescencia fue Aquacosmos 2.6 (Hamamatsu Photonics), y la frecuencia de

adquisicion fue 1 imagen cada 3s.
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5.2. Registro de senhales de calcio intracelular de célula B individual en islote

completo empleando microscopia confocal.

Para el registro de las sefiales intracelulares de calcio de células individuales en
islotes intactos se utilizd microscopia confocal. La preparacion de los islotes fue muy
similar a la descrita en el apartado anterior, con la salvedad de que la sonda
fluorescente con la que se incubaron fue fluo-4/AM (Molecular Probes, Eugene, OR,
USA). La utilizacién de fluo-4/AM como indicador en imagen dinamica de calcio
ofrece las siguientes caracteristicas: su forma unida a calcio exhibe un gran
incremento en la emisién de fluorescencia (> 100 veces), por lo que ofrece una gran
sensibilidad de deteccion; a diferencia de fura-2, fluo-4 no ve desplazado su espectro
de excitacion en sus formas libre o ligada, por lo que la medida obtenida no es
ratiométrica y depende unicamente de una A excitacion; para su forma unida a calcio, A
excitacion/emision €S 494/506 nm. En este caso, el setup de registro estuvo constituido por
un microscopio invertido Axiovert 200M (Zeiss) con un mddulo laser confocal
acoplado (modelo LSM 510; Zeiss). La fuente de excitacion empleada fue un laser
de argdn con una unica A excitacion de 488 nm. La excitacion de la muestra y la sefial
de fluorescencia emitida se dirigieron a través de un objetivo 40x Plan NeoFluar
(Zeiss; 1.3 de apertura numérica e inmersion en aceite). Finalmente, la sefial de
fluorescencia recogida se hizo pasar por un filtro con paso de banda de 506-530 nm.
La confocalidad nos permite tomar la sefial de secciones Opticas en cualquier plano
horizontal del islote, en este caso particular de 12 um. Las imagenes se tomaron con
una frecuencia de adquisicion de 2 imagenes/s, y una resolucion digital de 256 x 256
pixeles. Los registros se expresaron como los cambios de fluorescencia a 526 nm, y

fueron procesados mediante el software ZEN 2009 (Zeiss).
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6. EVALUACION DE LA FUNCION MITOCONDRIAL EMPLEANDO MICROSCOPIA
DE EPIFLUORESCENCIA.

6.1. Autofluorescencia de NAD(P)H.

El uso de sustratos metabolizables en la célula B provoca un aumento en la
concentraciéon de ATP, que es consecuencia de un incremento en la produccion de
equivalentes reducidos para la respiracion mitocondrial, principalmente NAD(P)H y
FADH,. El fundamento de estos experimentos radica en las diferentes propiedades
de fluorescencia de las formas reducida y oxidada de los nucleétidos de piridina; asi
se produce un incremento en la sefial de fluorescencia al aumentar las formas
reducidas de la molécula (NAD(P)H), mientras que un incremento de su estado
oxidado (NAD(P)*) se correlaciona con un decaimiento de la fluorescencia. Por lo
tanto, los cambios en la fluorescencia registrada dependen del ratio NAD(P)H /
NAD(P)*, el cual varia principalmente segun la actividad del ciclo de Krebs. En este
caso particular, se evaluaron los cambios en la autofluorescencia de NAD(P)H en
islotes intactos al perfundir concentraciones crecientes de glucosa (3, 8, 11 y 16
mM). Cada glucosa ensayada se perfundia secuencialmente en el bafio
termostatizado durante 15 min, lo que provocd un incremento escalonado de la
fluorescencia. La autofluorescencia de NAD(P)H se registr6 excitando a 365 nm 'y
tomando la fluorescencia emitida a 445 nm a intervalos de 1 min. Antes de comenzar
estos registros, los islotes fueron incubados durante 1 hora en medio de aislamiento
con baja glucosa (5 mM glucosa, 0,25% BSA), en presencia de 1 nM BPA cuando

correspondia.

6.2. Potencial de membrana mitocondrial (A¥r).

Para monitorizar los cambios en el potencial de membrana mitocondrial, los

islotes se incubaron durante 10 min en medio de aislamiento (5 mM glucosa, 0,25%
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BSA) con la sonda fluorescente rhodamine-123 (Rh-123, 10 pg/mL, MW 380.3)
(figura 15), y fueron posteriormente perfundidos con concentraciones crecientes de
glucosa (3, 8, 11 y 16 mM). La sonda Rh-123 es un cation lipofilico que se acumula
en la matriz mitocondrial en forma proporcional al potencial de membrana
mitocondrial, viéndose alteradas sus propiedades de fluorescencia. EI metabolismo
de la glucosa provoca cambios en el potencial de membrana de la mitocondria que
son debidos al desplazamiento bidireccional de protones a través de la membrana
mitocondrial interna; en la respiracién oxidativa se produce una extrusién activa de
protones desde la matriz mitocondrial hacia el espacio intermembrana que provoca
la energizacion de la membrana mitocondrial interna, produciéndose un transporte
pasivo de los mismos dirigido a través de la ATP-sintasa para la produccién de ATP.
Esta polarizacion provoca la disminucion de la intensidad de fluorescencia de Rh-
123 (por un proceso de quenching), mientras que la despolarizacion de la membrana
mitocondrial interna induce la recuperacion de la fluorescencia de la sonda. La
disminucién de la intensidad de fluorescencia es directamente proporcional a la
concentracion de Rh-123 acumulada en la matriz mitocondrial como consecuencia
de la hiperpolarizacion de la membrana mitocondrial interna, por lo tanto la
agregacion de las moléculas de sonda en la mitocondria cargada negativamente esta
asociada al quenching de Ila misma. ElI compuesto FCCP (p-
triflouromethoxyphenylhydrazone) fue afiadido al finalizar cada registro como
control interno del proceso: el FCCP es un desacoplador mitocondrial que provoca
la despolarizacion de la membrana mitocondrial interna, incrementando asi la
fluorescencia de Rh-123. Rh-123 fue excitada a 480 nm y su emision fue registrada
a 530 nm. Los datos de fluorescencia se tomaron empleando el software

Aquacosmos, registrandose una imagen de fluorescencia cada 30 s.

Figura 15. Estructura de Rh-123.
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7. REGISTROS DE ELECTROFISIOLOGIA.

Mediante la técnica de patch-clamp pudieron ser registrados los flujos i6nicos
dirigidos a través de la membrana plasmética de células B aisladas. Los registros
electrofisioldgicos se Ilevaron a cabo empleando un amplificador Axopatch 200B
conectado a una tarjeta periférica de conversion AD/DA Digidata 1322A (ambos de
Axon Instruments, Union City, CA, USA). El control de los componentes del sistema
de registro, la adquisicion y procesado de las sefiales se realiz6 mediante el software
Clampex 9.0. El cubreobjetos con la siembra de células pancreéticas se depositd en
una cadmara de registro (modelo RC-26GLP; Warner Instruments, Hamden, CT,
USA) por la que se hacia circular una solucién extracelular mediante un sistema de
perfusion. La temperatura de la solucion extracelular fue monitorizada
constantemente por una sonda sumergida en la cdmara de registro, la cual esta
conectada a un controlador CL-100 (Warner Instruments), que realiza un control
eficiente de la temperatura de la solucién perfundida (32-35°C) al estar acoplado a
un SC-20 Dual In-line Solution Heater/Cooler. La camara de registro se ajusto en la
platina de un microscopio invertido Axiovert 200. Los electrodos empleados se
elaboraron a partir de capilares de borosilicato (100 mm longitud, 1.5 mm OD, 0.84
mm ID; World Precision Instruments, Sarasota, FL, USA) empleando un estirador
de pipetas horizontal modelo P-97 (Sutter Instruments, Novato, CA, USA). La punta
de las micropipetas fue suavizada en una microforja MF-830 (Narishige Group,
Tokyo, Jap6n); tipicamente, se trabajo con Rpipea €ntre 4 y 6 MQ. La aproximacion
de la micropipeta y el contacto con la célula se consiguié mediante un sistema de
soporte (holder) controlado tridimensionalmente por un micromanipulador MPC-
200 (Sutter Instruments); este soporte incorpora un preamplificador CV 203BU
Headstage (Sutter Instruments). El holder incluye un electrodo de plata clorurada
que, a traves del preamplificador, se conecta con el amplificador mediante un cable
coaxial que conduce las sefiales eléctricas. Cuando se realizaron registros de
capacitancia (Cm), la superficie externa de la punta de la micropipeta se recubri6 con
la silicona Sylgard 184 (Dow Corning, Midland, MI, USA), la cual fue curada en un

solenoide al rojo.
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7.1. Registro de corrientes de calcio.

El registro de la corriente macroscdpica de calcio se llevé a cabo en
configuracion de whole-cell (figura 16A) empleando la técnica de voltage-clamp (V-
clamp). Las sefiales eléctricas se registraron con una frecuencia de adquisicion de 10
kHz, con una ganancia de 10 mV/pA, y empleando un filtro lowpass de 2 kHz
implementado en el amplificador. La composicion de las soluciones intracelular y

extracelular empleadas en estos registros se recoge en la tabla 1.

Composiciéon (en mM)

Sol. extracelular | 118 NaCl, 5.6 KCI, 20 TEA-CI, 1.2 MgClz, 2.6 CaClz, 5
HEPES, 5 glucosa; pH 7.4 ajustado con NaOH.

Sol. intracelular 0.05 EGTA, 140 CsCl, 10 NaCl, 1 MgCl2, 3 Mg-ATP, 5
HEPES; pH 7.2 ajustado con CsOH.

Tabla 1. Composicion de las soluciones extracelular e intracelular empleadas para el registro
de corrientes de calcio.

El protocolo utilizado para la construccion de la relacion corriente (lca+) —
voltaje (Vpuiso) Consistié en una serie de 15 pulsos de voltaje consecutivos sobre un
potencial de fijacion de -70 mV (V»); cada pulso tenia un salto intermedio de 50 ms
de duracidn con un incremento de 10 mV/pulso en un rango de voltaje de entre -60
y +80 mV (figura 16B). Las corrientes de calcio se expresaron al integrar la corriente
de entrada respecto del tiempo para cada uno de los pulsos de despolarizacion dados.

Los valores resultantes de la relaciéon I-V se normalizaron en funcion del tamafo
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celular, que fue dado como la capacidad de la membrana plasmatica (condensador)
en picofaradios (pF).

A B
Whole-cell patch 500 ms
‘+“—p
s
Bario
Vpulso (mV)
A =10 mV/pulso
R membrana J—
V, =-70 mV

Figura 16. Registro de corriente de calcio. (A) Representacién simplificada de los
componentes y circuito eléctrico en whole-cell patch clamp. (B) Protocolo aplicado para la
construccién de I-V de canales de calcio voltaje dependientes (Cav).

7.2. Registro de corrientes de potasio.

Para el registro de la corriente de potasio se empled la misma configuracion,
técnica, frecuencia de adquisicion y filtrado de la sefial que para la medida de la
corriente de calcio descrita en el apartado anterior. En la toma de datos, la Unica
diferencia residi6 en la ganancia empleada, en este caso fue de 2 mV/pA. La
composicion de la solucién extracelular perfundida y de la solucion intracelular con

que se rellend la micropipeta aparece en la tabla 2.
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Composiciéon (en mM)

Sol. extracelular | 138 NaCl, 5.6 KCI, 1.2 MgCl;, 2.6 CaClz, 5 HEPES, 5
glucosa; pH 7.4 ajustado con NaOH.

Sol. intracelular | 10 EGTA, 120 KCl, 1 CaClz, 1 MgClz, 3 Mg-ATP, 10 HEPES;
pH 7.2 ajustado con KOH.

Tabla 2. Composicion de las soluciones extracelular e intracelular empleadas para el registro

de corrientes de potasio.

El protocolo empleado para construir la relacion I+ — Vpuso CONsistio en una
secuencia de 15 pulsos de voltaje sobre un potencial de membrana mantenido a -70
mV; en este caso el salto de voltaje se mantenia durante 500 ms, con un incremento
de 10 mV en cada pulso hasta un méaximo de despolarizacion de +80 mV. Tras el
salto de voltaje, el potencial de membrana se mantuvo a -30 mV durante 50 ms
antes de volver al V, (figura 17). La relacion Ik — Vpuso S€ obtuvo al tomar el
maximo de corriente evocada durante el pulso completo para cada despolarizacion
dada.

500 ms
+80 mV
50 ms
<>
Vpu\so (mV) 7 o
A =10 mVipulso s o
- 30 mV
V, =-70 mV

Figura 17. Registro de corriente de potasio. Protocolo aplicado para la construccion de I-

V de canales de potasio voltaje dependientes (K.).
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7.3. Registro de potencial de membrana.

La medida del potencial de membrana (Vmp) se llevé a cabo en configuracion de
parche perforado empleando la técnica de current-clamp (I-clamp), lo que conlleva
la fijacion de la corriente permitiendo cambios libres del voltaje. La composicion

de las soluciones extracelular e intracelular aparece detallada en la tabla 3.

Composicién (en mM)

Sol. extracelular | 140 NaCl, 3.6 KCI, 0.5 MgClz, 1.5 CaClz, 10 HEPES;
pH 7.4 ajustado con NaOH.

Sol. intracelular | 76 K»,SO4, 10 NaCl, 10 KCI, 1 MgClz, 5 HEPES;
pH 7.35 ajustado con KOH.

Tabla 3. Composicion de las soluciones extracelular e intracelular empleadas para el registro

del potencial de membrana.

Para la permeabilizacién de la membrana plasmatica en la regién del parche, se
afiadieron 240 pg/ml del antibidtico Anfotericina B (Sigma) a la solucion
intracelular; la formacion de poros en la membrana plasmatica dentro del parche
proporciond acceso eléctrico sin dializar el interior celular. Para monitorizar la
eficacia del antibidtico y conseguir un acceso adecuado, los registros comenzaron en
voltage-clamp y se siguio la disminucién de la Rs hasta alcanzar un valor menor de
30 MQ. Una vez conseguido un acceso satisfactorio, se pasé a current-clamp sin
inyeccion alguna de corriente (0 pA) y se registro el voltaje de la membrana durante
un intervalo de tiempo determinado para una concentracion de glucosa concreta en
la solucion de perfusion (tipicamente 0 mM glucosa para valorar el potencial de

reposo y 11 mM glucosa como concentracion estimulatoria de la actividad eléctrica
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de la célula B). La composicion de las soluciones, extracelular e intracelular,

empleadas para el registro de la actividad eléctrica de la célula B se recoge en la tabla
3.

El andlisis de todos los parametros relacionados con el potencial de membrana
se realiz6 mediante las herramientas disponibles del software Clamfit 9.0 (Axon
Instruments, Union City, CA, USA), teniendo en cuenta todos los potenciales de
accion (PA) disparados durante los 90 s posteriores al comienzo de la actividad. El
analisis de estos PA se realiz a partir de un PA modelo generado por el software
tomando como referencia los registros obtenidos; este PA de referencia fue utilizado
para rastrear eventos similares en segmentos predeterminados del registro
permitiendo el calculo automatico de los parametros que seran referidos en este

trabajo.

7.4. Registros de capacidad de membrana (Cp).

La medida de la capacidad de membrana (Cn) se realiz6 en configuracion whole-
cell empleando la técnica de voltage-clamp. Como en los registros descritos con
anterioridad se emple6 un amplificador Axopatch 200B, pero en este caso se empled
el software libre jClamp (SciSoft) para controlar los pardmetros y componentes del
sistema. La solucion de perfusion empleada contenia (en mM): 118 NaCl, 5.6 KCl,
20 TEA-CI, 1.2 MgCl,, 5 CaCl,, 5 HEPES (pH 7.4 ajustado con NaOH); la
concentracién de glucosa en la solucion extracelular varia en funcién del
experimento. La solucion intracelular con la que se rellenaron las micropipetas fue
(en mM): 0.05 EGTA, 140 CsClI, 10 NaCl, 1 MgCl,, 3 Mg-ATP, 5 HEPES, 0.1
CAMP (pH 7.2 ajustado con CsOH).

La medida de capacitancia fue posible al introducir en el protocolo una
estimulacion de un solo seno, lo que quiere decir que sobre un Vi de -70 mV se hizo

oscilar una sinusoide de 1 kHz de frecuencia y 20 mV de amplitud, que permitié
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calcular la Cn a partir de la corriente sinusoidal resultante. Esta estimulacién
sinusoidal fue interrumpida para aplicar pulsos despolarizantes, los cuales permiten
la movilizacion y exocitosis de vesiculas de insulina; esta yuxtaposicion consistio en
un tren de 10 pulsos cuadrados de despolarizacién, que suponian un salto de voltaje
sobre un Vy de -70 mV hasta 0 mV con una duracion de 500 ms, aplicAndose los
pulsos con una frecuencia de 1 Hz (1 pulso/s) (figura 18). Durante la aplicacion de
los pulsos no es posible la medida de Cr debido al aumento de la conductancia (G)
consecuencia de la activacion de corrientes de Ca?* voltaje-dependientes; estas
interrupciones vienen a explicar el perfil caracteristico que muestran las
representaciones graficas de ACm. Los cambios en la capacidad (ACr) se expresaron
como el incremento maximo obtenido tras aplicar el tren de pulsos de

despolarizacién, normalizado respecto al tamafio celular inicial (pF).

-70 mV J_H_H_“_H_“_H_“_H_H_L 20 m\V. WH

500 ms

1 kHz

Figura 18. Protocolo empleado para la monitorizacion de ACm. Se representa la
aplicacion de un tren de 10 pulsos de voltaje, aplicados sobre una estimulacion sinusoidal de
1 kHz de frecuencia y 20 mV de amplitud.

