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PREFACIO

Como requisito de la normativa vigente de la Universidad Miguel Hernandez de
Elche, este documento, correspondiente a la tesis doctoral titulada: “Papel del
receptor de estrégenos 3 en los efectos de la exposicidon prenatal al bisfenol-a
en la célula B pancreatica”, comprende:

» Una introduccion en la que se presenta la investigacion realizada y en la que el
propdsito de esta tesis doctoral es explicado y justificado.

* Un resumen de los materiales y métodos empleados en la investigacion.
* Un resumen de los resultados obtenidos, su discusion y conclusiones finales.

El presente trabajo es presentado junto con el siguiente articulo:

Bisphenol-A exposure during pregnancy alters pancreatic B-cell division and
mass in male mice offspring: A role for ERf3

Talia Boronat-Belda, Hilda Ferrero, Ruba Al-Abdulla, Ivan Quesada, Jan-Ake
Gustafsson, Angel Nadal, Paloma Alonso-Magdalena

Food Chem Toxicol, doi: 10.1016/j.fct.2020.111681

Publicacion encuadrada en el primer cuartil (Q1) de JCR. Factor de impacto
4.679

empleado como indicio de calidad para la presentacion de la tesis doctoral
mediante compendio de publicaciones y cumpliendo asi con la normativa del
RD99/2011 y la normativa vigente de la Universidad Miguel Hernandez de Elche.
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RESUMEN

La exposicion al disruptor endocrino BPA, durante la gestacion, conduce a
alteraciones metabdlicas en la descendencia produciendo efectos adversos en
la homeostasis de glucosa y, por tanto, a un aumento del riesgo en la aparicion
de enfermedades metabdlicas como la diabetes mellitus tipo 2. Por otro lado, se
tienen constancia de que el BPA, a través de la activacion de receptores de
estrégenos, pone en marcha diferentes vias de sefializacion que pueden alterar
la funcion y la expresion de genes en la célula B pancreatica. En el presente
trabajo analizamos cual es el efecto del BPA sobre la masa y la funcion de la
célula B pancreatica durante el primer mes de vida en la descendencia y la
posible implicacion de los receptores de estrégenos.

Para investigar los efectos del BPA sobre el desarrollo de la célula B pancreatica
en la descendencia se utilizaron ratones de la cepa OF1. Asimismo, para
esclarecer la implicacién del receptor de estrogenos, ER[, se utilizaron ratones
de la colonia knockout para este receptor. Para el estudio de la masa y
proliferacion de la célula B pancreatica se llevaron a cabo experimentos in vivo
en los animales al mes de vida mediante técnicas de inmunohistoquimica. Para
el estudio de la funcion de este tipo celular en los descendientes al mes de vida
se analizo la tolerancia a la glucosa, la sensibilidad a la insulina, la capacidad
secretora de las células 3 pancreaticas en respuesta a glucosa tanto in vivo como
ex Vivo, posibles cambios en la expresion génica, asi como en los niveles de
hormonas plasmaticas importantes en el control de la homeostasis glucémica y
energeética. Ademas, para corroborar la implicacion del recetor ERf en el efecto
proliferativo directo del BPA se realizaron analisis in vitro mediente el cultivo
primario de células aisladas del islote de Langerhans de animales procedentes
de la colonia knockout para ERB. Las células aisladas se incubaron con
diferentes dosis de BPA; el agonista especifico de ERB, WAY200070; el agonista
especifico de ERa, PPT; y la hormona natural 17B-estradiol.

Los resultados obtenidos mostraron como la exposicion a BPA durante el
desarrollo embrionario conducia a un aumento estadisticamente significativo del
area y la masa de células B pancreaticas en los descendientes de la cepa OF1.
Estos cambios se asociaron con un aumento de la proliferacion y una
disminucién de la apoptosis. Ademas, observamos que estos cambios se
producian también en animales WT de la colonia BERKO mientras que aquellos
animales que carecian del recetor ERB no mostraban cambio fenotipico alguno.
Los experimentos realizados in vitro demostraron que el BPA, a dosis
medioambientalmente relevantes, aumentaba la tasa de proliferacion de la célula
B a través de un mecanismo dependiente de ERB. No obstante, no podemos
descartar la participacion de otros receptores como ERa dado que agonistas

especificos como el PPT condujeron asimismo a un aumento de la proliferacion.
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Por otro lado, el tratamiento con la hormona 17B-estradiol no produjo ningun
efecto en la division de la célula B. Por lo que respecta a los estudios de la funciéon
de la célula B en los descendientes jévenes tras la exposicion intrautero a BPA
no se observaron diferencias significativas en cuanto a la tolerancia a la glucosa,
sensibilidad a la insulina ni en los niveles hormonales. Sin embargo, observamos
que los animales BERKO per se presentaban una disminucién en la secrecién
de insulina estimulada por glucosa.

En conclusién, la exposicion in utero a BPA promueve cambios tempranos en la
morfologia del pancreas endocrino que requieren de la participacién del receptor
de estrogenos ERB. ElI BPA, a dosis dentro del rango de exposicion humana,
modula la division de las células B pancreaticas, incrementando la masa de este
tipo celular durante el desarrollo. Este hallazgo contribuye a ampliar nuestro
conocimiento sobre los mecanismos subyacentes a la accion del BPA en la
homeostasis de la glucosa.
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ABSTRACT

Gestational exposure to BPA leads to metabolic disorders in the offspring which
may increase the risk of developing diseases like type 2 diabetes. BPA is also
known to activate different signalling pathways through activation of estrogen
receptors (ERs) which may alter gene expression and pancreatic B-cell function.
In the present work, we analyse the effects of gestational exposure to BPA on
pancreatic B-cell function and mass in the offspring during first month of life as
well as the role of ERs.

We use OF1 mice to investigate the effects of BPA on pancreas development in
the offspring exposed. To uncover the possible participation of ERB animals from
BERKO colony were included in the study. Pancreatic B-cell mass and
proliferation was analysed in the offspring at postnatal day 0 (P0) and 30 (P30)
by means of histological and morphometric procedures. Pancreatic -cell function
was explored at P30. Glucose tolerance, insulin sensitivity, in vivo and ex vivo
insulin secretion response, changes on gene expression as well plasma levels of
hormones key in glucose and energy homeostasis were analysed. In addition to
that, in order to explore ER role in the proliferative effect of BPA in pancreatic
B-cells, a series of in vitro experiments were performed. Dispersed pancreatic
islet cells from adult male WT and BERKO mice were cultured in the presence of
vehicle or BPA, a specific agonist of ERB, WAY200070, a specific agonist of ERaq,
PPT, or the natural hormone 173-estradiol.

We found that gestational exposure to BPA led to a significant increase of
pancreatic (3-cell area and mass in the OF1 male offspring. This increment was
related to enhanced pancreatic B-cell proliferation rate and decreased apoptosis.
Similar results were observed in WT exposed animals from the BERKO colony
while mice lacking ERB did not show any change. In vitro experiments revealed
that BPA, at environmentally relevant doses, promoted increased pancreatic 3-
cell division in an ERB-dependent manner. Nevertheless, we cannot discard that
other ERs like ERa may also play a role since the treatment with the selective
agonist of ERa, PPT, also increased B-cell replication rate. On the contrary, the
treatment with 17B3-estradiol, in the same range of doses, did not promote any
change on B-cell proliferation neither in males nor in females WT. As regards the
in vivo study of glucose homeostasis, no significant effects were observed on
glucose tolerance, insulin sensitivity or plasma hormone levels in the male
offspring in utero exposed to BPA at P30. However, we do observe that BERKO
animals showed decreased insulin secretion in response to stimulatory glucose
concentrations.
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In summary, in the present study we demonstrate that in utero exposure to BPA
promote early changes in the morphology of the endocrine pancreas in an ER(-
dependent manner. In addition, we found that BPA, at doses within the range of
human exposure, modulates pancreatic 3-cell division leading to an increment of
pancreatic B-cell mass during development. This finding will contribute to expand
our knowledge on the mechanisms underlying BPA action which may have an
impact on glucose homeostasis.
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1. EL ISLOTE DE LANGERHANS

El pancreas es una glandula mixta de aspecto elongado unida por un extremo,
al duodeno y por el otro, al bazo. Su definicion etimolédgica formada por [pan =
todo; kreas = carne], se explica, posiblemente, por su apariencia macroscopica.
Este 6rgano glandular, anexo al aparato digestivo, esta constituido por dos
organizaciones claramente diferenciadas, tanto a nivel fisiolégico como
estructural: la parte exocrina y la parte endocrina. La porcion exocrina esta
compuesta del tejido glandular acinar y racimoso, donde se secretan enzimas
digestivas que seran liberadas al duodeno. La porcion endocrina estad formada
por “micro-6rganos” que son unidades funcionales constituidas por agrupaciones
de células denominadas islotes de Langerhans y su funcion es sintetizar y liberar
al torrente sanguineo diferentes hormonas implicadas en la homeostasis de la
glucosa. Los islotes pancreaticos estan bien vascularizados ademas de
presentar inervacion del sistema autonomo, simpatico y parasimpatico.