7.5. Identificacion de célula B mediante parametros electrofisiolégicos.

La existencia de numerosos tipos celulares en los islotes pancreéaticos hace
necesaria la identificacion y discriminacion entre los distintos tipos celulares que
pudiésemos registrar. Para los registros electrofisiolégicos de células B, las células

que fueron pinchadas se seleccionaron a priori teniendo en cuenta su tamafio,
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partiendo de la premisa de que el tamafio promedio de las células B es mayor que el
de a 0 8. Asi mismo, al aplicar los protocolos predeterminados para el registro de la
actividad eléctrica, encontramos que, por definicién, la contribucién a través de Nay
es practicamente inexistente en célula B a voltajes en los que se disparan potenciales
de accion, mientras que si se detecta corriente de Na* a potenciales despolarizados
en células a o & (Gopel et al., 1999). Para evaluar la inactivacion voltaje-dependiente
de Nay se emple6 un protocolo de 16 barridos sobre un Vi, de -70 mV que consisten
en un primer segmento o pre-pulso de 50 ms de duracion con saltos de voltaje de -
150 a 0 mV incrementandose el voltaje 10 mV en cada barrido; a continuacién se
aplico un pulso cuadrado desde Vi a +10 mV con una duracién de 5 ms. En el caso
de las células B, voltajes a valores hiperpolarizantes en el pre-pulso permiten la
deinactivacion de Nay. La magnitud de la corriente resultante se expreso en funcion
del voltaje del pre-pulso, y las curvas Ina+-Vprepuiso permitieron la categorizacion de
las células registradas, ya que en las células B la conductancia de Na* es

practicamente nula ya a voltajes de pre-pulso similares al potencial de reposo.

8. DETERMINACION DE LA SECRECION Y CONTENIDO DE INSULINA.

8.1. Secrecion estatica de insulina.

Una vez concluido el periodo de exposicion en cultivo a BPA, se hicieron grupos
homogéneos de 5 islotes en una placa de 24 pocillos y se preincubaron durante 2
horas en medio de secrecion [composicién (en mM): 140 NaCl, 5 KCI, 20 HEPES,
1 MgCl,, 2.5 CaCly; pH 7.4] con una concentracion no estimulatoria de glucosa (3
mM), 1 g/L BSA y que contenia los tratamientos en las mismas condiciones que el
cultivo previo. Transcurrido este periodo, los grupos de islotes fueron transferidos a
400 pl de buffer de secrecion (sin BSA) que incluia los estimulos segln
correspondiese. En estas condiciones, la secrecion de insulina se prolong6 durante 1
hora a 37°C y 5% saturacion de CO,. Al finalizar la incubacion, se afiadié a cada

pocillo una solucion concentrada de BSA hasta conseguir una concentracion del 1%
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en un volumen final de secrecion de 500 ul. La secrecion fue interrumpida
definitivamente a baja temperatura, y para ello las placas fueron depositadas durante
15 minutos en un lecho frio. Los grupos de islotes fueron recuperados
cuidadosamente en un volumen constante de 5 pl de medio, y depositados en 20 pl
de buffer de lisis (70% EtOH/ 0.12% HCI). Este lisado celular se mantuvo overnight
a 4°C y en agitacion para facilitar su completa homogenizacion. Por otro lado, el
medio de secrecion se recogid en viales de vidrio, que fueron sellados y almacenados

ultracongelados (-80°C) hasta el momento de la cuantificacion de insulina.

8.2. Determinacion del contenido y secrecion de insulina.

La cuantificacion de la insulina secretada y del contenido de insulina de los
islotes se realizé empleando el kit Mouse Insulin ELISA (Mercodia AB, Uppsala,
Suecia). Para ello se procedi6 siguiendo el protocolo descrito por el fabricante,
empleando 10 ul del secretado o lisado de los islotes. Para ajustarse al rango de
deteccion del kit (< 0.2 pg/l), las muestras colectadas de secrecion y contenido fueron
diluidas 1:10 y 1:100 respectivamente. Las lecturas de absorbancia se realizaron en

un espectrofotometro iMark Microplate Reader (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).

8.3. Cuantificacion de proteina total.

La cantidad de proteina total de cada grupo de islotes empleados en la secrecion
se valord espectrofotométricamente mediante el método de Bradford. Esta
cuantificacion permite la normalizacion de los datos de secrecion y contenido de
insulina, anulando cualquier cambio que pueda deberse a diferencias en el tamafio
de los islotes de Langerhans. La cuantificacion de proteina total se realiza a partir de
10 pl del lisado de los islotes (dilucién 1:1000), a los que se les afiade 200 ul de
reactivo de Bradford. Esta mezcla se incub6 durante 5 minutos a temperatura

ambiente. Inmediatamente después, se obtuvo un valor de absorbancia a 595 nm para
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cada una de las muestras empleando un espectrofotometro iMark Microplate Reader
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA). La concentracién de proteina se obtuvo a partir de
una recta patron elaborada empleando concentraciones crecientes de BSA (0, 0.1,
0.2,0.3,0.4y 0.5 mg/ml).

9. OBTENCION DE ARN Y RT-PCR CUANTITATIVA.

9.1. Extraccion de ARN de islote de Langerhans.

La extraccion de ARN de islote de Langerhans se realizé a partir de grupos de
200-250 islotes. Transcurrido el tiempo de exposicion en cultivo, los grupos de
islotes son colectados, transferidos a un vial tipo Eppendorf y mantenidos en frio.
Antes de proceder con la extraccién, la muestra con islotes fue centrifugada y lavada
con PBS para eliminar los restos del medio de cultivo. La purificacién del ARN total
se realiz6 empleando el kit comercial RNeasy Micro (Qiagen), el cual esta
especialmente indicado para la extraccion de ARN de muestras pequefias. Debido a
la naturaleza de la muestra que nos ocupa, el tampén de lisis comercial RLT se
suplement6 con 0.01% B-mercaptoetanol intentando prevenir la actividad ARNasa.
Una vez obtenido el lisado, se procedid a la purificacién de ARN siguiendo los pasos
descritos por la casa comercial. La concentracién de ARN de las muestras se
cuantifico empleando el espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA). La pureza de la muestra de ARN fue evaluada
mediante el valor de la razon entre las absorbancias obtenidas a 260 y 280 nm; las
muestras con un ratio 260/280 ~ 2.0 fueron consideradas aptas para su uso. Las
muestras de ARN se mantuvieron ultracongeladas (-80°C) hasta su uso para la

retrotranscripcion.
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9.2. Retrotranscripcion.

Mediante retrotranscripcion o transcripcion reversa (RT, del inglés reverse
transcription) obtuvimos el ADN complementario (ADNc) del ARNm purificado
para cada una de las muestras. La RT se realizé empleando el kit High Capacity
cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), y tuvo
lugar en un termociclador CFX96 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) empleando el
programa convencional que aparece en la tabla 4. La RT tuvo lugar a partir de 0.5
pg de ARN, y a la mezcla de reaccion se anadié un inhibidor de ribonucleasas

(RNase Inhibitor, Ambion®, Thermo Fisher Scientific).

Paso 1 Paso 2 Paso 3 Paso 4
Temperatura 25°C 37°C 85°C 4°C
Tiempo 10 min 120 min 5 min o0

Tabla 4. Condiciones programadas para la reaccion de retrotranscripcion.

9.3. PCR a tiempo real.

La determinacion cuantitativa de los niveles de expresién de los mensajeros de
genes de interés tuvo lugar mediante PCR cuantitativa a tiempo real (qQPCR, del
inglés quantitative PCR). Las amplificaciones se realizaron a partir de 1 pl de ADNc
en un volumen final de 10 pl; la mezcla de reaccion contenia 200 nM de los
cebadores directo y reverso, e IQ™ SYBR® Green Supermix (Bio-Rad, Hercules,
CA, USA). La amplificacion se llevd a cabo en un termociclador CFX96 Real Time

System (Bio-Rad) empleando el protocolo que se especifica en la tabla 5.
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Pre-
Incubacion Amplificacion Curva de Melting
95°C 95°C 60°C 72°C 65°C 95°C
3 min 5s 5s 10s 5s
D H P
1x 45x 1x

Tabla 5. Condiciones programadas para gPCR. D = desnaturalizacion; H = hibridacién; P

= polimerizacion.

En esta técnica la cuantificacion es posible debido a las propiedades del
fluoréforo SYBR Green I; esta sonda ve aumentada significativamente su emision
de fluorescencia cuando se intercala en ADN de doble cadena. Este valor de
fluorescencia emitida es el parametro que toma el equipo al finalizar cada ciclo de
amplificacién; este dato es directamente proporcional al nimero de copias
sintetizadas y depende, por lo tanto, de la cantidad de ADNCc de partida. Las lecturas
de fluorescencia obtenidas fueron analizadas con el programa CFX Manager (v1.6,
Bio-Rad), y los niveles de expresion de cada gen de interés se expresaron respecto
de los niveles de un gen de expresion constitutiva, y fueron hallados mediante el
método 222!, donde Ct es el valor referido al nimero de ciclos necesarios para
producir un incremento significativo de fluorescencia respecto de la sefial basal, y
donde ACt = Ct gen diana — Ct gen endégeno-

Las parejas de cebadores utilizados para la amplificacion de los genes de interés
aparecen recogidas en la tabla 6. Los cebadores utilizados muestran
preferencialmente las siguientes caracteristicas: son complementarios a secuencias
interexonicas para asegurar la amplificacion exclusiva de mensajeros; longitud = 20
pb; temperatura de melting = 60°C; amplicon < 200 pb. La especificidad de los

productos de amplificacion se comprobd mediante un doble chequeo. En primer
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lugar, empleando herramientas bioinformaticas (Primer-BLAST, NCBI). Por otro

lado, la especificidad se evalud atendiendo a la curva de melting de cada par de

cebadores generada al completarse el proceso de amplificacién; la obtencion de un

Unico pico sugiere la sintesis de un Gnico amplicon.

Gen Directo (5"-3") Reverso (5-3) Amplicén
N° acceso GenBank
simbolo (pb)
-GGTTAAGCAG -TCCAACACTT
Hort 73 NM_013556
p TACAGCCCCA- CGAGAGGTCC-
c 1 -GAGCCACGGT -GCAGTACTCGG 24
achalc
GAATCAGGA- CTTCTTCACTCA- NM_009781
c 1 -CCGATGATGA -TGCTGACTGT 118
achale
TGAGAGGGAT- CTTCCAATGC- NM_009782

Tabla 6. Cebadores empleados en las reacciones de amplificacién en la PCR cuantitativa.

10. ESTADISTICA.

Los datos se representan como el promedio + error estandar. Se ha aplicado

Student’s t-test 0 ANOVA en funcién del numero de condiciones experimentales y

los requisitos comparativos de cada ensayo en particular. Cuando el muestreo no

cumplia las asunciones particulares para la aplicacion de test paramétricos, se utilizo

estadistica no—paramétrica. Independientemente del test utilizado, se considera

significativa la diferencia entre grupos cuando p < 0.05.

105



UNIVERSITA
Miguel
Hernandez




RESULTADOS




UNIVERSITA
Miguel
Hernandez




RESULTADOS

1. LAFORMA DEL POTENCIAL DE ACCION ESTA ALTERADA EN LAS CELULAS
B QUE HAN SIDO EXPUESTAS A 1 nM BPA.

Para investigar las acciones directas que el BPA tiene sobre la funcionalidad de la
célula B, evaluamos en primer lugar su actividad eléctrica. Para ello, empleamos
cultivos primarios de células de islote expuestas durante 48 horas a 1 nM BPA. En
este caso, los registros se realizaron en configuracion de parche-perforado, ya que
era fundamental evitar la dialisis del medio intracelular y asi preservar la capacidad
metabdlica de las células. Cuando fueron perfundidas con 11 mM glucosa, las células
B de ambos grupos presentaron el patrén de actividad eléctrica tipico de este tipo
celular (figura 19A), pero las células cultivadas en presencia de 1 nM BPA
presentaron diversas alteraciones en las propiedades de los potenciales de accion
generados en respuesta a 11 mM glucosa. El potencial de membrana en reposo no
varia en las células expuestas a BPA, al perfundir con una concentracién
subestimulatoria de glucosa (3 mM), éste se mantuvo alrededor de -70 mV
independientemente de la condicion experimental. Al incrementar la concentracion
de glucosa a 11 mM en la solucion extracelular, las células f de ambos grupos se
despolarizaron progresivamente hasta alcanzar el umbral de disparo de potenciales
de accion. A 11 mM glucosa, el Vi, alcanzado en esta fase activa (linea base del
potencial de accién) fue -52.9 £ 1.9 mV en las células control, y -53.1 £ 2.5 mV en
las células BPA (n = 11 células / condicion). Tampoco hallamos diferencia alguna
en la frecuencia de disparo que mostraron las células B de uno u otro grupo (CTL =
4.2 +0.2 Hz; BPA = 4.4 £ 0.1 Hz). Sin embargo, encontramos que la exposicién a 1
nM BPA provocaba cambios significativos en el perfil de las espigas (figura 19B).
En primer lugar, la amplitud de los potenciales de accion fue significativamente
menor en las células B cultivadas con BPA (figura 19C; CTL =50.8 + 0.4 mV; BPA
=43+ 0.4 mV). En segundo lugar, las células  expuestas a BPA mostraron una fase
de repolarizacion del potencial de accion mas lenta, lo que supuso espigas de mayor
duracion en las células tratadas con BPA. Este cambio se refleja en el pardmetro
referido al tiempo transcurrido (en ms) para completar la mitad de un periodo entre
dos espigas (figura 19D; CTL =12.5+ 0.2 ms; BPA = 13.6 £ 0.2 ms). Tomando en
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Figura 19. Caracterizacion del potencial de accion en células p que han sido expuestas
a1l nM BPA durante 48 h. (A) Registros representativos de la actividad eléctrica generada
a 11 mM glucosa en células control (izg.) o BPA (drcha.). (B) Detalle de la forma de los
potenciales de accion (11 mM glucosa) generados en células control (linea negra) o BPA
(linea gris), que han sido superpuestos para facilitar su comparacion. (C) Analisis de la
amplitud de los potenciales de accion generados en células control o BPA al perfundir una
solucién extracelular con 11 mM glucosa. (D) Analisis de la duracion de los potenciales de
accion en células control o BPA, tomando el parametro AP half-width. (E) Andlisis del area
bajo el potencial de accidn en células control 0 BPA, este parametro resulta de la relacion
entre la amplitud (mV) y la anchura (ms) del mismo. n = 11 células / condicién. En (C-E) se
analizaron 1600 potenciales de accion de células control y 1780 potenciales de accién en
células tratadas con 1 nM BPA. Student’s t-test: ** p <0.01; *** p < 0.001.
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conjunto ambos pardmetros, encontramos que el &rea bajo cada potencial de accién
es significativamente menor en las células 3 expuestas a 1 nM BPA durante 48 horas
(figura 19E; CTL =583.2 + 11.4 mV.ms; BPA = 496.5 £ 7.2 mV.ms). Finalmente,
las células BPA también mostraron diferencias en el potencial alcanzado en la fase
refractaria, con valores de amplitud del anti-pico significativamente reducidos (CTL
=84+£0.1mV;BPA=77+0.1mV).

2. LA EXPOSICION CRONICA A DOSIS MEDIOAMBIENTALES DE BPA ALTERA
LA HOMEOSTASIS DE [Ca?*]; EN CELULAS B PANCREATICAS.

Como ya se explico en el capitulo introductorio, el patrén de disparo de rafagas
de potenciales de accion en la célula B genera sus caracteristicas oscilaciones
intracelulares de Ca?. El ion Ca?" actlla como segundo mensajero participando en
multitud de procesos subcelulares (cascadas de sefializacion intracelular, actividad
enzimatica, movilizacion de motores del citoesqueleto, etc.). En el caso de la célula
B pancreatica, el ion Ca®* desempefia un papel principal en el acoplamiento estimulo-
secrecion: el aumento de la concentracion de glucosa en plasma supone un
incremento de la [Ca?*]i en la célula B que, a su vez, hace posible la movilizacion y
exocitosis de granulos de insulina. Por lo tanto, cualquier perturbacion referida a la
gestion de la [Ca?*]i en la célula B puede alterar sensiblemente su funcionalidad,
afectando probablemente su capacidad secretora. Ya que encontramos que el BPA
actlia sobre la célula B provocando cambios manifiestos en su actividad eléctrica, a
continuacion decidimos explorar si la exposicion sostenida y directa a BPA tenia
consecuencias en la célula B en cuanto a la sefializacién de Ca?*, para ello usamos
técnicas de microfluorimetria con sondas sensibles a Ca?*, fura-2 o fluo-4, que
empleamos en funcion de los requerimientos de cada experimento. Para llevar a cabo
una valoracién méas completa, optamos por monitorizar la sefial de Ca?* en dos
preparaciones distintas: islotes de Langerhans intactos o células individualizadas de

islote.
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Figura 20. Variacion de [Ca?']i provocada por glucosa en islotes intactos expuestos
durante 48h a 1 nM BPA. (A) Registros representativos del calcio movilizado al
incrementar en la solucién externa la [glucosa] en la secuencia creciente que aparece indicada
en islotes intactos cultivados en ausencia o presencia de 1 nM BPA. (B) Analisis del area
bajo la curva (AUC) de los experimentos mostrados en (A). Entre paréntesis se muestra el
namero de islotes registrados para cada condicidn experimental. Mann-Whitney test, * p <

0.05.
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En primer lugar, monitorizamos las sefiales intracelulares de Ca?* en islotes
intactos cultivados durante 48 horas en presencia de 1 nM BPA. Una vez incubados
con la sonda fura-2, los islotes fueron estimulados con concentraciones crecientes de
glucosa, 8 y 11 mM, a partir de una concentracién basal de glucosa de 3 mM. Cuando
son expuestos a concentraciones estimulantes de glucosa (> 7 mM), los islotes de
Langerhans muestran un patrén bifasico de oscilaciones de Ca?* muy caracteristico
(figura 20A): la primera fase tras la estimulacion consiste en un transitorio inicial de
amplio periodo cuya amplitud es proporcional a la concentracion extracelular de
glucosa; y una segunda fase que sigue a este pico inicial y que consiste en un patrén
mas 0 menos constante de oscilaciones de mayor frecuencia y menor amplitud,
parametros que dependen nuevamente de la concentracion de glucosa, de tal modo
gue, una concentracion mas elevada de glucosa suele traducirse en oscilaciones mas
duraderas y de menor frecuencia en esta segunda fase. En estos experimentos,
empleamos el parametro area bajo la curva (AUC, del inglés Area Under Curve)
como indicador global de la entrada de Ca?*, y observamos que el AUC de los islotes
cultivados en presencia de 1 nM BPA apareci6 disminuida cuando son estimulados
con 11 mM glucosa (CTL = 2.73 £ 0.26 u.a.; BPA = 2.04 + 0.24 u.a.); esta
disminucion no fue significativa estadisticamente cuando se empledé una
concentracion de glucosa menor, 8 mM en este caso (CTL = 1.52 + 0.14 u.a.; BPA
= 1.17 + 0.13 u.a.). Estos resultados indican que la exposicion sostenida a BPA
provoca que las sefiales de Ca?* en los islotes pancreaticos aparezcan disminuidas al

incrementarse la concentracion extracelular de glucosa (figura 20B).