La masa de células endocrinas del pancreas apenas constituye un 1 % del total
del 6rgano, y se agrupa en poblaciones generalmente de 1000-3000 células
formando los islotes de Langerhans, aunque estas agrupaciones pueden variar
su densidad celular. Los islotes de Langerhans estan formados por 5 tipos
celulares clasificados segun las hormonas que secretan. La célula alfa (a) es la
productora del glucagén y es el segundo tipo celular mas abundante del islote
pancreatico. La célula beta (B) responsable de producir la insulina, es la que
forma la mayor parte de la masa celular endocrina. La célula delta (d) y la célula
PP son dos tipos celulares menos abundantes en el islote. La célula 6 secreta la
somatostatina y la célula PP secreta el polipéptido pancreatico. El ultimo tipo
celular es la célula épsilon (€) que sintetiza el polipéptido ghrelina. Cabe destacar
gue la citoarquitectura y la composicion porcentual de los distintos tipos celulares
es variable en las diferentes especies animales (figura 1). En los islotes
humanos, las poblaciones celulares se encuentran distribuidas de forma
heterogénea, con un porcentaje aproximado del 65 % de células 3, 30 % de
células a 'y el resto de los otros tipos celulares minoritarios (Brissova et al., 2005,
Cabrera et al., 2006, Arrojo e Drigo et al., 2015). En los islotes murinos, la
distribucion es mas homogénea y estd compuesta principalmente por las células
B (60-80 %), presentes en la zona central del islote; rodeadas de células a (15
%); y los demas tipos celulares distribuidos en la periferia del islote (Arrojo e
Drigo et al., 2015).
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Figura 1. Citoarquitectura comparada del islote de Langerhans en el ratén (A) y el
humano (B). En la especie murina, la célula B se ubica en el centro insular y en la
periferia las células a 'y &. Por el contrario, los islotes de los primates y la especie humana
presentan una distribucion mas heterogénea de las células B, a y 6. Imagen modificada
de Arrojo E Drigo et al., Diabetologia 2015.

1.1. Desarrollo embrionario del islote de Langerhans.

El pancreas, al igual que otros 6rganos gastrointestinales, deriva de la capa
germinal denominada endodermo durante el proceso de gastrulacion. Este
proceso esta bien caracterizado en el raton, siendo aproximadamente en el dia
8.5-9 de gestacion (G8.5-9) cuando surge el pancreas, a través de la formacion
de dos evaginaciones del tubo endodérmico, una dorsal y otra ventral. A partir
del dia de gestacion G9.5 y hasta el dia G12, el tejido pancreético invade el
mesénquima, formando unas estructuras ramificadas denominadas ductos.
Durante estos dias, el tejido pancreatico sufre una gran expansion y ramificacion.
Este epitelio pancreatico temprano, contiene células pancreéticas progenitoras
multipotentes que pueden dar lugar a todos los tipos celulares pancreaticos.
Aproximadamente, en los dias G11.5-12.5, ambas evaginaciones, dorsal y
ventral, se fusionan dando paso a una reorganizacion epitelial con la aparicion
de dos tipos celulares: las células de los extremos (del inglés, tips cells) y las
células troncales (del inglés, trunk cells). Las células de los extremos daran lugar
a las células exocrinas acinares; y las células troncales, a las células endocrinas
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y a las células ductales. Este evento marca el inicio del proceso que se denomina
segunda transicion. La segunda transicion ocurre entre los dias G13.5-G15.5,
donde los diferentes tipos celulares se van a diferenciar. En el dia G18, ya serén
visibles los 5 tipos celulares endocrinos que conocemos del islote de
Langerhans: célula 8, célula a, célula §, célula € y célula PP.

Las células B pancreaticas, una vez formadas, van a multiplicarse y renovarse
hasta alcanzar la masa celular necesaria para el organismo adulto. En roedores,
la mayor expansién de la masa de célula 3 se produce en la Ultima etapa de la
gestacion y también, durante la primera semana postnatal, con un incremento
qgue puede llegar a doblar la poblacion en un dia. El aumento de la masa de
célula B tiene lugar mediante dos procesos: la neogénesis y la proliferacion. La
neogénesis, se define como la formacion de nuevas células B, mediante
diferenciacion de los precursores endocrinos pancreaticos, siendo el principal
mecanismo de generacion de este tipo celular, contribuyendo hasta un 80%,
antes de la primera semana postnatal. Por lo que concierne al proceso de
proliferacion, es la autorreplicacion celular y, su porcentaje de participacion es
alrededor de un 20 % durante este periodo. Ademas, en el mantenimiento de la
masa de célula B durante los primeros dias neonatales, también juega un papel
importante el proceso de apoptosis (Scaglia et al. 1997).