Alternativamente, se analizaron las sefiales de Ca?" inducidas por glucosa en
células individuales del islote. En este caso, el cultivo primario de células
pancreéticas se mantuvo también durante 48 horas en presencia de 1 nM BPA.
Pasado este tiempo, y una vez incubadas con la sonda fura-2, las células fueron
estimuladas con 11 mM glucosa, a partir de una concentracion basal de 3 mM
glucosa. El patrén de actividad que mostraron las células a baja o alta concentracion

de glucosa permitié distinguir la célula B de los otros tipos celulares del islote. Al
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incrementar la concentracion de glucosa en la solucion extracelular, se produjo un
incremento de [Ca?*]i en las células B, las cuales exhibieron patrones de actividad
muy desiguales y totalmente asincrénicos (figura 21A). El incremento méaximo de
fluorescencia (Fmax) fue significativamente de menor amplitud en las células
expuestas a 1 nM BPA (CTL = 0.89 + 0.03 u.a.; BPA = 0.66 + 0.05 u.a.) (figura
21B). Asi mismo, cuando analizamos el porcentaje de células que mostraron
actividad al ser estimuladas con 11 mM glucosa, encontramos que este porcentaje
era significativamente menor en el grupo tratado con BPA: mientras que en el grupo
control respondian alrededor del 60% de las células, solo un 33% de las células
expuestas a BPA mostraron actividad al aumentar la concentracion de glucosa. Este
cambio sugiere que la exposicion a BPA provoca un menor reclutamiento de células

B en respuesta a concentraciones estimulatorias de glucosa.

0.8+

F*k Kk

0.6

0.4

Frrax (11 mM glu)

0.2

0.2 AF

5 min —— Control

1 nM BPA &

Figura 21. Variacion de [Ca®'i en células B aisladas expuestas durante 48h a 1 nM de
BPA. (A) Registros representativos de células tratadas con 1 nM BPA o vehiculo
isovolumétrico obtenidos al incrementar la [glucosa] ex @ 11 mM (B) Incremento méaximo
de fluorescencia (F max) registrado en el grupo de células que responden para cada uno de los
grupos experimentales descritos. Células control, n = 38; células BPA, n = 21. Student’s t-
test: *** p < 0.001.
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Una vez descrita la disminucién de las sefiales de Ca?" inducidas por una
concentracion elevada de glucosa en el medio externo, nos dispusimos a valorar si
esta alteracion era consecuencia de cambios a nivel metabdlico, o si se daba también
al despolarizar las células individuales con estimulos no metabdlicos. Para ello
empleamos concentraciones elevadas de K* en la solucion extracelular, 20 mM o 65
mM KCl, afiadiendo ademas 100 uM diazoxido a fin de permeabilizar la célula y
facilitar los flujos de K*. Este protocolo de estimulacion permite explorar de forma
sencilla y rapida las causas de la disminucion de las sefiales de Ca?", e indicaria que
la alteracion se produce a nivel de la entrada de Ca?* a través de canales voltaje-
dependientes. Aplicando la ecuacion de Nernst, una [K*], de 20 y 65 mM equivale
a un salto de voltaje desde el potencial de reposo hasta, aproximadamente, -45 y -15
mV respectivamente. En este experimento, las células fueron cultivadas durante 48
horas en presencia de 0.1, 1, 10 y 100 nM BPA, lo que nos permiti6 construir una
curva dosis-respuesta. En este caso, las células fueron estimuladas durante 3 min, y
la rapida despolarizacion de las mismas provoca un incremento de la [Ca?']i en
forma de un unico pico de fluorescencia (figura 22A). El parametro analizado en
estos experimentos fue la amplitud del AF en el pico. Cuando perfundimos con 65
mM K*, observamos que la amplitud de la sefial de fluorescencia es
significativamente menor en las células expuestas a 0.1 y 1 nM BPA, siendo la
diferencia mas acusada en 1 nM BPA, donde la sefial aparece reducida un 22% (CTL
=0.93 + 0.01 u.a.; BPA =0.72 + 0.02 u.a). Esta alteracion no aparece cuando las
celulas fueron incubadas con concentraciones mas elevadas de BPA, 10 y 100 nM
(figura 22C). Por lo tanto, la exposicion a BPA provoca un defecto en la
movilizacién de Ca?* en la célula B siguiendo una curva no monotdnica. Al perfundir
con 20 mM K*y, por lo tanto, al inducir una despolarizacion menor en las células,
las diferencias aparecen nuevamente, aunque en este caso la reduccion hallada
cuando incubamos con 1 nM BPA es menor (17%) (figura 22B). Tal como se
esperaba, laamplitud de la sefial inducida por 65 mM K™ es significativamente mayor
a la generada por 20 mM K* para cualquier concentracion de BPA empleada. Estos
resultados parecen indicar que los cambios en la [Ca?*]; son debidos a una alteracion

en la entrada de Ca?* cuando la célula se despolariza.
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Figura 22. Variacion de [Ca?*]i en células B aisladas expuestas durante 48h a 0.1, 1, 10

y 100 nM BPA en respuesta a despolarizaciones no metabdlicas inducidas por [K*]o

elevadas. (A) Registros representativos de la variacion de [Ca®']i en células individuales

expuestas a vehiculo isovolumétrico o 1 nM BPA al incrementar la [K*], 2 20 mM y 65 mM

secuencialmente empleando en la solucién externa 3 mM glucosa y 100 uM diazoéxido. (B)

y (C) Variacion promedio de fluorescencia (AF) en células aisladas cultivadas en presencia

de concentraciones crecientes de BPA al perfundir las concentraciones de [K*], tal como se
indican en (A). Empleando 1-way ANOVA (Dunnett’s test): * p < 0.05, *** p < 0.001
respecto del control para la misma [K*]o. Células control, n = 139; 0.1 nM BPA, n =83; 1
nM BPA, n = 145; 10 nM BPA, n = 66; 100 nM BPA, n = 78.
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I 1 nM BPA
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Figura 23. Sincronia y acoplamiento de células B en islotes intactos expuestos a 1 nM
BPA durante 48h. (A) Representacion esquematica de la ubicacion en los islotes control o
tratados con 1 nM BPA de las células cuya actividad se muestra en (B) y (C). (B) Variacion
de [Ca?"]i en respuesta a 11 mM glucosa en células B aisladas de islotes control. Se muestran
tres trazos representativos de células B aisladas de un mismo islote, cuya posicion se muestra
en (A). (C) Igual que en (B) pero en el caso de islotes cultivados en presencia de 1 nM BPA
durante 48h. En (B) y (C) los registros que se muestran son representativos para el estudio
de la sincronia en célula B a partir de los obtenidos en 49 células de 4 islotes control y 44

células de 4 islotes BPA.
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Finalmente, decidimos evaluar si la exposicion a BPA altera la sincronia de las
células B dentro del islote de Langerhans, ya que alteraciones en el acoplamiento
eléctrico de las mismas también podrian contribuir a una disminucion de los niveles
de [Ca?*]i. Para ello se llevaron a cabo experimentos de microfluorimetria con la
sonda fluo-4 mediante microscopia confocal. En estos experimentos se emplearon
nuevamente islotes intactos mantenidos en presencia de 1 nM BPA durante 48 horas.
Ya en la platina de registro, estos islotes fueron estimulados con 11 mM glucosa en
la solucién extracelular. Como ocurria al registrar la sefial del islote completo con
microscopia de epifluorescencia (fura-2), las células B del islote muestran la tipica
respuesta bifasica del incremento de [Ca?*]; al ser estimuladas con 11 mM glucosa.
El alineamiento temporal de la respuesta de varias células  dentro del mismo islote
nos permitié analizar la sincronia de las mismas. A este respecto, descartamos
cualquier alteracion debida a la incubacién con BPA: las respuestas de Ca?*son
perfectamente sincronicas tanto a nivel del primer transitorio como del patron
oscilatorio posterior en ambos grupos de islotes, control o tratados con BPA,

descartando alteraciones en la sincronia debidas a la exposicién a BPA (figura 23).

3. LAS CELULAS B EXPUESTAS DURANTE 48 HORAS A 1 nM BPA MUESTRAN
ALTERACIONES EN SU EXOCITOSIS.

Como se describio con anterioridad, la exocitosis de granulos de insulina por
parte de la célula B demuestra una estrecha dependencia respecto del incremento de
la [Ca®*]i. Nuestro siguiente objetivo consisti6 en el anélisis de las consecuencias
fisioldgicas de la reduccion de la entrada de Ca*debida a BPA. Decidimos, en primer
lugar, estudiar si esta alteracion se correlacionaba con modificaciones en la
capacidad exocitotica de estas células. Para ello, realizamos registros de capacitancia
(ACnm) en células aisladas de islote de Langerhans, las cuales se han mantenido
durante 48 horas en presencia o no de 1 nM BPA. Estos registros de ACr, siempre se

acompafiaron con medidas de corriente de Ca?". Para una exploracion mas
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exhaustiva, estos experimentos se realizaron con dos concentraciones distintas de
glucosa en el medio extracelular, 5y 11 mM, lo que nos permitio estudiar como la

glucosa esta afectando al proceso en ambos grupos experimentales.

En nuestros experimentos, el ACnse debe a la [Ca?']; acumulada debido a un
tren de 10 pulsos de 500 ms de duracion desde Vi a 0 mV, aplicados con una
frecuencia de 1 Hz. El pardmetro analizado en nuestro estudio fue el incremento total
acumulado al completarse la estimulacién, siempre normalizado por el tamafio
celular. Esta medida esta integrada tanto por los granulos anclados en microdominios
citoplasmaticos préximos a la membrana plasméatica o RRP (del inglés, Ready
Releasable Pool), como por granulos de insulina movilizados con posterioridad
desde reservas mas alejadas. La descarga del RRP se asocia al incremento de
capacitancia tras los dos primeros pulsos del protocolo (Hoppa et al., 2009). Cuando
empleamos una concentracion no estimulatoria de glucosa en la solucién extracelular
(5 mM), el ACn total fue 51.7 £ 5.2 fF/pF en las células control y 38.0 + 3.5 fF/pF
en las células BPA, lo que supuso una reduccion significativa de la exocitosis en las
células B expuestas a | nM BPA por 48 horas (figura 24A y 24B). De forma inversa,
cuando la concentracion de glucosa en el bafio se increment6 a 11 mM, las células
expuestas a 1 nM BPA presentaron un incremento significativo de la exocitosis
(control = 45.4 + 6.4 fF/pF; BPA = 70.3 + 8.0 fF/pF) (figura 24C y 24D). Si
atendemos al comportamiento de las células control, observamos que los valores
obtenidos a 5 y 11 mM glucosa son similares, esto es explicable porque el voltaje
esta controlado por los parametros que predeterminamos en el amplificador y no
dependen de la [ATP];. Sin embargo, los resultados expuestos sugieren que debe
existir en las células BPA un mecanismo amplificador de la exocitosis, el cual debe
ser dependiente del metabolismo de la glucosa, pero ajeno al control que ejerce la
[ATP]i sobre la excitabilidad de la célula f.
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Figura 24. Exocitosis en células p aisladas expuestas a 1 nM BPA durante 48 h. Registros
representativos del ACry evocado por un tren de 10 pulsos despolarizantes de larga duracion
en células control o BPA empleando en la solucion externa 5 mM glucosa (A) o 11 mM
glucosa (C). (B) y (D) Analisis de los experimentos mostrados en A y C respectivamente, el
parametro cuantificado es el ACy, total acumulado normalizado por el tamafio celular. Para
los experimentos en A y B: control, n = 20; BPA, n = 21. Para los experimentos en C y D:

control, n = 13; BPA, n = 18. Student’s t-fest. * p <0.05.
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4. LOSISLOTES INCUBADOS DURANTE 48 HORAS CON 1 nM BPA CONTIENEN
MAS INSULINA Y PRESENTAN IMPORTANTES ALTERACIONES EN LA
SECRECION DE INSULINA.

Teniendo en cuenta los resultados expuestos con anterioridad, decidimos
analizar las consecuencias que tiene la exposicion a BPA en la funcidn secretora de
las células B. Con este fin, transcurridas las 48 horas de incubacion, se valoré la
capacidad de secrecion in vitro de los islotes de Langerhans como respuesta ante
distintos estimulos despolarizantes. En cuanto al contenido de insulina, los islotes
incubados con 1 nM BPA durante 48 horas muestran un incremento significativo del
mismo, los valores obtenidos fueron 18.16 + 1.56 ug/mg proteina para los islotes del
grupo control y 29.60 + 4.66 pg/mg proteina en los islotes expuestos a 1 nM BPA
durante 48 horas (figura 25A). Por un lado empleamos como estimulo para la
secrecion una [K*], de 65 mM, esto nos permitié valorar la capacidad secretora de la
célula B independientemente de su estado y/o capacidad metabolica, mostrando tan
solo la secrecion de insulina debida a la entrada Ca?* tras despolarizar la membrana.
En este caso, la respuesta secretora de los islotes expuestos a 1 nM BPA se hallaba
reducida aproximadamente a la mitad, los valores obtenidos fueron 35.69 + 7.32
ng/mg proteina en los islotes control y 18.00 + 2.71 ng/mg proteina en los islotes
BPA (figura 25B). Esta diferencia se mantuvo al expresar los datos de secrecion en
relacion al contenido de insulina de los islotes. Alternativamente, empleamos
concentraciones crecientes de glucosa (3, 8 0 16 mM glucosa) como estimulo durante
la secrecion. En este caso, observamos que el incremento de la concentracion
extracelular de glucosa provoc6, como era esperable, un aumento progresivo de la
secrecion de insulina en los islotes control a 3, 8 y 16 mM glucosa respectivamente.
En los islotes incubados con BPA, los valores de secrecion aparecieron aumentados
respecto de los controles para las concentraciones estimulatorias de glucosa
empleadas (figura 25C). Cuando los datos de secrecion se expresaron normalizados
por el contenido de insulina del islote, es decir, como el porcentaje de insulina
secretado, se mantuvo un aumento significativo de la secrecion en respuesta a 8 mM
glucosa en los islotes BPA (control = 0.15%; BPA ~ 0.25%). Sin embargo, la
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diferencia a 16 mM glucosa se neutralizaba (control ~ 0.56%; BPA =~ 0.59%) (figura
25D). Por lo tanto, encontramos que el BPA tiene acciones opuestas en la secrecion

de insulina, dependiendo de si ésta implica o no al metabolismo de la glucosa.
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Figura 25. Contenido y secrecion de insulina de islotes expuestos a 1 nM BPA durante
48 h. (A) Contenido de insulina normalizado en islotes control o expuestos a 1 nM BPA. (B)
Secrecién de insulina normalizada de islotes control 0 BPA como respuesta a la incubacion
estatica con una solucion que contenia 65 mM KCI. (C) Secrecion de insulina normalizada
de islotes control o BPA en respuesta a las concentraciones de glucosa que se indican. (D)
Como en C, pero en este caso expresando la secrecién de insulina como valor porcentual
respecto del contenido total de insulina de los islotes. En A: control, n = 38; BPA, n = 35.
En B-D: n = 7 — 11 para cada tratamiento y estimulo de secrecion. Student’s t-test: * p <
0.05.
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5. LOS ISLOTES DE LANGERHANS EXPUESTOS A 1 nM BPA DURANTE 48
HORAS NO PRESENTAN CAMBIOS SIGNIFICATIVOS EN SU CAPACIDAD
PARA METABOLIZAR LA GLUCOSA.

Ya que la glucosa es el modulador primordial de la actividad de la célula
pancredtica, y por lo tanto de la secrecién de insulina, decidimos evaluar si la
exposicion a BPA pudiese tener consecuencias en la ruta de metabolizacion de la
glucosa, centrandonos en el rendimiento de la glucdlisis y el ciclo de Krebs. En
primer lugar, nos dispusimos a evaluar el rendimiento energético del catabolismo de
la glucosa en islotes que fueron o no cultivados en presencia de 1 nM BPA. Esto fue
posible debido a las distintas propiedades de fluorescencia que presentan las formas
oxidada y reducida de la coenzima NAD*/NADH, que es el principal agente
implicado en las reacciones de transferencia de electrones en las reacciones
glucoliticas y del ciclo de Krebs. En este caso, la técnica microfluorimétrica que
empleamos se basa en el incremento de la sefial de fluorescencia detectada como
consecuencia del aumento en la produccién de NADH. La estimulacién secuencial
con concentraciones crecientes de glucosa (3, 8, 11 y 16 mM) provocé en los islotes
control un incremento escalonado de la sefial de fluorescencia, como consecuencia
de la produccién acumulada del agente reductor NADH para cada concentracién de
glucosa; una vez que los islotes vuelven a ser perfundidos con una solucién con 3
mM glucosa, la producciéon de NADH cesa y la fluorescencia disminuye
progresivamente a medida que las formas reducidas acumuladas ceden sus electrones
a la cadena de transporte mitocondrial (figura 26A). La exposicion a 1 nM BPA
durante 48 horas no provoc6 ningin cambio significativo en el comportamiento de
los islotes, los cuales presentan un patron de fluorescencia muy similar a los islotes
control (figura 26A y 26B). Por lo tanto, podemos concluir que la exposicion a largo
plazo no parece alterar el rendimiento oxidativo de la glucosa en el islote de
Langerhans. Este resultado se reprodujo al realizar el experimento empleando
cultivos de células aisladas tratadas o no con 1 nM BPA por 48 horas (figura 26C y
26D).
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Figura 26. Analisis de la funcion metabolica y mitocondrial en islotes intactos cultivados
con 1 nM BPA durante 48 h. (A) Variacion promedio en la autofluorescencia de NADH en
islotes cultivados durante 48h con 1 nM BPA o vehiculo isovolumétrico (control) al perfundir

secuencialmente las concentraciones de glucosa que se indican. (B) Valor maximo de (cont.)
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Subsecuentemente decidimos evaluar de un modo més directo la funcion
mitocondrial en islotes que fueron mantenidos durante 48 horas con 1 nM BPA. El
ensayo consistio en monitorizar los cambios del potencial de membrana mitocondrial
(Aym) como consecuencia del metabolismo glucidico. Estos experimentos se
realizaron utilizando el sensor fluorescente Rh-123. Rh-123 se acumula en la matriz
mitocondrial de forma proporcional a la hiperpolarizacion del potencial de la
membrana mitocondrial; la acumulacion y agregacion de Rh-123 se correlaciona
directamente con un decaimiento de su emision de fluorescencia debido a un
fendmeno de desactivacion fluorescente (o quenching, es decir un proceso que tiene
como consecuencia la disminucién de la intensidad de fluorescencia emitida por Rh-
123). Por lo tanto, al perfundir consecutivamente con concentraciones crecientes de
glucosa, observamos una disminucion escalonada de la sefial registrada de Rh-123
en los islotes de Langerhans. Esta variacion dindmica de la fluorescencia emitida por
Rh-123 no presenta ninguna diferencia entre los islotes control o BPA (figura 26E y
26D). Este resultado sugiere pues que la exposicién prolongada a 1 nM BPA no

afecta tampoco a la actividad mitocondrial en los islotes de Langerhans.

Figura 26 (cont.) fluorescencia que se alcanza para cada una de las concentraciones de
glucosa ensayadas en los grupos experimentales descritos. (C) y (D) Igual que Ay B, pero
en el caso de la autofluorescencia de NADH registrada en células aisladas de islote (E)
Variacion promedio en la fluorescencia de Rh -123 en islotes cultivados durante 48h con 1
nM BPA al incrementar la concentracion de glucosa en la secuencia que se indica. (D) Valor
maximo de fluorescencia que se alcanza para cada una de las concentraciones de glucosa
ensayadas en los grupos experimentales descritos. En A-F se representan los cambios
porcentuales referidos respecto de la fluorescencia basal (3 mM glucosa). Entre paréntesis

se indica el numero de islotes o células promediadas para cada grupo experimental.
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6. LAS CELULAS g EXPUESTAS A BPA MUESTRAN UNA DISMINUCION DOSIS-
DEPENDIENTE Y NO MONOTONICA DE LA CORRIENTE MACROSCOPICA DE

Ca%,

Para comprender como el BPA provoca la reduccion de la entrada de Ca?*en las
células B, decidimos realizar una caracterizacion electrofisiologica detallada de las
células tras su exposicion a dosis mediambientalmente relevantes de BPA. Para ello
empleamos la técnica de patch-clamp en células aisladas del islote de Langerhans
cultivadas durante 48 horas en presencia de distintas dosis de BPA. Tanto en las
células del grupo control como en las tratadas con BPA, la construccion de las curvas
lca2+ — V muestra que el voltaje umbral para la activacion de Cay es -30 mV; por
encima de este voltaje, la lca+ Se incrementa paulatinamente hasta alcanzar un
méaximo a 0 mV. A voltajes cada vez méas positivos, la lca2+ Se va reduciendo hasta
convertirse en una corriente de salida a voltajes que superan el potencial de reversion
de Ca?* (> +50 mV). Analizando esta relacion lcs2+-V, encontramos que la densidad
de corriente de entrada de Ca?* (corriente en relacién a la superficie celular 0 Jca-)
fue significativamente menor en las células B expuestas a 1 nM BPA, y esta
diferencia aparecio para cualquier Vpuso entre -30 y +30 mV (figura 27B). Esta
caracterizacion se repitio en células f expuestas a 100 nM BPA durante el mismo
periodo de tiempo. En este caso, no se observé ninguna diferencia en la densidad de
la corriente de entrada de Ca?* entre las células control o tratadas (figura 27C). Este
hallazgo estd en sintonia con los resultados obtenidos en microfluorimetria, y
corrobora la ausencia de efecto de las dosis méas alta de BPA evaluada (100 nM)
sobre la actividad de célula B, mientras que la alteracion es maxima a dosis bajas
mediambientalmente relevantes (1 nM). Cuando representamos la amplitud maxima
de lca2+(es decir, a 0 mV) como un valor porcentual respecto de la corriente control,
observamos que la incubacién con 1 nM BPA supuso una reduccion en la densidad
de corriente de un 24%, mientras que la exposicion a una dosis cien veces mayor no
modificé la corriente macroscopica de Ca?*, lo que corrobora la existencia de una
relacién no-monotonica entre la dosis de BPA y sus acciones sobre la entrada de
Ca?" através de los Cay (figura 27D).
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Figura 27. Corrientes macroscopicas de Ca?* en células B expuestas a BPA durante 48
h. (A) Registros representativos de corrientes de Ca?* en células control o expuestas a 1 nM
BPA por 48h. (B) Relacion Jcao+ - V construida tomando la corriente maxima alcanzada
(componente inicial) para cada uno de los pulsos de despolarizacién dados en células control
0 expuestas a 1 nM BPA durante 48 h. (C) Igual que en B, pero registrando la lcaz+ en células
cultivadas en presencia de 100 nM BPA. (D) Densidad de corriente expresada
porcentualmente respecto de su control en células expuestas a 1 0 100 nM BPA tras un pulso
de despolarizacion a 0 mV. En B: control, n = 33; BPA, n = 33. En C: control, n = 12; BPA,
n =12. En D, se expresan porcentualmente los experimentos mostrados en Ay B. Student’s

t-test para cada pulso de voltaje; * p <0.05; ** p <0.01.
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7. LAS CELULAS p EXPUESTAS A 1 nM BPA TAMBIEN PRESENTAN ALTERADA

LA CORRIENTE MACROSCOPICA DE K.

Nuestra caracterizacion electrofisiolégica de la célula B expuesta a dosis bajas
de BPA también incluyo el estudio de las corrientes de K*. Estas corrientes de salida
de K*, a través de Ky y Kca+, son fundamentales en la fase de repolarizacion del
potencial de accidn de la célula B, y su regulacion puede tener consecuencias sobre
su excitabilidad. Esta exploracion fue posible igualmente mediante la técnica de
patch-clamp, registrando células B aisladas cultivadas en presencia de 1 nM BPA

durante 48 horas.

A

Figura 28. Corrientes macroscépicas de K* en célula B. Registros representativos de
corrientes de K+ en células control (A) o expuestas a 1 nM BPA por 48h (B). (C) Relacion
Jk+ - V construida tomando la corriente maxima alcanzada (componente inicial) para cada
uno de los pulsos de despolarizacion dados en ambos grupos experimentales. En C: control,
n = 15; BPA, n = 18. Student’s t-test para cada pulso de voltaje; * p <0.05; ** p <0.01; ***

p < 0.001.
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No se hall6 ninguna diferencia en la dependencia del voltaje entre las células
control y las tratadas con BPA, en ambos casos el umbral de activacién de k. fue -
20 mV, observandose un incremento lineal de la corriente a voltajes mas positivos.
Tras construir las curvas Ik+ — V observamos que la incubacion con 1 nM BPA
produjo una robusta disminucion de la densidad de corriente de salida de K™ a V puiso
a partir de 0 mV (figura 28).

8. LA DISMINUCION DE LA CORRIENTE DE Ca?* EN CELULAS B EXPUESTAS A
1 nM BPA SE DEBE A UNA REDUCCION DE LA CORRIENTE TIPO-R.

Habiendo descrito previamente la reduccion de la corriente de entrada de Ca?
en células p mantenidas durante 48 horas en presencia de BPA, nos dispusimos a
averiguar qué subtipo o componente de la corriente macroscépica de Ca** esta
afectado por el BPA. Para ello empleamos las distintas propiedades farmacologicas
que definen cada subfamilia de Ca,, afiadiendo a la solucion de perfusién, segun
fuese oportuno, bloqueantes especificos de cada tipo de corriente de Ca?*. Para
resolver esta diseccion farmacolégica, optamos por combinar nuevamente la imagen
de Ca?* (fura-2) y la técnica de patch-clamp. En ambos casos, utilizamos
preparaciones de células individuales del islote expuestas a 1 nM BPA durante 48
horas. En los experimentos de patch-clamp, durante un mismo registro, las células
fueron perfundidas secuencialmente con una solucién extracelular que no contenia
droga alguna, una segunda que contenia 25 uM nifedipina, y por ultimo una solucién
con 200 nM SNX-482 (figura 29A). Esto permiti6 calcular la contribucion
porcentual de cada componente de la corriente de Ca?* en las células registradas, ya
que la nifedipina es una dihidropiridina que actGa bloqueando la corriente de tipo-L
(Cay 1), y SNX-482 es una droga de reciente descubrimiento que bloquea

especificamente la corriente tipo-R (Cay 2.3).
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200 nM SNX-482 —»

25 uM Nifedipina —»
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Figura 29. Diseccion farmacoldgica de la corriente macroscdpica de Ca?* en células p
expuestas a BPA durante 48 h. (A) Registros representativos a partir de los cuales se ha
podido calcular la contribucion de cada subtipo de corriente para células control (izg.) o BPA
(drcha.), y que consistieron en el blogueo progresivo de lcao+ al perfundir secuencialmente
soluciones extracelulares que contenian 25 pM nifedipina y 200 nM SNX-482. (B)
Contribucion porcentual de cada componente de la corriente macroscopica de Ca?* (tipo-L, -
R o —P/Q) en células control o cultivadas con 1 nM BPA. Control, n = 8; BPA, n = 9.
Student’s t-test: * p <0.05.
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Coincidiendo con lo descrito en célula B, la corriente de Ca?* a través de canales
Cav 1 (tipo-L) en nuestras células control supuso alrededor del 50% de la corriente
total en el pico generado con un salto de voltaje a 0 mV. Esta contribucién de los
canales Ca, 1 no cambi6 en las células incubadas con 1 nM BPA. EIl blogueo con
SNX-482 de la corriente remanente nos permitié valorar la contribucion de la
corriente de Ca?* tipo-R. En las células control, la corriente a través de Cay 2.3 (tipo-
R) supuso un 25% de la corriente macroscépica de Ca?*. Esta contribucién aparecio
significativamente reducida en las células B cultivadas en presencia de 1 nM BPA:
la corriente tipo-R en células BPA supuso tan s6lo un 12% de la corriente total de
Ca?", es decir, este componente aparecié reducido a la mitad en células que fueron
expuestas sostenidamente a 1 nM BPA. Por ultimo, la corriente que result6 de la
suma del bloqueo de nifedipina y SNX-482 supuso alrededor del 20-25% de la
corriente inicial invariablemente en células control o BPA. Esta corriente resistente
a nifedipina y SNX-482 se identificé como tipo P/Q (Cay 2.1) (figura 29B).

Para confirmar el resultado obtenido con la exploracion electrofisioldgica,
realizamos una aproximacién complementaria mediante registros de imagen de
calcio con fura-2. En este caso, grupos de células control o BPA se incubaron durante
30 minutos con 200 nM SNX-482 antes de ser transferidas a la cAmara de registro.
A continuacion, fueron estimuladas empleando una [K*], de 65 mM, lo que genera
un pico de entrada de Ca?* debido a la despolarizacion de las células. Cuando las
células no fueron preincubadas con el bloqueante SNX-482, observamos la
disminucion esperada en la amplitud del pico de Ca?* en las células expuestas durante
48 horasa 1 nM BPA (CTL = 0.87 £ 0.02 u.a.; BPA =0.76 £ 0.03 u.a.) (figura 30A
y 30B). Sin embargo, tras el periodo de incubacién con el bloqueante SNX-482, la
diferencia entre el grupo de células control y BPA no aparece (CTL = 0.89 + 0.03
u.a.; BPA =0.94 + 0.02 u.a.) (figura 30C y 30D). Esta ausencia de efecto debe ser
explicada porque el bloqueo de la corriente de Ca?* tipo-R en las células control es
comparable al efecto que tiene la incubacién a largo plazo con 1 nM BPA en la célula

B. Por lo tanto, la neutralizacion de la diferencia prexistente indica que SNX-482 es
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incapaz de reducir la corriente de Ca?* en células BPA, ya que es el componente tipo-
R de la corriente el que esta bloqueado de hecho por la propia exposicion a 1 nM
BPA.
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Figura 30. Blogueo de la corriente de Ca?* tipo-R en células tratadas con 1 nM BPA
durante 48 h. (A) Registros representativos de la variacion de [Ca?*]; en respuesta a 65 mM
KCI en células tratadas o no con 1 nM BPA. (B) Anélisis de la amplitud de la sefial de
fluorescencia de los experimentos mostrados en A. (C) y (D) Como Ay B, pero en el caso
de células expuestas 0 no a 1 nM BPA por 48 h y que ademas han sido incubadas con el
blogueante selectivo 200 nM SNX-482 durante los 30 min previos a la medicién. En B:
control, n = 44; BPA, n = 33. En D: control, n = 34; BPA, n = 41. Student’s t-test: ** p <
0.01.
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9. LA EXPRESION DE Cay2.3 ESTA DISMINUIDA EN CELULAS B EXPUESTAS A
1 nM BPA.

Nuestro siguiente objetivo se centr6 en averiguar como el BPA ejerce su
regulacion sobre la corriente de Ca?* tipo-R. Como ya se describid, este subtipo de
Ica2+ fluye a través del canal Ca,2.3 (Cacnale). Ya que los ERs acttan como factores
de transcripcidn, el BPA podria modular los niveles de expresion de este canal. Asi
mismo, la regulacién podria ser no-gendmica, pudiendo darse a nivel post-
transcripcional o post-traduccional, asi como también podria deberse a la activacion

de vias de sefializacién que modifiquen las propiedades biofisicas del canal Ca.2.3.
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Figura 31. Expresion génica en islotes de Langerhans cultivados durante 48h en
presencia de distintas concentraciones de BPA. (A) Expresion de ARNm (relativa al
control) del gen Cacnalc (Cay1.2) en islotes cultivados en presencia de 1 nM BPA. (B)
Expresion de ARNm (relativa al control) del gen Cacnale (Cav2.3) en islotes cultivados
en presencia de 1 nM, 100 nM o 1 pM BPA. n = 3-6 experimentos independientes. En
A: control, n =8; 1 nM BPA, n=7. En B: control, n = 35; 1 nM BPA, n = 12; 100 nM BPA,
n=13; 1 uM BPA, n = 7. Los niveles de expresion referidos se han calculado en relacion a
la expresion del gen de interés en los islotes control en cada experimento independiente.
Student’s t-test (vs. control): * p <0.05, ** p < 0.01.
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Para abordar esta cuestion, cuantificamos los niveles de expresion de los
mensajeros de los canales Cay1.2 (tipo-L) y Cay2.3 (tipo-R) en islotes de Langerhans
que permanecieron en cultivo 48 horas en presencia de BPA. En ambos casos, las
parejas de cebadores se disefiaron para amplificar especificamente regiones de las
subunidades formadoras del poro del canal, Cacnalc y Cacnale respectivamente.
Tras el anélisis de las amplificaciones, encontramos que la exposicion a 1 nM BPA
no modificaba la expresidn del canal Cay1.2 (figura 31A), mientras que la expresion
del ARNm del canal Ca,2.3 apareci6 significativamente disminuida tras la
incubacion con 1 nM BPA (figura 31B) . Este resultado indica que la regulacion que
dosis bajas de BPA ejercen sobre la sefializacion de Ca?* es debida a su actividad
como modulador de la transcripcion. Cuando elevamos la concentracion de BPA en
el cultivo hasta 100 nM o 1 uM, encontramos que la expresién del ARNm del canal
Cay2.3 se encontraba igualmente reducida, con una disminucién que es de la misma

magnitud que la hallada cuando empleamos 1 nM BPA (figura 31B).

10. LOS EFECTOS DE BPA EN LA HOMEOSTASIS DE Ca?* DE LA CELULA § SON
MIMETIZADOS POR EL AGONISTA DPN.

Una vez descrita la regulacion de la corriente de Ca?* tipo-R de la célula B por
accion directa del BPA, nos dispusimos a averiguar cual es la ruta a través de la que
son mediados estos efectos. Como ya se menciond con anterioridad, los efectos
ejercidos por el BPA son debidos a su capacidad para actuar como ligando de los
receptores de estrogenos ERo y ERP. Para explorar el mecanismo de accion
implicado en los efectos descritos en nuestro trabajo, optamos en primer lugar por
una aproximacion farmacoldgica empleando agonistas especificos de receptores
estrogénicos. Para ello, sustituimos el BPA en nuestros cultivos por PPT o DPN, que
actuan respectivamente como agonistas de ERa o ERP. Tras el periodo de incubacion
de 48 horas en presencia de estos agonistas, y tal como ocurria en el caso de la
exposicion a BPA, nos dispusimos a realizar un doble abordaje mediante registros

de electrofisiologia e imagen de calcio intracelular.