A partir de la primera semana de nacimiento, el porcentaje de participacion de
estos procesos se invierte. La expansion de la poblacidon de célula 3 se producira
principalmente a través del proceso de proliferacion, si bien el proceso de
diferenciacion celular, conocido como neogénesis, continda a lo largo de la vida
adulta, pero con una tasa muy baja (Bonner-Weir, 2000b, Dor et al., 2004).

En la edad adulta, la tasa de proliferacién de la célula B se reduce al 1 % por lo
que disminuye la expansion de la masa de la célula . El pancreas endocrino, no
obstante, se considera un tejido de gran plasticidad, debido a su capacidad de
adaptacion a las variaciones metabdlicas que ocurren durante la vida adulta
como adaptacion a ciertas situaciones fisioldgicas como la gestacion, o
patolégicas como la obesidad. En ambas condiciones se desarrolla una
resistencia a la insulina que condicionara un incremento en la demanda de
insulina como compensacion. El pancreas endocrino se adapta a dicha demanda
aumentando la secrecion de insulina, asi como la masa de células f mediante
procesos fundamentalmente de proliferacion celular (Bonner-Weir, 2000a, Nadal
et al., 2009).

1.2 Regulacién del desarrollo embrionario del islote de Langerhans.

El destino del islote de Langerhans se rige por una red bien orquestada de
sefales extracelulares, provenientes de los tejidos adyacentes; y de factores de
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transcripcion que van a determinar el paso de las células progenitoras
multipotentes a las células maduras, utilizando mecanismos como la
diferenciacion, el crecimiento y el linaje celular, determinando los diferentes tipos
celulares pancreaticos.

Las células iniciales denominadas progenitores pancreaticos, expresan Pdx-1
(del inglés, Pancreatic and Duodenal Homeobox 1) y Ptfla (del inglés, Pancreas-
specific Transcription Factor 1) en los dias G8.5 y G9.5, respectivamente. La
expresion de Pdx-1y Ptfla se manifiesta en todos los progenitores pancreéticos,
indicando que los tipos celulares exocrinos, endocrinos y ductales, tienen un
origen comun. Sin embargo, la expresion de Pdx-1 se restringe a las células
acinares y endocrinas justo antes de nacer, y en el adulto principalmente a las
células B productoras de insulina. Por otro lado, la expresion de Ptfla se limita a
las células acinares a partir del dia G13.5. Con respecto al desarrollo endocrino,
destaca el factor de transcripcion Ngn3 (del inglés, Neurogenin 3). Este factor de
transcripcion se encuentra ya expresado en el dia G9.5, y es en el dia G15.5
donde aumenta de forma notoria su expresién, debido a la ola de diferenciacién
endocrina que sufren las células. EI Ngn3 es expresado por los precursores
endocrinos que dan lugar a todos los tipos de células pancreaticas productoras
de hormonas.

Existen diferentes factores de transcripcion activados por Ngn3 que se expresan
en la fase mas tardia de la gestacion y que determinan el tipo celular endocrino.
Estos son: el factor Pax4 (del inglés, Paired Box Gene 4) de expresion restringida
solo en las células B y el factor Arx (del inglés, Aristaless-Related Homeobox)
que se expresa en las células a y € (Rojas et al., 2010). La familia de factores de
transcripcion Nkx, como el Nkx2.2, Nkx6.1 y el Nkx6.2, también estan
involucrados en la determinacién del linaje celular. Por ejemplo, el Nkx2.2 se
expresa en las células B, a y PP maduras. En la maduracién de las células (3,
intervienen diferentes factores de transcripcion que regulan el gen de la insulina,
como el Pax6, el NeuroD1 y el Pdx-1, el cual, ademas de tener un papel crucial
en el desarrollo precoz del pancreas, es esencial para la supervivencia de las
células B. Otro grupo de genes implicados en la maduracién de la célula B son
Hnf1a y Hnf4a. Los factores anteriormente mencionados son los que tienen una
mayor participacion en el desarrollo embrionario del pancreas endocrino, no
obstante, existen otros muchos factores no detallados tales como los factores
Gata4 y Gata6, que se expresan en el endodermo pancreatico y, cuya expresion
posterior se restringe a las células acinares en el caso de Gata4, y a las células
endocrinas en el caso de Gata6 (Ketola et al., 2004). Otros factores como Foxa,
Foxal y Foxa2 se expresan muy temprano y persisten en todos los tipos
celulares durante el desarrollo y a lo largo de la vida adulta; siendo ademas
esenciales para la expresion de Pdx-1 (Gao et al., 2008). En cuanto a las sefiales
extracelulares, cabe destacar la via de sefalizacion Notch, la cual desempefia
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un papel clave en la diferenciacién y proliferacidon de las células progenitoras que
expresan Pdx-1. La activacion de la via Notch actia como freno para la
diferenciacion celular pancreatica y activa la proliferacion de estas células
progenitoras (Artavanis-Tsakonas et al., 1999).