134



RESULTADOS

Jea”* (PAIDF)

10 + 10+
Vpulsu (mV) Vpu\so (mV)
5 o 54
-60 40 -20 0O 20 40 60 80 60 -40 -20 O 20 40 60 80
0 o c & . L 1 L L 1 3
L
5 = 5
2
10 A & -104
_L:J
-15 A -154
20 1 Control 201 \; ¥ = Control
25 B o 1nMDPN 254 i o 1nMPPT

Jos= (PAIPF)

*
5+ Vpu\sc(mv)
60 -40 -20 0 20 40 60 80 E |
S 100 A
1 [&]
o) e
S g0 25 M Nifedipina
= |
Q
% 905 il
5 | |
o 40
=]
kel
©
= Control S 20 -
_ ¢ 1nMDPN S
25 uM Nif
151 22 1M v 1nMPPT 2 9
Con 1nM 1nM Con 1nM 1nM
DPN PPT DPN PPT

Figura 32. Corrientes macroscopicas de Ca?" en célula B. Relacion Jca+ - V para las
corrientes de Ca?* de células B cultivadas durante 48 h en presencia de 1 nM DPN (A), 1 nM
PPT (B). (C) Relacién Jcaz+ - V construidas a partir de registrados realizados en presencia
de 25 uM nifedipina en células B tratadas con 1 nM DPN o PPT. (D) Densidad de corriente
(a 0 mV) expresada porcentualmente respecto del control en células expuestas a DPN o PPT,
cuando no se emplea ningun bloqueante especifico (barras negras) o cuando esta presente
25 puM nifedipina en la solucion extracelular (barras grises). En A: control, n = 20; DPN, n
= 21. En B: control, n = 20; PPT, n = 16. En C: control, n = 6; DPN, n = 7; PPT, n = 5.
Student’s t-test:  * p <0.05; ** p <0.01; *** p < 0.001.
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Cuando llevamos a cabo los experimentos de patch-clamp, la reduccién que el
BPA provoca sobre la corriente macroscépica de Ca?* fue reproducida por el
agonista DPN, pero no por PPT, cuando usamos en ambos casos una concentracion
de 1nM (figura 32A y 32B). Cuando las células fueron expuestas a 1 nM DPN, la
Ica2+ @ 0 mV fue un 18% mas pequefia (CTL = -22.72 + 1.36 pA/pF; DPN = -18.70
+ 1.40 pA/pF) (figura 32D). Esta disminucion debida a la exposicion a 1 nM DPN
es comparable en magnitud a la obtenida con 1 nM BPA. Por lo tanto, estos
resultados sugieren que los efectos a largo plazo que 1 nM BPA tiene sobre la
fisiologia de la célula B pancreatica son debidos a una modulacion a través de ER.
Finalmente, suponiendo la misma afectacion del componente tipo-R de lca-,
realizamos las mediciones de corriente afiadiendo 25 uM nifedipina en la solucion
extracelular. El bloqueo de C,1.2 supuso una disminucion muy acusada de lcaz+ €n
las células control, a 0 mV fue -10.80 + 1.19 pA/pF, lo que equivale a una reduccion
de mas del 50% de la corriente total comparando con células control registradas en
ausencia de nifedipina (figura 32D). En el caso de las células tratadas con los
agonistas especificos de ER, la corriente remanente de Ca?*se redujo drasticamente
en las células que fueron expuestas a 1 nM DPN, mientras que no se produjo cambio
alguno en el caso de 1 nM PPT (DPN = -5.89 + 0.92 pA/pF.; PPT = -10.85 = 1.05
pA/pF) (figura 32C). Este resultado viene a confirmar por un lado que el mecanismo
de accion podria estar mediado por ERp, y por otro lado el efecto sobre un subtipo
de corriente de Ca?*que no debe ser el tipo-L, ya que la reduccién de lca+ se

manifiesta aln en presencia de nifedipina.

En paralelo, estos efectos dependientes de la sefializacion a través de ER fueron
demostrados ademas mediante experimentos de imagen de calcio intracelular. Tras
una exposicion de 48 horas a 1 nM DPN o PPT, registramos las sefiales de Ca®* en
células aisladas de islote en respuesta a 65 mM K* en la solucién extracelular.
Nuevamente, encontramos que la incubacion con 1 nM DPN provocaba una

disminucion significativa de la amplitud de la sefial de Ca?*, mientras que la
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exposicion a 1 nM PPT no provocaba ningin cambio en la respuesta de las células
(CTL=0.89£0.02u.a.; DPN =0.74 £ 0.04 u.a.; PPT =0.90 £ 0.02 u.a.) (figura 33).

A B

0.2 AF

L — Control L — Control
— 1nMDPN — 1nMPPT

2 min 2 min

0.2 AF

Fedek

0.8+

0.6

Amplitud (AF) - 85 mM K+

0.24

0.0- T
&
s

Figura 33. Variacion de [Ca?*]ien células P aisladas expuestas durante 48h a 1 nM DPN
0 PPT en respuesta a despolarizaciones no metabdlicas inducidas por [K*]. elevadas.
Registros representativos de la variacion de [Ca?*]; en células individuales expuestas a 1 nM
DPN (A) o PPT (B) al ser estimuladas con 65 mM KCI en la solucién externa. (B)
Cuantificacion de la variacion promedio de fluorescencia (AF) del experimento mostrado en
A. Empleando 1-way ANOVA (Dunnett’s test): *** p < 0.001. Células control, n =56; 1 nM
DPN, n=50; 1 nM PPT, n=63. En Ay B las flechas indican el momento de la estimulacion

y lavado de la solucién 65 mM KCI.
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Complementariamente, realizamos mediciones microfluorimétricas de la [Ca®'];
en células que fueron expuestas a 1 nM BPA en combinacién o no con antagonistas
selectivos de ERa o ERB. Empleamos 100 nM del compuesto MPP para impedir la
union de BPA a ERa. Por otro lado, utilizamos el compuesto PHTPP para bloquear
la sefializacion de BPA a través de ERP, en este caso particular, debido a su menor

efectividad antagonica, empleamos dos concentraciones distintas, 10 y 1 uM.
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Figura 34. Variacion de [Ca?']; en células aisladas de islote cultivadas con 1 nM BPA
durante 48h en presencia 0 no de antagonistas selectivos de receptores de estrogenos.
(A) AF en respuesta a despolarizaciones no metabdlicas (65 mM K*) en células cultivadas
s6lo con 1 nM BPA o combinando 1 nM BPA con 100 nM MPP. (B) Igual que en A, pero
en este caso las células pancreaticas fueron cultivadas en presencia solo de 1 nM BPA, o 1
nM BPA junto con dos concentraciones distintas del antagonista de ERB PHTPP, 1 y 10 uM.
Para mayor simplicidad y claridad, en A y B no se muestran los tratamientos realizados
simplemente en presencia de los antagonistas pues no existe ningin efecto significativo
debido a la incubacion “per se” con 100 nM MPP, y 1 o 10 uM de PHTPP. Empleando 1-
way ANOVA (Dunnett’s test): * p <0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001; ns = no significativo.
En A: control, n = 27; BPA, n = 35; BPA + MPP, n = 45. En B: control, n = 22; BPA, n =
24; BPA + 10 uM PHTPP, n = 33; BPA + 1 uM PHTPP, n = 22.
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Cuando bloqueamos la via de ERa, la disminucion de la sefial de Ca?*generada
por la exposicion a BPA aparecid aun cuando ésta se produjo en presencia de 100
nM MPP (figura 34A), es decir, el bloqueo farmacoldgico del receptor ERa no
impidié que el BPA ejerciese una modulacion a largo plazo de la sefializacion de
Ca?* de la célula B. Sin embargo, cuando cultivamos en presencia de 1 nM BPA e
impedimos su unién a ERB, observamos que la disminucién de la sefial de Ca%"en
las células BPA se neutralizaba progresivamente al aumentar la concentracion del
antagonista PHTPP, con lo que al cultivar en presencia de 1 nM BPA y 10 uM
PHTPP, el cambio de amplitud de la sefial de fluorescencia ya no fue
estadisticamente significativo (figura 34B). Estos resultados sugieren nuevamente la
participacion necesaria de ERP en la transduccion de sefiales de 1 nM BPA para

modular la corriente de Ca?* tipo-R.

11. LA MOVILIZACION DE Ca* NO ESTA ALTERADA EN CELULAS B
PROVENIENTES DE RATONES ERB- EXPUESTAS A 1 nM BPA POR 48
HORAS.

Para confirmar la implicacion de ER en los efectos generados por la exposicion
a largo plazo a dosis bajas de BPA, dispusimos de ratones knockout para ERB (ER]
). Estos ratones han sido manipulados mediante ingenieria genética y sus células
no disponen de copias funcionales para ERp. Por lo tanto, tras la extraccion de sus
islotes y la preparacion de los cultivos primarios, dispusimos de células B con una
deficiencia total de ERP. Las células provenientes de ratones ERB** (WT) o ERB
(KO) fueron expuestas nuevamente a 1 nM BPA durante 48 horas, tras lo cual fueron

empleadas en experimentos de patch-clamp o imagen de imagen de Ca?*.

139



Tesis doctoral

Vpu|so(mV) _ Vpulso (mV)

-60 -40 20 0 20 40 60 80 -60 40 20 0 20 40 60 80

o

-5 1

& (PAVpF)
Joa* (pAJpF)
&~

-10 1

L
o
1

" ERB--
o ERB--+BPA

18- J 25uM Nif

N
o

0.8+
0.6+
0.44

0.2

! — WT
— WT+BPA 0.0

1 min

Amplitud (AF)- 65mM K+

0.2 AF (ua)

0.8

0.6

0.4

Amplitud (AF) - 65 mM K+

0.2

—

— ERB--
— ERB-- +BPA

0.0- T

0.2 AF (ua)
l_

1 min

Figura 35. Homeostasis de Ca?* en células B provenientes de ratones ERB** (WT) o
ERB” (KO) que han sido expuestas a 1 nM BPA durante 48 h. Corriente macroscopica
de Ca?" expresada como la relacion Jca+ - V en células B expuestas 0 no a 1 nM BPA
obtenidas de ratones WT (A) o ERB” (B). Registros representativos de las sefiales de Ca?*
generadas como respuesta a 65 mM KCI en células WT (C) o ERB -/- (E) expuestas 0 no a
1 nM BPA durante 48 h. (D) y (F) Cuantificacion de la amplitud de la sefial de fluorescencia
de los experimentos que se muestran en C y E respectivamente. En A: control, n = 12; BPA,
n = 18. En B: control, n = 11; BPA, n = 11. En D: control, n = 40; BPA, n = 34. En F:
control, n = 43; BPA, n = 50. Student’s t-test: * p <0.05; ** p <0.01; *** p < 0.001.
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En los registros de corriente de Ca?* optamos por afiadir 25 uM nifedipina en la
solucion extracelular, con el fin de bloquear la corriente tipo-L y permitir Gnicamente
la corriente a través de Ca,2.3y Ca,2.1/ Ca,2.2. En estos experimentos, las células
B provenientes de ratones WT y expuestas durante 48 horas a 1 nM BPA mostraron
la reduccién esperable de la corriente de Ca?*que permanece cuando el flujo iénico
a traves de C,1.2 estd impedido (figura 35A). Sin embargo, cuando empleamos
células provenientes de ERB, observamos que la incubacion a largo plazo con BPA
no provocaba ningn cambio en la corriente de Ca?*generada para cualquier voltaje
testado (figura 35B). Este hallazgo se reprodujo igualmente cuando medimos los
cambios en la [Ca?*]; en respuesta a despolarizaciones con 65 mM KCI. Las células
de WT incubadas con 1 nM BPA mostraron una reduccion del 20% en la amplitud
de la sefial de fluorescencia (CTL =0.84 + 0.02 u.a.; BPA =0.67 £ 0.03 u.a.) (figura
35C y 35D). En el caso de las células provenientes de ERB”, no encontramos
diferencias en la amplitud de la respuesta debidas a la exposicién a BPA (CTL =
0.74 + 0.02 u.a.; BPA = 0.75 + 0.01 u.a.) (figura 35E y 35F). Estos resultados
coinciden con los obtenidos empleando agonistas y antagonistas de ERs (figuras 32-
34), y vienen a demostrar que los efectos de BPA aqui descritos en relacion a la
regulacion de la entrada de Ca?* podrian implicar la transduccion de sefiales a través
de ERp.

Igualmente, decidimos cuantificar la expresién de ARNm de canales de Ca?* en
islotes ERB” expuestos a 1 nM BPA (figura 36). Encontramos que la ausencia de
ERP no solo impide que 1 nM BPA provoque una reduccion de la expresion de
Cav2.3, sino que se observa una tendencia manifiesta al incremento de la expresion
de este canal debido a BPA (figura 36B). Este resultado nos indica que la
sefializacion a través de ERp es la responsable de la reduccion de la corriente tipo-
R, probablemente por la regulacion de la expresién de Cacnale, que codifica el poro
del canal Ca,2.3.

141



Tesis doctoral

A B
1.67 254
I Control H Control
= 14 3 1nMBPA = £ 1 nM BPA
= 12 Z 201 l
3 T 2
S 109 & 197
8 081 8
o o
@ 0.6- @ 1.0+
£ 04 £
% % 0.54
0.24
0.0- T 0.0- T
Cacnafc Cacnate
ERB -/- ERB -/-

Figura 36. Expresion génica en islotes de Langerhans provenientes de ratones ERB™,
cultivados durante 48h en presencia de 1 nM BPA. (A) Expresion de ARNm (relativa al
control) de Cacnalc (Cayl.2). (B) Expresion de ARNm (relativa al control) de gen Cacnale
(Ca,2.3). Control, n = 6; BPA, n = 6. Student’s t-test.

12. ERa MODULA POSITIVAMENTE LA ENTRADA DE Ca?* EN CELULA B AL SER
ACTIVADO CON DOSIS ALTAS DE LIGANDO.

Para estudiar la posible participacion de ERa en la regulacion de la corriente
tipo-R, medimos la corriente macroscopica de Ca?* en células B aisladas incubadas
durante 48 horas en presencia de PPT (agonista especifico de ERa) en dosis varios
Ordenes de magnitud por encima de 1 nM. Como ya expusimos en un apartado
anterior, la exposicion a 1 nM PPT no provocaba cambios en la magnitud de lca+
(figura 32B). Sin embargo, observamos que la incubacion con 100 nM y 1 uM PPT
promueve un incremento gradual de la Ica2+ registrada (figura 37A - 37D). Al ser
incubadas con 100 nM PPT, la densidad maxima de corriente fue alrededor de un
20% mayor en las células tratadas con el agonista de ERa; al incrementar la
concentracion de PPT en el cultivo hasta 1 uM, la lca+ a 0 mV fue aproximadamente

un 35% mas grande en la células tratadas (figura 37E).
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Figura 37. Corrientes macroscopicas de Ca?* en células B aisladas cultivadas durante
48 h. Registros representativos de corrientes de Ca?* en células control (A) o expuestas a 100
nM PPT (B) o 1 uM PPT (C) (s6lo se representa la | provocada por un pulso de 0 mV). (D)
Relacion Jcaz+ - V construida tomando la corriente méxima alcanzada (componente inicial)
para cada uno de los pulsos de despolarizacion dados de los experimentos mostrados en (A-
C). (D) Densidad maxima de corriente en células expuestas a dosis crecientes de PPT (1, 100
y 1000 nM) expresada porcentualmente en relacion a las corrientes control registradas en
cada experimento particular. En D: control, n = 26; 100 nM PPT, n = 21; 1 uM PPT, n = 9.
En E: 1 nM PPT, n =16 (vs control, n = 20); 100 nM PPT, n = 21 (vs control, n = 26); 1000
nM PPT, n = 9 (vs control, n = 14); total células control = 46. Student’s t-test: * p <0.05;
**p <0.01.
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Estos resultados indican que la activacion de ERa con altas dosis de ligando
tendria un efecto positivo sobre la entrada de Ca?* en la célula B y que, por lo tanto,
la incubacion con dosis elevadas de BPA podria tener las mismas consecuencias al
activar ERa. Esta accion positiva de BPA a dosis altas a través de ERa podria
explicar la ausencia de cambios en la corriente de Ca?* cuando las células fueron
expuestas, por ejemplo, a 100 nM BPA. Para testar esta hipétesis, decidimos incubar
nuevamente células aisladas en presencia de 100 nM BPA, pero en esta ocasion
hacerlo en presencia de 100 nM MPP (antagonista de ERa). En este caso, con los
efectos de ERa bloqueados por MPP, observamos que 100 nM BPA provoca una
disminucién de la corriente de Ca?*, que es comparable en magnitud a la que
describimos para 1 nM BPA, es decir, en torno a un 20% de reduccién de la densidad

maxima de corriente (figura 38).
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Figura 38. Corrientes macroscopicas de Ca?* en célula . (A) Relacion Jcap+ - V para las
corrientes de Ca®* de células B cultivadas durante 48 h con 100 nM BPA, en presencia o no
del antagonista MPP. (B) Densidad maxima de corriente expresada como porcentaje respecto
del control del experimento mostrado en (A). Control, n = 14; 100 nM BPA, n = 9; 100 nM
BPA + 100 nM MPP, n = 18. En A, Student’s t-test comparando 100 nM BPA versus 100 nM
BPA + 100 nM MPP. Student’s t-test: * p <0.05; ** p <0.01.
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Ya que ERa parece tener un efecto contrario al de ERB sobre la entrada de Ca?*,
nos dispusimos a averiguar si la regulacion a través de ERa se produce también al
controlar la expresién del gen que codifica para el canal Ca,2.3. Para ello,
cuantificamos la expresion de su mensajero en islotes de Langerhans cultivados
durante 48 horas en presencia de 100 nM o 1 uM PPT. Como puede observarse en
la figura 39A, la incubacion con dosis elevadas de PPT no provocé cambios
significativos en el expresidn del canal Ca,2.3. Empleando igualmente PCR a tiempo
real, encontramos que el blogqueo de ERa empleando MPP no produjo ningiin cambio
sustancial en el efecto que per se tiene 100 nM BPA sobre la expresion de Ca,2.3
(figura 39B).
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Figura 39. Expresion génica en islotes de Langerhans en relacion a la actividad de ERq.
(A) Niveles de expresion de ARNm (relativa al control) del gen Cacnale (Cay2.3) en islotes
expuestos a 100 nM o 1 pM PPT. (B) Niveles de expresion de ARNm (relativa al control)
del gen Cacnale (Ca\2.3) en islotes expuestos a 100 nM BPA en presencia o no de un
antagonista especifico de ERa (MPP). En A: control, n = 13; 100 nM PPT, n = 11; 1
UM PPT, n = 11. En B: control, n = 7; 100 nM BPA, n = 7; 100 nM BPA + 100 nM MPP,
n = 7. Student’s t-test. * p <0.05.
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13. ERa MODULA LA ENTRADA DE Ca?* EN CELULA B A TRAVES DE LA ViA DE
PI3K.

Ya que ERa no parece actuar sobre la transcripcion del gen que codifica para el
canal Ca,2.3 (ni tampoco sobre otros canales de Ca?* como Ca,1.2), estudiamos la
posible implicacion de vias alternativas en la regulacion de la entrada de Ca?* tras la
activacion de ERa. En estos experimentos de patch-clamp, las células aisladas
fueron expuestas a dosis altas de ligandos de ERa, 100 nM PPT 0 BPA, en presencia
de inhibidores especificos de PI3K (wortmannin, 100 nM) o ERK 1/2 (PD98059, 10
uM).
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Figura 40. Corrientes macroscopicas de Ca?* en célula . (A) Relacion Jcap+ - V para las
corrientes de Ca?* de células B cultivadas durante 48 h con 100 nM PPT, en presencia o no
de wortmannin (100nM). (B) Densidad méxima de corriente expresada como porcentaje
respecto del control del experimento mostrado en (A). Control, n = 26; 100 nM PPT, n = 21;
100 nM PPT + 100 nM WORT, n = 12. En A, Student’s t-test comparando 100 nM PPT
versus 100 nM PPT + 100 nM WORT. Student’s t-test: * p <0.05.
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Al explorar la via de PI3K, comprobamos, en primer lugar, que la incubacion
con 100 nM wortmannin no alteraba per se la corriente de Ca?* en las células en
cultivo (Vpuiso = 0 mV; Jcao+ control = -28.33 £ 2.63 pA/pF; Jcao+ 100 nM WORT = -
26.40 = 2.70 pA/pF). Control, n = 10; WORT, n =14). Como ya se recogio en el
apartado anterior, la incubacion durante 48 horas con 100 nM PPT provocd un
incremento significativo de la corriente méaxima registrada (Vpuso = 0 MV; Jcao+
control = -22.97 = 1.45 pA/pF; Jcaz+ 100 nM PPT = -27.72 £ 1.78 pA/pF). Sin
embargo, las células que fueron incubadas conjuntamente con 100 nM PPT vy el
inhibidor especifico wortmannin mantuvieron una corriente de Ca?" equiparable a
las células control (Jca+ 100 NM PPT + wortmannin = -21.90 + 2.21 pA/pF), y
significativamente menor con respecto a las células que fueron tratadas Gnicamente
con 100 nM PPT (figura 40). Encontramos pues que el inhibidor wortmannin impide
la accién de PPT sobre la corriente de Ca? A continuacidn, realizamos el mismo
experimento de electrofisiologia sustituyendo 100 nM PPT (activacion exclusiva de
ERa) por 100 nM BPA (activacion de ambos receptores, ERa y ERp). El resultado
gue obtuvimos anteriormente con 100 nM BPA fue replicado nuevamente: a esta
concentracion, la incubacién con BPA no tiene efecto en la corriente de Ca?*de la
célula B (Vpuso = 0 mV; Jeao+ coNtrol = -26.19 + 1.14 pA/pF; Jca+ 100 nM BPA = -
26.97 + 1.56 pA/pF). Ahora bien, cuando se combiné con wortmannin durante el
periodo de tratamiento, la exposicion a 100 nM BPA si tuvo la capacidad de provocar
una reduccién significativa de la corriente de Ca?* (Jcaz+ 100 nM BPA + wortmannin
= -22.75 = 1.20 pA/pF) (figura 41A y 41B). Alternativamente, empleamos el
inhibidor de ERK1/2 PD98059 conjuntamente con 100 nM BPA durante las 48 horas
de exposicion. En este caso, no se produjo ningn cambio significativo en la accién
de 100 nM BPA debido a la presencia del inhibidor (figura 41C y 41D). Estos
resultados ponen de manifiesto la participacion de la via de PI3K en la modulacion
que ejerce ERa sobre la entrada de Ca®* en la célula B pancredtica, tras Su activacion
persistente con dosis altas de ligando. Como se desarrollard en el capitulo de
discusion, estos efectos opuestos de ERB y ERa sobre la entrada de Ca?* en la célula
[ suponen una posible explicacion de los mecanismos que subyacen al fenomeno de

las dosis-respuesta no monotonicas de los disruptores endocrinos.
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Figura 41. Corrientes macroscopicas de Ca?* registradas en células p incubadas durante
48h con 100 nM BPA en presencia de inhibidores especificos. Relacion Jcaz+ - V para las
corrientes de Ca?* de células B cultivadas durante 48 h con 100 nM BPA, en presencia o no
de 100 nM wortmannin (A) o 10 uM PD98059 (C). (B) Densidad maxima de corriente
expresada como porcentaje respecto del control del experimento mostrado en (A). (D) Igual
que en (B) pero para el experimento mostrado en (C). En A-B: control, n = 12; 100 nM BPA,
n =15; 100 nM BPA + 100 nM WORT, n = 16. En C-D: control, n =9; 10 xM PD98059, n
=8; 100 nM BPA + 10 M PD98059, n = 9. En A, Student’s t-test comparando 100 nM BPA
versus 100 nM BPA + 100 nM WORT. Student’s t-test: * p <0.05, ** p < 0.01.
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DISCUSION

1. Efecto de la exposicion a dosis bajas de BPA sobre la actividad eléctrica de

célula B.

Desde hace décadas, el BPA se utiliza de forma masiva en la produccion de todo
tipo de plésticos que aparecen en productos de uso rutinario. EI comportamiento del
BPA como un estrogeno fue descrito antes de que éste fuese redescubierto por la
industria quimica, lo que pone en entredicho la idoneidad de esta eleccion desde su
comienzo (Dodds & Lawson, 1936). A dia de hoy, el BPA sigue siendo uno de los
compuestos quimicos con mayor volumen de mercado. Si observamos nuestro
entorno mas inmediato, cualquiera que sea, comprobaremos que nuestro consumo se
sustenta en el uso de plasticos. En el afio 2015, la produccién mundial de plésticos
alcanz6 las 322 millones de toneladas (fuente ©PlasticsEurope). EI BPA es
omnipresente en nuestro dia a dia, si bien es especialmente preocupante su presencia
en objetos que estan en contacto con productos de consumo (recipientes, embalajes,
latas, etc.). En ciertas circunstancias (por ejemplo, ante cambios del pH o al
incrementarse la temperatura), el BPA puede ser transferido a los alimentos y/o
bebidas, constituyendo una via oral de contaminacién. Aunque la ingestion ha sido
considerada la fuente principal de la contaminacion interna, en los Gltimos afios ha
ganado protagonismo una posible ruta adicional, la absorcion transdérmica de BPA,
gue es muy abundante, por ejemplo, en el papel térmico empleado para la impresién
de comprobantes de compra (Mielke et al., 2011). Multitud de estudios de
biomonitorizacion han encontrado niveles detectables de BPA en fluidos humanos
(orina, sangre, leche materna, etc.) (Vandenberg et al., 2007), por lo que puede
decirse que, con independencia de la ruta de absorcidn, la contaminacién interna es
real y, debido a la ubicuidad del BPA, posiblemente se trate de una contaminacion
cronica y virtualmente inevitable. De hecho, el BPA es detectable en la orina del
93% de la poblacion estadounidense (Calafat et al., 2008). Ademas, algunos estudios
sugieren que la exposicion diaria a BPA es mucho mayor de lo que inicialmente se
pensaba (Taylor et al., 2011; Vandenberg et al., 2013).
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Las células B pancreaticas son eléctricamente excitables. EI cometido ultimo de
este tipo celular es la secrecion de insulina en respuesta a un incremento de la
concentracion plasmatica de glucosa, y esta tarea depende de su actividad eléctrica.
En el acoplamiento estimulo-secrecion, el canal Kare juega un papel central en el
control de la excitabilidad de la célula B pancreatica. Cuando la concentracion de
glucosa en el medio externo es baja, los canales Kare permanecen en estado abierto,
manteniéndose el potencial de membrana entorno a su valor de reposo (= -70 mV).
Cuando los niveles extracelulares de glucosa aumentan, su internalizacion y
posterior metabolizacion provoca un incremento de la razén ATP/ADP, lo que
supone el cierre de los Kartpe, Y la consecuente despolarizacion del potencial de
membrana hasta un valor umbral, en el que se activa una corriente de entrada de Ca?*
a través de canales Cay. La fluctuaciones entre los diferentes estados de activacion
de los canales que participan, genera un patrén de actividad eléctrica muy
caracteristico de célula B, el cual se caracteriza por el disparo de espigas de
potenciales de accién sobre mesetas de despolarizacion (denominadas rafagas), que
aparecen separadas por periodos eléctricamente silentes. La actividad eléctrica de la
célula B origina el patrén oscilatorio de la [Ca®"]i que subyace a la pulsatilidad en la
secrecion de insulina (Santos et al. 1991; Valdeolmillos et al., 1992; Martin et al.,
1995; Barbosa et al., 1996).

Cuando analizamos detalladamente los potenciales de accién generados por una
concentracion de glucosa de 11 mM, observamos que la exposicion sostenida (48
horas) a una dosis baja de BPA (1 nM) provoca alteraciones importantes en los
potenciales de accién disparados por las células B aisladas. Los potenciales de accién
de estas células expuestas son de menor amplitud y mayor duracién, con una
disminucion neta del area bajo cada uno de ellos. Por lo tanto, la exposicion a 1 nM
BPA altera ambas fases del potencial de accion, ascendente (despolarizacion) y
descendente (repolarizacién), modificando la forma de cada potencial de accién
individual, sin que esto afecte la frecuencia de disparo. Tomando el modelo vigente,

la afectacion de ambos componentes del potencial de accién sugiere una alteracion
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provocada por BPA de la corriente de Ca?* voltaje-dependiente (responsable de la
fase ascendente del PA), y/o de los flujos de K*, que estan involucrados en la
repolarizacion del potencial de accion (Rorsman & Trube, 1986). Teniendo en cuenta
los registros de actividad eléctrica que hemos obtenido en ambos grupos
experimentales, es poco probable que cambios en la actividad del canal Kare sean
responsables del tipo de alteraciones observadas. Las células [ cultivadas en
presencia de 1 nM BPA no presentan cambios en el potencial de membrana en
reposo, y la estimulacion de la actividad eléctrica por glucosa es perfectamente
comparable entre ambos grupos. Aunque no se ha analizado especificamente en este
trabajo, un incremento o reduccion de la conductancia del Kare supondrian cambios
manifiestos en la excitabilidad de la célula B, de tal modo que una menor actividad
de Katp supone gue la generacion de la actividad eléctrica aparezca a glucosas mas
bajas (Olofsson et al., 2007), lo que es debido a un potencial de membrana mas
despolarizado en el reposo (Irles et al., 2015). Asi mismo, cambios en la
conductancia y/o cinética de Katp parecen mas relacionados con alteraciones del
patron oscilatorio (por ejemplo, duracién de las rafagas) (Ashcroft & Rorsman,

2013), y no tanto con la forma de cada espiga.

2. Efecto de la exposicion a BPA sobre las variaciones de Ca?* intracelular en

células B.

Estd ampliamente caracterizado como el patron de actividad eléctrica en la célula
B es el responsable de la generacion de sus tipicas oscilaciones intracelulares de Ca?*
(Santos et al. 1991). Habiendo demostrado que la exposicion a 1 nM BPA altera el
perfil de las espigas de los potenciales de accion de la célula B, decidimos estudiar
la repercusién que estos cambios tenfan sobre la sefial de Ca?". La exposicion a una
dosis baja de BPA provoca una reduccion de la cantidad de Ca?* disponible en el
citoplasma de las células B en respuesta a glucosa. Esta disminucion de la [Ca?"];
refleja una menor entrada de Ca®* debida a la amplitud reducida de sus potenciales

de accion por efecto del BPA. Por otro lado, las células tratadas no muestran cambios
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patentes en el patron oscilatorio de la sefial intracelular de Ca?*, esto sugiere
nuevamente que no existen cambios relacionados con la duracion de las rafagas o la
capacidad de la célula B para ser excitada, y que, por lo tanto, no es probable que el

canal Kare esté afectado (Irles et al., 2015).

Los resultados obtenidos en los experimentos de imagen de Ca?*en respuesta a
altas concentraciones de K*, demuestran que la disminucién en la entrada de
Ca?*debida a la exposicién a BPA no puede ser explicada simplemente por posibles
modificaciones en el metabolismo de la glucosa. En estos experimentos, ademas,
decidimos estudiar los efectos sobre la sefializacion de Ca?* de un rango amplio de
dosis de BPA (0.1, 1, 10 y 100 nM), lo que permite construir una curva dosis-
respuesta. La exposicion a BPA provoca que la entrada de Ca?'sea de menor
magnitud en las células [ aisladas cuando son expuestas a dosis bajas (con un efecto
méaximo a 1 nM), pero el efecto no se encuentra cuando la concentracion de BPA en
el cultivo se incrementa varios 6rdenes de magnitud (10 y 100 nM). Por lo tanto,
hallamos que este efecto de BPA sobre la fisiologia de la célula B es no monotonico.
El concepto de la nomonotonicidad esta relacionado con los efectos a dosis bajas que
se describen para hormonas y EDCs. Una curva dosis-respuesta es no monotonica
cuando su pendiente cambia de signo en algln punto del rango de dosis probado. Por
contraposicion, una respuesta es monoténica cuando el signo de la pendiente de la
curva no cambia, independientemente de si el efecto es lineal o no. En el caso del
efecto del BPA que encontramos sobre la entrada de Ca%*en la célula B, la curva
dosis-respuesta tendria la forma de una U-invertida, ya que el efecto (negativo) es
maximo a dosis intermedias e inexistente en los extremos del rango (Vandenberg et
al., 2012; Vandenberg, 2013). La aparicion de la reduccion de la entrada de Ca?
utilizando un estimulo que despolariza la célula con independencia del metabolismo
de la glucosa, sugiere que el cambio promovido por el BPA debe estar relacionado

con flujos iénicos voltaje-dependientes.
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3. Efecto de la exposicion a BPA sobre las exocitosis y la secrecion de insulina

de células B pancreaticas.

En nuestro modelo, encontramos que la incubacién persistente con una dosis tan
baja de BPA como 1 nM provoca cambios sustanciales en la capacidad exocitética
de las células B. Segun los resultados que hemos obtenido, la exposicion a BPA altera
la exocitosis de la célula B, y las consecuencias son diferentes en funcién de los
niveles de glucosa en el medio extracelular. De tal modo que, cuando la
concentracién de glucosa es baja (5 mM), las células expuestas a BPA muestran una
disminucion significativa de ACn, |0 que debe ser interpretado como una reduccion
en la magnitud de su respuesta exocitética. Sin embargo, cuando se eleva la
concentracién extracelular de glucosa hasta 11 mM, se produce el efecto opuesto, y
la incubacién con la misma dosis de BPA (1 nM) provoca una potenciacion de la
exocitosis en la célula . Ya que en estos experimentos, el amplificador del sistema
de registro controla en todo momento el voltaje de la membrana, la potenciacion que
describimos no deberia estar relacionada con un cambio en el voltaje, sino que el
metabolismo de la glucosa, o la produccion de algin segundo mensajero, podria
amplificar la exocitosis independientemente de la variacién de Ca?*. A dia de hoy,
se aceptada la existencia de un segundo mecanismo implicado en la secrecion de
insulina estimulada por glucosa, al que se ha denominado “via metabolica
amplificadora” (Henquin, 2000). Inicialmente, este concepto surgié de la
observacion de que la concentracion de glucosa puede estimular la secrecién de
insulina aun cuando se impide farmacol6gicamente el cierre del canal Kare (por
ejemplo, empleando diazdéxido). Este efecto requiere que la glucosa sea
metabolizada, pero no implica ningiin cambio en el potencial de membrana o una
elevacion mayor de la [Ca?"]i (Gembal et al., 1992; Sato et al., 1992). Por lo tanto,
la glucosa estimula la secrecion de insulina a través de mecanismos que no se
restringen Unicamente a la inhibicién del canal Karp, ni suponen un incremento
mayor de la [Ca®]i (Henquin, 2000). Todavia se desconoce la explicacion
mecanistica para este fenémeno, y el segundo mensajero o efector responsable es

todavia una incdgnita. Sin embargo, muchas evidencias se han ido acumulando en
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los Gltimos afios. Es muy probable que los cambios en el ratio ATP/ADP, que son
consecuencia del metabolismo de la glucosa, participen de ambas vias de
estimulacion de la secrecion de insulina. El uso de inhibidores de la actividad
fosfatasa sugiere que la fosforilacion/desfosforilacion de determinadas proteinas de
cascadas moduladoras de la exocitosis estaria implicadas en esta via amplificadora.
Los resultados de diversos estudios apuntan a que los efectos amplificadores de la
glucosa no estarian mediados directamente por la activacion de las vias de adenilato
ciclasa/PKA o fosfolipasa C/PKC (Gembal et al., 1993; Zawalich & Zawalich, 1997;
Sato et al., 1998). Por lo tanto, segin nuestros resultados en los experimentos de
exocitosis, el BPA podria modular ambas vias implicadas en la secrecion de insulina;
por un lado, disminuyendo el mecanismo desencadenante de la secrecion
promoviendo una menor entrada de Ca?"; y alternativamente, el BPA también
impulsaria una mayor potenciacion a través de la via amplificadora, por la que se
aumentaria la eficacia del Ca?" intracelular para promover la exocitosis, sin que esto
implique un incremento de la [Ca?]i. Esta explicacion seria compatible con los
resultados que hemos obtenido al registrar la sefial de Ca?* intracelular (disminuida)
y la exocitosis (aumentada) en las células BPA al ser estimuladas con 11 mM

glucosa.