Estudios sobre el desarrollo del pancreas en humanos muestran que los eventos
morfogenéticos estan altamente conservados entre las especies murina y
humana. La formacién del pancreas en los humanos se inicia en una etapa
equivalente a la del ratén, sin embargo, algunos estudios han puesto de
manifiesto que existen algunas diferencias entre estas dos especies. Por
ejemplo, la diferenciacion de los distintos tipos celulares endocrinos en humanos
se produce durante el primer trimestre de gestacion, detectandose a las 8
semanas postconcepcion las células 3, y a las 9 semanas células a 'y & dispersas
que, en el ratdn, aparecen posteriormente, entorno a los dias 13 y 15 de
gestacion. La agrupacién de estas células endocrinas en los llamados islotes de
Langerhans tiene lugar antes en el raton que, en los humanos, justo al nacer en
los primeros, y entre las semanas 11 y 14 del embarazo en los segundos (Piper
et al., 2004, Jeon et al., 2009). Los factores de transcripcion que regulan la
formacion del pancreas fetal humano son los mismos que se expresan en el
ratén, si bien existen algunas diferencias en lo que se refiere al tiempo en el que
ocurre la expresion; por ejemplo, el factor de transcripcion Pdx-1 se expresa de
forma mas tardia durante el desarrollo fetal humano, cuando la evaginacién
dorsal se separa de la notocorda y de la aorta, en cambio en el raton el factor
Pdx-1 ya esta presente en el tubo endodérmico (Jennings et al., 2015). Cabe
destacar que los estudios genéticos en humanos han identificado diversas
mutaciones en factores de transcripcion que producen alteraciones pancreaticas.
Por ejemplo, mutaciones homocigotas en Pdx-1 y Ptfla producen agenesia
pancreatica, y mutaciones heterocigotas de pérdidas de funcion en Pdx-1 se
asocian con el desarrollo de un tipo de diabetes mellitus en individuos jovenes
conocida como MODY4 (Stoffers et al., 1997).

2. FUNCIONAMIENTO Y CARACTERISTICAS DE LA CELULA B
PANCREATICA

La célula B pancreética es la responsable de la sintesis y liberacion de la insulina
en respuesta a diversos factores como nutrientes, hormonas y estimulos
nerviosos. La insulina es esencial para la supervivencia del organismo, ya que
es la Unica hormona que ejerce una accion hipoglucémica vy, por tanto, es clave
en la regulacién de la homeostasis de la glucosa. Su descubrimiento se remonta
al aflo 1921. Es una hormona polipeptidica de pequefio tamafio formada por 51
aminoacidos (aa), con una cadena A (21 aa) y una cadena B (30 aa) unidas a
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través de puentes disulfuro intracatenarios, cuya sintesis requiere de varias
etapas (Bell et al., 1980).