El analisis de los resultados de secrecion de insulina sugiere de igual modo
efectos opuestos de BPA en su regulacion. En presencia de concentraciones
estimulatorias de glucosa, los islotes incubados en presencia de 1 nM BPA secretan
una mayor cantidad de insulina (Alonso-Magdalena et al., 2008). En este trabajo,
cuando los islotes aislados fueron cultivados en presencia de dosis bajas de BPA
durante 48 horas, se observd igualmente un incremento del contenido de insulina 'y
de la secrecion de la misma. Ademas, en estos experimentos se demostré que la
dosis de BPA empleada se relaciona con la sintesis de insulina de manera no
monotonica, con incremento de su contenido a dosis intermedias del intervalo (1y
10 nM BPA), que no se reproducen a dosis mayores (100 y 1000 nM BPA),

ajustandose la curva dosis-respuesta a la forma de una U-invertida (Alonso-
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Magdalena et al., 2008). Sin embargo, cuando los islotes son despolarizados con alto
K™, en presencia de una concentracién baja de glucosa, se observa que la incubacion
con BPA provoca una reduccion manifiesta de la secrecion de insulina. Teniendo en
cuenta los resultados discutidos con anterioridad, esta menor secrecion puede ser el
reflejo de una disminucién del Ca?* intracelular disponible, que sin embargo podria

ser utilizado de forma mas eficiente cuando se eleva la concentracion de glucosa.

Ya que el BPA parece potenciar la secrecion de insulina mediante un mecanismo
dependiente del metabolismo de la glucosa (aunque no relacionado con su capacidad
para modular actividad eléctrica), evaluamos si la exposicion a BPA tenia algun
impacto en el rendimiento de vias glucoliticas y/o la actividad mitocondrial de la
célula . Estos experimentos consisten en la medida de las sefiales de fluorescencia
de NADH (autofluorescencia) y de los cambios en la emision de la sonda
fluorescente Rh-123 como consecuencia de las variaciones en el ¥, (Rafacho et al.
2010; Irles et al., 2015). En nuestro modelo de exposicién, una concentracién de 1
nM BPA no produce ningln cambio en la produccién de NADH en respuesta a las
concentraciones de glucosa testadas, y esto ocurre tanto en islotes intactos como en
células individuales. Atendiendo a los resultados obtenidos, incluso puede
observarse una disminucién, aungue no significativa, en la cantidad de poder
reductor producido a 11 mM glucosa. En el caso de la funcién mitocondrial, la
exposicion a BPA tampoco alteraria la capacidad de energizacién de las
mitocondrias de la célula B en respuesta a elevaciones de glucosa. Estos hallazgos
nos permiten confirmar varios puntos relevantes. En primer lugar, si tomamos el
estado metabolico como un indicar de bienestar celular, nuestros resultados sugieren
que el BPA no provoca citotoxicidad en nuestro modelo y no comprometeria la
viabilidad de la célula B. En segundo lugar, la exposicion a dosis
medioambientalmente relevantes de BPA no parece alterar la produccion de
intermediarios de la glucdlisis y/o el ciclo de Krebs, asi como tampoco parece

interferir en la actividad mitocondrial de las células B. Por lo tanto, nuestros
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resultados sugieren, aunque de forma indirecta, que la produccion de ATP en

respuesta a glucosa no varia en las células p incubadas con BPA.

4. Efecto del BPA sobre las corrientes de Ca?* voltaje-dependientes.

Una vez que hemos descrito que las dosis bajas de BPA provocan una
disminucion significativa de la [Ca?*]i en respuesta a despolarizaciones de
membrana, nos centramos en averiguar cual era el mecanismo subyacente.
Valiéndonos de la técnica de patch-clamp, encontramos que las células 3 cultivadas
en presencia de 1 nM BPA presentaban una disminucion significativa de la corriente
macroscopica de Ca?* al ser estimuladas con trenes de pulsos de voltaje. Es decir, el
BPA altera la densidad global de corriente conducida por los Cav. Aungue no se ha
estudiado lo suficiente, se han descrito efectos de BPA (agudos y crénicos) sobre
diversos tipos de canales de Ca?* expresados en diferentes tipos celulares (Soriano
et al., 2016), si bien las dosis empleadas en la mayoria de estos trabajos suelen ser
altas (en el rango uM), por lo que podrian ser considerados ensayos méas propios de
la toxicologia ya que emplean dosis muy superiores a los valores reales de exposicion
diariaa BPA. Deutschmann et al. (2013) encontraron que el BPA podria actuar sobre
los canales de Ca?* voltaje-dependientes como un potente inhibidor inespecifico, que
afectaria del mismo modo a los subtipos -L, -N, -P/Q, -R y -T de la corriente que son
expresados en distintos tipos celulares (células endocrinas GH3 de rata, neuronas de
la raiz dorsal y cardiomiocitos de raton, y células HEK que expresan una forma
recombinante del canal tipo-R de humanos). En este estudio, la inhibicion ejercida
por BPA es rapiday reversible, y parece deberse a la unidn directa del BPA a la parte
extracelular de la subunidad formadora del poro del canal, produciéndose la
inhibicion en presencia de dosis altas de BPA (ECso: 26-35 uM) (Deutschmann et
al., 2013). En nuestro estudio, no es probable que los resultados obtenidos se deban
a un bloqueo directo ejercido por BPA, en primer lugar porque los registros
electrofisiolégicos se realizan tras una larga exposicion a BPA, pero nunca en su

presencia; y en segundo lugar, porque la reduccion de la corriente de Ca?* que
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describimos se produce a dosis 1000 veces mas bajas (1 nM) que las descritas en el
trabajo de Deutschmann et al. En otro trabajo reciente, se ha descrito que la
aplicacion aguda de BPA provoca la inhibicion rapida de canales de Ca?* tipo-T
expresados en células HEK. Sugiriendo que el BPA a concentraciones altas actuaria
impidiendo el flujo de corriente al bloquear el poro del canal. Aunque se necesitan
dosis elevadas para bloquear los subtipos Ca,3.1y Ca.3.3, el canal Ca,3.2 se inhibiria
con dosis de BPA mas bajas (en el rango nM) (Michaela et al., 2014).

En nuestro modelo, cuando incrementamos la dosis de BPA en el cultivo hasta
100 nM, las células B expuestas a esta dosis no presentan ninguna alteracién en la
densidad de la corriente macroscopica de Ca?* (como ya ocurria al medir las sefiales
intracelulares de Ca?*). Por lo tanto, la regulacion que ejerce BPA sobre la corriente
Ca?" es dosis-dependiente y no monoténica, promoviendo una reduccion de los flujos
ibnicos a través de Cay a una dosis baja (1nM), que no ocurre al incrementar la dosis
de exposicion hasta 100 nM. Estamos, entonces, ante una accion de BPA sobre una
propiedad fundamental de la célula B, que potencialmente podria ser critica para su
funcidny que s6lo se manifiesta a dosis bajas. En los Gltimos afios, distintos estudios
epidemioldgicos han relacionado la exposicién a BPA con el padecimiento de ciertas
patologias, entre ellas la diabetes mellitus. En la etiologia de esta enfermedad
participarian conjuntamente la predisposicion genética y los factores ambientales.
En el caso de la diabetes, y teniendo en cuenta la multitud de evidencias cientificas
publicadas en los ltimos afios (Shankar & Teppala, 2011; Silver et al., 2011; Wang
et al., 2012; Sabanayagam et al., 2013), la exposicion a BPA podria ser considerada
un factor de riesgo para su desarrollo. Diversas publicaciones refieren, en modelos
animales, alteraciones muy significativas del metabolismo glucidico en rangos de
concentraciéon de BPA (0.1-100 nM) muy por debajo del rango de concentraciones
que suelen ensayarse en los test estandarizados de bioseguridad. Experimentos in
Vivo en los que ratones macho adultos fueron expuestos a 100 pg/kg/dia durante
varios dias (4 — 8 dias), demostraron que el BPA causa resistencia a la accion de la

insulina e intolerancia a la glucosa. Ademas, los islotes de Langerhans de estos
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ratones expuestos tenian aumentada su secrecidn de insulina estimulada por glucosa,
y presentaban un incremento manifiesto del contenido de insulina. Estas alteraciones
contribuyeron a la aparicion de hiperinsulinemia en los ratones (Alonso-Magdalena
et al., 2006; Batista et al., 2012). Las alteraciones descritas a nivel del islote de
Langerhans en los ratones tratados con BPA podrian deberse a una respuesta
secundaria para contrarrestar la resistencia a insulina, o podrian ser también el

resultado de una accion directa del BPA sobre las células del islote pancreético.

Las células B de ratdn expresan distintos tipos de Cay, Yy la corriente conducida
por éstos presenta propiedades biofisicas caracteristicas (tipo-L, tipo -R y tipo-P/Q).
La mayor parte de la corriente macroscopica de Ca?* (= 50%) exhibe propiedades de
corriente tipo-L (dirigida principalmente a través de los canales Cay1.2). Los ratones
que no disponen de canales Ca,1.2 funcionales (Ca,1.2”") son intolerantes a la
glucosa, y sus células p muestran una fuerte disminucion en la primera fase de la
secrecion de insulina. Sorprendentemente estas células no presentan cambios
significativos en los niveles intracelulares de Ca%" o en la generacion de actividad
eléctrica en respuesta a 10 mM glucosa. Se ha sugerido que los canales Cay1.2 estan
estructuralmente vinculados a la maquinaria exocitética, y que el componente de la
corriente de Ca?* a su través se invierte preferencialmente en la movilizacion de las
vesiculas maduras del RRP, es decir, en la magnitud de la primera fase de secrecion
(Schulla et al., 2003). EI 50% restante corresponde a las corrientes tipo-R y tipo-
P/Q, cada una de ellas representa alrededor del 25% de la corriente total de Ca?*. La
corriente tipo-R es conducida a través de Ca,2.3 (Vajna et al., 1998), mientras que
la corriente tipo-P/Q fluye a través del canal Ca,2.1. Decidimos realizar una
diseccion farmacolégica para apuntar qué componente particular de la corriente de
Ca?* estd afectado por BPA. Para ello usamos nifedipina y SNX-482 para bloquear
respectivamente el componente tipo-L y tipo-R, y poder asi diseccionar la
contribucion porcentual de cada uno. En nuestro trabajo, la descomposicion de la
corriente de Ca?* de las células B no expuestas (control) se ajusta a lo descrito en la

literatura, con un 50% atribuible a tipo-L y un 25% a tipo-R. Sin embargo, la
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contribucion atribuida a la corriente de Ca?* tipo-R aparece reducida a la mitad (=
12%) en las células 3 expuestas a una dosis baja de BPA (1 nM). Por lo tanto seria
la reduccion de la corriente a través de Ca,2.3 la responsable de los cambios que
hallamos en las células expuestas a BPA. Este resultado es ratificado mediante un
abordaje complementario. En este caso, como hicimos anteriormente, medimos la
magnitud de la sefial de Ca?* desencadenada por 65 mM KCI en células P
permeabilizadas (con diazdxido). Cuando las células fueron preincubadas con el
inhibidor SNX-482, las diferente magnitud de respuesta entre células expuesta o no
a BPA se anulé. De este resultado podemos deducir que este inhibidor especifico es
incapaz de bloquear significativamente la corriente de Ca?* en células expuestas a
BPA, y que el blogueo ejercido sobre la corriente tipo-R en las células control supone
gue se equiparen las magnitudes de respuesta entre ambos grupos de células. Todo
ello sefiala nuevamente que es el componente tipo-R la diana de accién del BPA en
nuestro modelo. Las alteraciones que nosotros describimos (disminucién de la
entrada de Ca?*, de la exocitosis y secrecion de insulina) son similares a las
encontradas en células B de ratones Ca,2.3". Estas células que carecen de corriente
tipo-R presentan una disminucién de la corriente macroscépica de Ca?* de
aproximadamente un 23%. Este dato es idéntico a la reduccién que hallamos en
células B expuestas a 1 nM BPA por 48 horas (24%). Asi mismo, las células  de
ratones Ca,2.3”7- muestran una disminucién manifiesta de su exocitosis (21%), siendo
este cambio atribuible a alteraciones selectivas de componentes tardios de la
secrecion de insulina (sin afectar a la magnitud de la fase inicial). En cuanto a la
homeostasis de Ca?* intracelular, las células B que carecen de Ca,2.3 presentan una
disminucion de la [Ca?*]ien respuesta a 15 mM glucosa (Jing et al., 2005). Estos
resultados referidos a la exocitosis y las sefiales de Ca?* estimuladas por glucosa son
comparables con los resultados que hemos obtenido con la incubacion con 1 nM

BPA en células B pancreaticas.
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5. Mecanismo de accion del BPA.

Las células § pancreaticas expresan los receptores de estrogenos, ERa y ER[
(Nadal et al., 2000; Alonso-Magdalena et al., 2008). Se ha descrito que la activacion
particular de uno u otro receptor media diversas acciones en la célula . La activacion
extranuclear de ERoa, por 17B-estradiol o BPA, estimula la sintesis de insulina
(Alonso-Magdalena et al., 2008; Wong et al., 2010). Asi mismo, ERa tiene efectos
antiapoptoticos en la célula B a través de la activacion de vias rapidas en el citosol
(Le May et al., 2006; Liu et al., 2009). En cuanto a ERp, se ha demostrado que tiene
un rol principal para la activacion de cascadas de transduccion de sefiales
estrogénicas que estimulan la secrecion de insulina. Se ha demostrado que ERp tiene
un efecto répido sobre el canal Karp, de tal modo que dosis bajas de 17p3-estradiol o
BPA (1 nM) provocan una menor actividad de este canal (a través de un mecanismo
que es dependiente de la produccién cGMP y glucosa) (Soriano et al., 2008; Soriano
et al., 2012). Alternativamente, se ha demostrado que la activacion de ERJ3, en un
amplio rango de dosis, incrementa significativamente la tasa de proliferacion de la
célula B (Alonso-Magdalena et al., 2008). En los ultimos afios, diversos trabajos han
descrito la presencia de otro ER en la célula . Este receptor, denominado GPER (del
inglés G protein-coupled estrogen receptor), estaria implicado en la transduccion de
sefiales rapidas (no genémicas) de 17p-estradiol, y parece tener capacidad para
regular la secrecién de insulina y la supervivencia celular (Liu et al., 2009; Balhuizen
et al., 2010; Kumar et al., 2011; Sharma & Prossnitz 2011).

La funcion de ERa y/o ERP en los efectos que describimos de BPA sobre la
entrada de Ca?* en células B es evaluado empleando ligando selectivos (PPT, DPN,
MPP y PHTPP) y células provenientes de ratones ERB knockout (ERB™). Los efectos
de 1 nM BPA sobre la magnitud de las sefiales de Ca?* en respuesta a 65 mM KCl y
la corriente de Ca?* voltaje-dependiente son reproducidos por la misma dosis del
agonista especifico de ERB DPN, mientras que la actividad con dosis bajas de PPT

(agonista de ERa) no provoca ningiin cambio en estos parametros. En el mismo
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sentido, encontramos que la anulacion farmacolégica de ERa (usando el bloqueante
MPP) no impide que BPA actte reduciendo la entrada de Ca?* a dosis bajas, por lo
que se sugiere que ERa no tiene una participacion necesaria en la mediacion de este
efecto. Analizando con detalle los resultados de los experimentos empleando
agonistas y antagonistas de ERs, parece que es ERp el responsable de mediar los
efectos de dosis bajas de BPA (en concreto 1 nM). Es necesario sefialar que la
disminucion de la corriente macroscépica de Ca?* provocada por la incubacién con
1 nM DPN aparece aln en presencia de nifedipina, lo que demuestra que no es el
componente tipo-L el que es regulado por ERp, apuntando nuevamente a la
modulacion de la corriente a través de Ca,2.3.

Cuando analizamos mediante PCR cuantitativa la expresion de los principales
Cay de la célula B, encontramos que la exposicion a 1 nM BPA provoca una
disminucion (= 30%) del ARNm del canal Ca,2.3, en concreto de la subunidad
formadora del poro del canal (Cacnale). Esta reduccién es comparable a la magnitud
de bloqueo de la corriente tipo-R provocado por el BPA que encontramos en los
experimentos de diseccion farmacoldgica de la corriente de Ca?". Nuestros
resultados sugieren, por lo tanto, que el BPA a una dosis tan baja como 1 nM regula
la expresion de Cacnale. Notablemente, la incubacidn con dosis mas altas de BPA,
100 nM y 1 uM, provoca una reduccion de la expresion de Cacnale, que es
equivalente a la encontrada con una dosis baja de BPA. Estos resultados indican que
dosis altas de BPA también actdan reprimiendo la expresion del canal tipo-R, sin
que esto tenga un efecto neto negativo sobre la entrada o la corriente de Ca?*. Por lo
tanto, BPA parece regular la transcripcion del gen Cacnale a través de ERp tanto a
dosis bajas como altas. ERB y ERa son miembros de una amplia familia de
receptores nucleares con capacidad de activar/reprimir multitud de genes en un gran
numero de tejidos. Los ERs pueden regular la expresion génica a través de diversos
mecanismos. En primer lugar, los ERs regulan la transcripcidn al unirse directamente
a los elementos de respuesta a estrdgenos (o ERES) que aparecen en las regiones

promotoras de genes diana. Los EREs son secuencias palindromicas que son
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reconocidas en el genoma por ERs homodiméricos unidos a ligando (Weatherman
et al., 2001; Harrington et al., 2003). Empleando herramientas bioinformaticas,
hemos comprobado que el promotor del gen Cacnale no incluye las secuencias ERE
consenso mas estudiadas. Esto sugiere que el efecto de BPA sobre la transcripcion
de este gen no esta mediado por un efecto gendmico clasico de ERB. Ademas de
unirse a ERE consenso, los ERs unidos a ligando pueden regular la transcripcion al
reconocer genes que contengan ERE no-consenso o EREY.. Y, finalmente, los ERs
también pueden modular la transcripcion sin tener que unirse al ADN. En este caso,
los ERs llevan a cabo una regulacion transcripcional mediante un mecanismo no-
clasico en el nlcleo, que consiste en el anclaje proteina-proteina entre el ER y otros
factores de transcripcion, como Sply AP-1. La transactivacion o transrepresion de
genes tras la formacion de los complejos transcripcionales ER/Spl o ER/AP-1 son
procesos de gran complejidad molecular, y dependen de la estructura del ligando que
se unaa ER, el subtipo de ER al que se una (ERa 0 ERp), la localizacion del receptor,
el promotor del gen y el estado o contexto de la célula (Safe & Kim, 2008). Una de
las caracteristicas mas interesantes de esta regulacion genémica no-clasica es que se
ha descrito que los antiestrégenos pueden activar igualmente la transcripcion a través
de estos elementos. Los antiestrégenos como el ICI 182780 y el 4-OHT pueden
actuar activando AP-1 (al igual que 17p-estradiol) en células endometriales
cancerosas; sin embargo, son incapaces de activar AP-1 en otras células tumorales,
como MCF-7 y ZR-75, que expresan ER (Webb et al., 1995). Fujimoto et al (2004)
encontraron que la mayoria de xenoestrégenos (incluido el BPA) son capaces de
activar ER/AP-1, aunque preferencialmente mediante ERa (Fujimoto et al., 2004).
Otros trabajos han demostrado que existen diferencias muy significativas en la
activacion de ERo/AP-1 y ERB/AP-1 dependiendo de la estructura del ligando;
Weatherman et al (2001) hallaron que los moduladores de estrogenos que testaron
(SERMs: GW-5638 y GW-7604) promueven la transactivacion de AP-1, y que su
potencia es mucho mayor a través de ERP que de ERa. Estas diferencias no se deben
a una mayor selectividad por uno u otro receptor (se unen por igual a ER y ERa),
aunque su afinidad de union es mas débil que para otros SERMs con efectos tisulares

similares (raloxifene y 4-hydroxytamoxifen) (Weatherman et al., 2001). Es
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importante sefialar que el BPA ha sido considerado un estrégeno debil, con una
afinidad por ERs que se ha estimado entre 1000 y 10000 veces menor que la de 17p-
estradiol en ensayos ERE-luc, por lo que suele considerarse que tiene poca potencia
como modulador de la actividad de vias transcripcionales clasicas (Kuiper et al.,
1997; Kuiper et al., 1998). Asi mismo, la actividad transcripcional de los ERs tras la
union de su ligando depende del reclutamiento o disociacion de coreguladores
(estimuladores o represores), cuya disponibilidad en la célula parece estar sometida
a un intrincado control (expresion, regulacién post-traduccional, fosforilacion, etc.)
(McKenna & O"Malley, 2002). Por altimo, los ERs localizados en el citoplasma
pueden regular igualmente la expresion génica a partir de la activacion de cascadas
de sefializacién iniciadas fuera del nucleo. El incremento de la expresion del gen de
la insulina debido a 17pB-estradiol se debe a la interaccion de ERa con la tirosina
quinasa Src, que activa ERK1/2, que a su vez fosforila al factor de transcripcién
NeuroD1,; esta fosforilacién promueve su translocacion al nuicleo y su union en el
region del promotor de la insulina (Wong et al., 2010). Seran necesarios nuevos
experimentos para describir cuél es el mecanismo concreto que utiliza el BPA para
reprimir la expresion del gen Cacnale mediante la modulacion de ERB, ya que la
activacion de ERa en nuestro modelo no parece tener ningin efecto sobre la

expresion de este canal.

La regulacion dependiente de ERP se confirma al emplear células B provenientes
de ratones knockout que no disponen copias funcionales de ERB. En estas células
ERB7, la incubacion con una dosis baja de BPA no provoca la disminucion de la
entrada de Ca?* a través de Cay, que si se observa en las células B de ratones WT.
Cuando analizaos la expresion del ARNm de Cay en estas células encontramos un
resultado muy interesante; la incubacién persistente con 1 nM BPA no s6lo no
disminuye la transcripcion de Cacnale en los islotes ERB”, sino que promueve una
marcada tendencia a su incremento. Este resultado no solo vendria a confirmar la

implicacion de ERP en el mecanismo que lleva a la reduccion de la entrada de Ca?*
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a 1 nM BPA, sino que sugiere una accion contrarreguladora cuando ERf esta

ausente.

Nuestros resultados apuntan hacia un posible papel opuesto de ERa en la
regulacion de la entrada de Ca?* a través de canales voltaje-dependientes. Cuando
incubamos las células B en presencia del antagonista MPP, el bloqueo especifico que
realiza sobre ERa impide su activacion. En estas condiciones de cultivo, 100 nM
BPA es capaz de reducir la corriente de Ca?*, en una proporcion similar a 1 nM. Este
resultado sugiere que la activacion de ERa en un rango de dosis altas contrarresta
los efectos mediados por ERP sobre la corriente de Ca?*, derivados de la disminucion

de la expresién del canal tipo-R.

Cuando las células B se exponen a dosis cada vez mas altas de un ligando
especifico de ERa (1 nM, 100 nM y 1 uM de PPT), observamos que, mientras la
dosis mas baja (1nM) no provoca ninguna alteracion, la elevacion de la dosis de PPT
empleada provoca un incremento dosis-dependiente (100 nM y 1 uM) en la entrada
de Ca?* en la célula B. Estos resultados indican que la activacion de ERa en un cierto
rango de dosis mediaria acciones contrarias a las descritas para ER sobre la entrada
de Ca?* en células B como consecuencia de la despolarizacién de membrana, y que
este efecto de la via de ERa no se debe al incremento de la transcripcion de Cay2.3.
Este resultado sugiere que ERP y ERa actian a través de diferentes rutas de
sefializacion. Esta bien descrito que 17p-estradiol activa vias alternativas uniéndose
a ERs fuera del nucleo. Estas vias estan relacionadas con la activacion de PI3K y
ERKSs, que estan involucrados en multitud de procesos celulares (Nadal et al., 2005;
Ropero et al., 2006). La interaccion entre ERa y PI3K se describid en las células del
endotelio vascular, donde 17p-estradiol estimula la actividad de la sintasa de dxido
nitrico (eNOS); esta accion esta mediada por la union dependiente de ligando de ERa
con la subunidad reguladora (p85a) de PI3K, lo que provoca el incremento de
actividad de su subunidad catalitica (p110) y el consecuente aumento en la

produccién intracelular de fosfoinositidos. Cascada abajo, PIP; promueve la
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activacion de la via de PKB/Akt que conduce a la rapida activacion de eNOS
(Simoncini et al., 2000; Simoncini et al., 2004). PIP3 se liga al dominio PH (dominio
con homologia a la Pleckstrina) de Akt, induciendo su translocacién en la membrana
plasmética, donde Akt puede ser fosforilada por la quinasa PDK1 promoviendo su
activacion (p-Akt) (Catalucci et al., 2009). La fase mas inicial en el incremento de
la actividad de eNOS depende de la activacion por parte de ERa de la ruta de las
MAP quinasas (Chen et al., 1999). Estos trabajos demuestran la existencia de efectos
estrogénicos no gendomicos, mediante el acoplamiento fisico y funcional de ERa con
proteinas de cascadas de sefializacion fuera del nucleo y la produccion de segundos
mensajeros. En nuestro modelo, el incremento de la corriente de Ca?* que provoca
100 nM PPT es completamente blogueado por el inhibidor de PI3K, wortmannin.
Sin embargo, el inhibidor de la via de las MAP quinasas, PD 98059, no parece tener
ningtin efecto sobre la activacion del mecanismo mediado por ERa sobre la entrada
de Ca?*, a pesar de que se ha demostrado que la activacion de ERa a dosis bajas es
suficiente para activar ERK1/2 (Alonso-Magdalena et al., 2008). Estos experimentos
sugieren la implicacion de PI3K, y no de ERK1/2, en la regulacion que ejerce ERa
sobre la corriente de Ca®*, si bien el mecanismo exacto todavia se desconoce. Por lo
tanto, en nuestro modelo, ERB y ERa regulan la entrada de Ca?* en la célula B
pancredtica a través de diferentes mecanismos de accion. Resultados similares a los
observados empleando el antagonista MPP se obtienen cuando la inhibicion se
realiza sobre PI3K, ya que parece ser un efector necesario situado cascada abajo tras
la activacion de ERa. Por lo tanto, nuestros resultados indican que la activacion de
ERa, en un rango de dosis elevadas, desencadena mecanismos amplificadores de la
entrada de Ca?*, los cuales contrarrestarian los efectos negativos mediados por ERp.
La conjugacion simultanea de estos fendmenos contrarios generaria un efecto neto
nulo sobre la corriente de Ca?*, tal como observamos al utilizar dosis mas altas de
BPA (por ejemplo 100 nM). Se ha demostrado que la activacion de Akt provoca un
incremento de la corriente de Ca?* tipo-L en neuronas y cardiomiocitos (Viard et al.,
2004; Sun et al., 2006). La ausencia de PTEN en cardiomiocitos promueve un
aumento de la corriente tipo-L, que no es debido a una mayor expresion de este canal

y que se impide al emplear inhibidores de PI3K o Akt. Del mismo modo, IGF1
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incrementa la corriente de Ca* tipo-L en cardiomiocitos a través de la activacion de
la via PI3Ko/Akt (Sun, et al., 2006). En cuanto al mecanismo molecular que subyace
a la potenciacion de la corriente de Ca?* dependiente de la activacion de PI3K/AKkt,
se ha demostrado que la fosforilacion de la subunidad auxiliar CavB2 por Akt
promueve la translocacién de subunidades formadores de poro del canal Ca,2.2 en
la membrana plasmatica de neuronas (Viard et al., 2004). En este estudio se describe
un novedoso mecanismo postraduccional mediante el cual Akt regula la densidad de
la corriente tipo-L en condiciones fisioldgicas (Viard et al., 2004). Un estudio
posterior describio que la fosforilacion de Ca,2 mediada por Akt aumenta la
densidad de la subunidad Caval en la membrana plasmatica de cardiomiocitos, ya
que la forma fosforilada de CaB2 protege las secuencias PEST de Caval, de tal modo
gue esta secuencia sefial no seria accesible para la maquinaria de degradacion
proteolitica (Catalucci et al., 2009). Los dominios PEST son secuencias muy
conservadas evolutivamente en el poro (subunidad Caval) de los canales Cay
(Catalucci et al., 2009), por lo que este mecanismo podria estar relacionado con la

homeostasis de Ca?" en otros tipos celulares, incluyendo la célula B pancreatica.

La acciones opuestas de ERa y ERp descritas en nuestro modelo, nos llevan a
pensar que este antagonismo podria estar implicado en el fenémeno de la
nomonotonicidad en los efectos de BPA. En los ultimos afos, se ha invertido una
gran cantidad de recursos para investigar los mecanismos moleculares que subyacen,
sin embargo pocos avances se habian producido en el campo de los EDCs. Es
importante sefalar que las acciones celulares desencadenadas por el BPA se
encuadran en un sistema de sefializacién hormonal de enorme complejidad, cuyo
efecto neto dependera de multitud de variables. EI BPA, como xenoestrégeno, puede
ligarse a varios receptores, ademas los niveles de expresion de éstos varian
ostensiblemente dependiendo del tipo celular y el tejido, y pueden activar vias
transcripcionales clasicas 0 no clasicas (nivel nuclear) o vias extragenémicas desde
diversos efectores en el citoplasma (Nadal et al., 2001; Nadal et al. 2005; Ropero et
al., 2006).
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En el modelo que proponemos, la exposicién a BPA provoca una disminucién
en la entrada de Ca?* siguiendo una curva no monoténica, de tal modo que el efecto
descrito a una dosis baja (1nM) no es detectable cuando se incrementa 100 veces la
dosis de BPA; en este caso, nuestros resultados sugieren que esta nomonotonicidad
no responde a un mecanismo singular, sino que este fendmeno seria la consecuencia
del solapamiento de los efectos opuestos que ERPB y ERa tienen sobre la corriente de
Ca?", y cuya activacion depende de la dosis empleada (se desplaza a la derecha en el
caso de ERa). Estos hallazgos en célula f deberian ser considerados, junto a la
multitud de efectos a dosis bajas de EDCs que aparecen en la literatura, para
confrontar las consideraciones actuales para la evaluacién del riesgo de estos
compuestos (Vandenberg et al., 2012; Gore et al., 2015). En nuestro estudio, la
nomonotonicidad del efecto de BPA sobre la entrada de Ca?* pone de manifiesto que
este fendmeno debe ser considerado en el disefio de test toxicoldgicos, ya que la
bioseguridad determinada para dosis altas en ensayos de riesgo no garantizaria la
ausencia de efectos a dosis mas bajas. Tradicionalmente, en toxicologia y para los
procesos de regulacion llevados a cabo por las agencias con competencias, la
evaluacion estandarizada del riesgo de un compuesto quimico consiste en un
conjunto de pruebas estandarizadas que llevan a establecer la dosis mas baja a la cual
un efecto es detectable (denominada LOAEL por sus siglas en inglés), y la dosis por
debajo de la cual ningin efecto es observable (0 NOAEL). Una vez determinadas,
se aplican una serie de célculos que conducen a la determinacion de una dosis de
referencia que es considerada segura para la exposicion de los humanos.
Normalmente, la dosis de referencia se establece en una dosis entre 3 y 1000 veces
mas baja que el NOAEL. Es necesario destacar que la dosis de referencia se asimila
como exposicion tolerable y es considerada segura, aun cuando no es testada
directamente en los ensayos de riesgo (VVandenberg et al., 2012). Teniendo en cuenta
los resultados obtenidos en nuestro estudio, el disefio de los ensayos toxicol6gicos
clasicos arrojaria un falso negativo en cuanto a la seguridad de BPA evaluando
nuestro punto final (la sefalizacion de Ca?"), ya que la dosis mas alta que

examinamos no produce efecto y carece de valor predictivo en cuanto a la respuesta
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que hallamos a dosis méas bajas. Sin embargo, a dia de hoy, las normativas que
establecen los estandares de exposicion a compuestos quimicos siguen siendo
desarrolladas asumiendo el principio de monotonicidad, sin examinar directamente
en los ensayos de riesgo las dosis bajas, que serian, presumiblemente, a las que esta
expuesto el publico general (Vandenberg et al., 2012).
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CONCLUSIONES

Los resultados presentados en este trabajo sugieren que la exposicion a BPA
altera directamente la funcionalidad de la célula B pancreatica, provocando
cambios significativos en la forma del potencial de accion, la sefializacion de

calcio, el contenido de insulina, la exocitosis y la secrecion de insulina.

La disminucién en la sefializacién de calcio inducida por el BPA se ajusta a la
forma de una curva dosis-respuesta no monoténica: el BPA disminuye las
sefiales de calcio a concentraciones de exposicién bajas (100 pM y 1 nM
BPA), mientras que dosis mayores (10 y 100 nM BPA) no alteran este

parametro.

La reduccion en la entrada de calcio tras la incubaciéon con 1 nM BPA es
consecuencia de la expresion disminuida del ARNm de la subunidad
formadora del poro Cayale (Cacnale) a través de un mecanismo mediado por
ERB, lo que promueve la reduccion de la corriente tipo-R. Notablemente, la
expresion del canal tipo-R aparece disminuida para cualquiera de las dosis de
BPA probadas (de 1 nM a 1 uM), lo que sugiere que el efecto mediado por
ERP sobre la transcripcion de este canal es monotonica, en contraposicion al

efecto no monotdénico de BPA sobre la entrada de calcio.

Dosis altas de BPA (= 100 nM) potencian la entrada de calcio voltaje-
dependiente en las células B pancreaticas a través de un mecanismo

dependiente de PI3K y mediado por ERa.

En resumen, la nomonotonicidad existente entre las dosis de exposicion
a BPA y la entrada de calcio en célula P parece ser la consecuencia de los
efectos opuestos mediados por ERP y ERa sobre la regulacion de las
corrientes de calcio voltaje-dependiente. Nuestros resultados sugieren la
existencia de dos mecanismos independientes que se activarian a
diferentes dosis de ligando. Dosis bajas de BPA activarian de forma

particular la via de ERp, que tiene un efecto transcripcional no-clasico
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sobre la expresion del canal tipo-R. Mientras que concentraciones mas
altas de BPA provocarian la activacion simultanea de ambos mecanismos
contrarreguladores mediados por ERp y ERa, lo que tendria un efecto
neto nulo en la entrada de calcio.
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CONCLUSIONS

The results presented in this work suggest that BPA exposure at 1 nM directly
alters pancreatic B-cell function, eliciting significant changes in the shaping
of action potentials, calcium signaling, insulin content, exocytosis and insulin

secretion.

BPA-induced decrease on calcium signaling follows a non-monotonic dose
response (NMDR) curve: it decreases calcium signaling at low concentrations
of exposure (100 pM and 1 nM BPA), while higher doses (10 and 100 nM
BPA) have no effects.

Calcium entry reduction after incubation with 1 nM BPA is a consequence of
an ERpB-mediated downregulation in the mRNA levels of the pore-forming
Cayole subunit (Cacnale), therefore promoting a diminution of R-type
calcium current. Remarkably, R-type channel expression is diminished within
the entire range of BPA doses tested (1 nM to 1 uM), suggesting that the effect
of the ERp-mediated regulation in channel transcription is monotonic,

contrary to the while BPA effects on calcium entry.

High BPA doses (> 100 nM) potentiate voltage-gated calcium entry in
pancreatic P-cells through extranuclear ERo-mediated PI3K-dependent

mechanism.

In summary, the NMDR relationship between BPA exposure and calcium
entry seems to be the outcome of the opposite effects mediated by ERp
and ERa on the processes regulating voltage-operated calcium currents
in pancreatic p-cells. Apparently, two independent mechanisms act at
different ligand doses. Low BPA doses particularly activate the ERp
pathway, which has a non-classical transcriptional effect on R-type
calcium channel expression. At higher BPA concentrations, the
simultaneous activation of both counteracting mechanisms involving

ERp and ERa has no macroscopic effects on calcium entry.
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