La glucosa es el principal estimulo que desencadena la secrecion de insulina por
parte de las células B pancreaticas. Los mecanismos que regulan dicho proceso
se integran en el fendmeno conocido como acoplamiento estimulo-secrecion que
se describe a continuacion en el caso del raton (figura 2): La glucosa penetra en
la célula B mediante transportadores especificos tipo GLUT2 que permiten la
entrada rapida de la misma al citosol. Posteriormente, la glucosa se metaboliza
por via anaerdbica a piruvato a través del proceso de glucdlisis. El piruvato, se
incorpora al ciclo de Krebs en la mitocondria, dando lugar a la producciéon de
GTP, CO2y nucledtidos NADH y FADH:. Estos nucleétidos con poder reductor,
transfieren electrones a la cadena respiratoria, facilitando la generacion de un
gradiente de H* a ambos lados de la membrana mitocondrial interna, el cual
activa la ATP sintasa con la posterior generacion de ATP. El ATP es transferido
al citosol incrementando la razon ATP/ADP lo que produce el cierre de los
canales de K* sensibles a ATP (Katp). El cese del flujo de salida de K* se traduce
en una despolarizacion progresiva de la membrana. Esta despolarizacion de la
membrana conlleva la apertura de los canales de calcio dependientes de voltaje,
incrementando los niveles de calcio intracelulares y permitiendo su entrada
desde el exterior. El incremento del Ca?* citosélico es la sefial final que
desencadena la exocitosis de las vesiculas de insulina. La exocitosis es un
proceso complejo, que consiste en una fusion de granulos de insulina con la
membrana plasmatica y en la apertura de pequefios poros temporales entre el
lumen y el medio extracelular (Eliasson et al., 2008). Finalmente, se produce la
liberacion de la insulina al torrente sanguineo, que posteriormente actuara sobre
los tejidos diana como comunicador de la presencia de glucosa en sangre
(Ashcroft and Rorsman, 2013). Tanto a nivel de la actividad eléctrica, como de la
sefial de Ca?*, se genera un patrén oscilatorio y sincrénico debido a la existencia
de un alto grado de acoplamiento celular mediado por uniones tipo gap (del
inglés, gap-junctions), que permiten el funcionamiento en forma de sincitio de
grupos de células B (Santos et al.,, 1991, Valdeolmillos et al., 1993). Este
acoplamiento, en células B pancreaticas murinas, se cree que es indispensable
para una adecuada liberacion de insulina (Santos et al., 1991, Nadal et al., 1999).
Con respecto al acoplamiento estimulo-secrecion en humanos, existen ciertas
discrepancias en la identidad molecular de los participantes en este mecanismo
con respecto al ratdon. Por ejemplo, una de las principales diferencias en la
especie humana, es la expresion de cantidades mas elevadas del transportador
de glucosa GLUT1 y GLUT3 en oposicion a la mayor expresion de GLUT2 en
roedores (De Vos et al., 1995). Ademas, en 2008, se observaron diferencias en
la dotacidon de canales de la célula B en humanos (Braun et al., 2008). Con
respecto a los canales de Ca?* dependientes de voltaje, ambas especies activan
en la fase de despolarizacion, canales de tipo L, pero los canales de tipo R solo
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se activan en raton y los canales tipo T y P/Q solo en humanos. Otra diferencia
en humanos, es la activacion de canales de Na* dependientes de voltaje, la cual
no ocurre en la especie murina (Barnett et al., 1995, Rorsman and Braun, 2013).

Cabe destacar que ademas del mecanismo de secrecion de insulina dependiente
de Katp, existen otros mecanismos para la regulacion de la secrecion de la
insulina, independientes de Katp. A estos procesos se les llama vias
amplificadoras (Henquin, 2000). Estas vias amplificadoras pueden dividirse en
dos subgrupos: vias de amplificacion metabdlica, en la que estarian implicados
el ATP u otros mensajeros como el adenosin monofosfato ciclico (AMPc), el
NADPH, intermediarios del ciclo del &cido citrico etc., o bien vias de amplificacion
neurohormonal, mediante la activacion de la proteina quinasa C (PKC) o proteina
quinasa A (PKA) por Acetilcolina (ACh) o el péptido similar al glucagoén tipo 1
(GLP-1) (Henquin, 2009). Ademas, se han propuesto otros moduladores como
los acidos grasos no esterificados (NEFA), que podrian potenciar la secrecion de
insulina a través de la acilacion de proteinas reguladoras, o bien, a través de la
formacion de otros metabolitos como el diacilglicerol (DAG), implicado en la
activacion de la PKC.
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Figura 2. Funcionamiento de la célula B pancreatica: acoplamiento estimulo-
secrecién. Esquema de los flujos, canales y receptores que intervienen en la secrecion
de los granulos de insulina. Modificada del libro: Islets of Langerhans Second Edition
Md. Shahidul Islam.

3. LA DIABETES MELLITUS

La Diabetes Mellitus (DM) es uno de los desordenes metabdlicos mas comunes.
Es un trastorno de origen multifactorial y caracterizado principalmente por niveles
de glucosa altos en sangre (estado de hiperglucemia). Esta desregulacion de la
glucosa puede ser causada por un defecto en la produccién de insulina en el
pancreas, y/o a una insuficiente captacion de la glucosa por parte de los tejidos
periféricos, principalmente el musculo, el higado y el tejido adiposo, fenbmeno
gue se conoce como resistencia a la insulina. Ademas, las complicaciones
secundarias mas comunes de la diabetes incluyen trastornos agudos, como las
retinopatias, nefropatias y neuropatias entre otros, afectando por tanto a
multiples tejidos corporales como el sistema nervioso y el vascular,
principalmente. La incidencia de la diabetes se ha incrementado durante las
Ultimas décadas, convirtiéndose en un problema de salud publica a escala
mundial. En 2005, un total de 333 millones de personas en todo el mundo
padecian este desorden metabdlico, y en 2015 esta cifra ascendi6 a 435
millones, incrementandose en un 30.6 % (Ingelfinger and Jarcho, 2017). Se
prevé gue para el afio 2030, el 7.7 % de la poblacién adulta de entre 20 y 79
afios de edad padecerda DM (Chen et al., 2012). En 2010, la Asociacién
Americana de Diabetes establecié los criterios para la confirmacion del
diagnostico de DM. De esta manera se consideraba diabético al paciente que
presentara cualquiera de los tres factores: glucemia = 200 mg/dL en cualquier
momento del dia, con presencia de sintomas clasicos de diabetes (poliuria,
polidipsia, pérdida inexplicable de peso); glucemia = 126 mg/dL en ayunas (8
horas); hemoglobina glicosilada (HbA1c) = 6,5 % y glucemia = 200 mg/dL a las
2 h de una sobrecarga oral de 75 g de glucosa (Association, 2010).

Se distinguen cuatro tipos principales de DM: la diabetes tipo 1 (DMT1), la
diabetes tipo 2 (DMT2), la diabetes gestacional (DMG) y la diabetes tipo MODY
(del inglés Maturity Onset Diabetes of the Young), siendo diferentes sus causas
y sintomatologia. La DMT1 es una enfermedad autoinmune que se caracteriza
por la destruccion de las células B pancreaticas productoras de insulina, a causa
de un proceso destructivo selectivo. La enfermedad suele manifestarse en la
infancia o adolescencia, en el momento en que aproximadamente un 80% de las
células B han desaparecido (Eizirik et al., 2009). Con respecto a la DMG esta
aparece durante el embarazo cuando no existe una adaptacion adecuada de las
células B pancredticas para hacer frente a la resistencia a la insulina que
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acontece de manera fisiologica durante esta etapa con el fin de adaptarse a la
elevada demanda nutricional del feto (Schneider et al., 2012). En cuanto a la
diabetes tipo MODY, ésta es causada por mutaciones en genes que participan
en la funcion de la célula B o en la accion de la insulina. Se han clasificado
diversos tipos MODY, algunas de ellas son: MODY3, los pacientes presentan
mutaciones en el factor nuclear hepatico nuclear 1 a (Hnfla); MODY1,
mutaciones en el factor nuclear hepatico nuclear 4 a (Hnf4a); MODY2,
mutaciones en la glucoquinasa; MODY4, mutaciones en Pdx-1; MODYS5,
mutaciones en el factor nuclear hepatico nuclear 1 B (HnflB) y MODYS6,
mutaciones en NeuroD1/BETAZ2. Los pacientes con diabetes de tipo MODY son
no insulinodependientes y se diagnostican usualmente antes de los 25 afios.

La DMT2 es el tipo mas comun entre los pacientes diabéticos, su origen es
multifactorial y en su etiologia los componentes ambientales y la predisposicion
genética juegan un papel esencial. Se caracteriza por la aparicion de resistencia
a la insulina por parte de los tejidos periféricos encargados de la homeostasis de
la glucosa acompanada de una disfuncion progresiva de la célula B pancreatica.
A continuacion, la abordaremos con mas detenimiento.

3.1 La Diabetes Mellitus tipo 2

La DMT2 es una de las enfermedades con mayor impacto sociosanitario, dada
su elevada prevalencia (90-95 % de todos los casos de DM) y su morbilidad por
complicaciones crénicas. Existen dos fendmenos claves en el desarrollo de la
DMT2: la resistencia a la insulina (RI) en tejidos periféricos como el masculo, el
higado y/o el tejido adiposo y el fallo de la célula B pancreética.

La RI se define como la reduccion de la sensibilidad a la accion de la insulina en
sus tejidos diana, dando lugar a una disminucion de la captacion periférica de
glucosa y de la capacidad de suprimir la gluconeogénesis hepatica, y a una
alteracion en el metabolismo de los carbohidratos, los lipidos y las proteinas. Las
principales consecuencias de la Rl sobre el metabolismo de los carbohidratos se
traducen en un exceso de la produccién de glucosa hepatica mediado por la
gluconeogénesis y a un incremento de la glucogendlisis que conlleva una
hiperglucemia en ayunas y una resistencia hepatica a la insulina. En cuanto a las
alteraciones sobre el metabolismo lipidico, se produce un aumento de la
concentracion plasmatica de acidos grasos debido a la lipdlisis de la grasa
almacenada, asi como la activacion de la enzima lipasa presente en los
adipocitos que produce la hidrdlisis de los triglicéridos almacenados en forma de
acidos grasos que se liberan al torrente sanguineo. Las alteraciones sobre el
metabolismo proteico debidas a la RI consisten fundamentalmente en una
disminucién de los niveles de proteina debido a un aumento de los procesos de
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catabolismo, y como consecuencia, a un incremento en la concentracion de
aminodacidos en sangre. En respuesta a la Rl la célula B pancreatica incrementa
la secrecibn de insulina generando un estado de hiperinsulinemia
compensatorio. La Rl es ademas el eje central del sindrome metabdlico, una
condicién clinica en la que confluyen otros factores de riesgo como obesidad
central, dislipidemia e hipertensién arterial, y que se considera precursora de
patologias como la DMT2 y las enfermedades cardiovasculares.

En el @&mbito molecular se han propuesto diversos mecanismos que generan
defectos en la via de transduccion de sefiales de la hormona insulina y que
pueden conducir al desarrollo de RI. Algunos de estos mecanismos son por
ejemplo, alteraciones en el receptor de insulina y la subsiguiente cascada de
sefializacion (Tanti et al., 1994, Withers et al., 1998), la desensibilizacion del
receptor de insulina (Dunaif et al., 1995, Zhou et al.,1999), inhibicién de la
actividad y/o expresion de los IRS (Araki et al., 1994, Laustsen et al., 2002),
inhibicion de las cascadas dependientes de la PISK (Sopasakis et al., 2010) y
defectos en la translocacion del transportador de glucosa GLUT4 (Ryder et al.,
2001) entre otros. También cabe sefalar que la desregulacion de la actividad de
enzimas hepaticas disminuye la capacidad de la insulina para inhibir la
produccion de glucosa (Pessin and Saltiel, 2000).

Existen diferentes factores de riesgo que conducen a la Rl como la obesidad, la
inflamacion, los acidos grasos (lipotoxicidad), la disfunciébn mitocondrial o el
estrés oxidativo. La obesidad se caracteriza por un exceso 0 una acumulacion
excesiva y general de grasa en el cuerpo. Esta acumulacion de lipidos,
especialmente los acidos grasos, en otros tejidos diferentes al tejido adiposo se
conoce como lipotoxicidad. EI aumento del tejido adiposo se ha relacionado con
el aumento de la infiltracion de células del sistema inmunitario y su consecuente
respuesta proinflamatoria (Sun et al, 2011) secretando citoquinas
proinflamatorias que inducen a la RI. Otros factores desencadenantes de la RI
son la disfuncion mitocondrial y la formacién de las especies reactivas de
oxigeno (ROS) que causan estrés oxidativo. La obesidad y la diabetes aumentan
los niveles de ROS provocando alteraciones en la funcién mitocondrial (West,
2000). Aunque estos factores se han estudiado en muchas ocasiones de forma
independiente, cada vez son mas las evidencias que los interrelacionan. Asi, la
obesidad se caracteriza por un estado de inflamacion cronico de bajo grado que
se considera un componente clave en la Rl. Ademas, la hipertrofia e hiperplasia
del tejido adiposo asociadas a la obesidad pueden causar hipoxia, y la activacion
de distintas respuestas celulares entre las que se incluyen el estrés oxidativo
(Kahn et al., 2006).

Ademas de laRI, enla DMT2 el fallo de la célula B es otro factor clave. En general
es debida a defectos en la secrecion de insulina y una reduccion de la masa de
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células B frente a la excesiva demanda en estados de RI. Entre los principales
factores responsables de dicha disfuncion destacan aspectos tales como la
glucotoxicidad, la lipotoxicidad, el estrés oxidativo, el acumulo de depdsitos de
amiloide y los procesos inflamatorios (Prentki et al., 2020).

La hiperglucemia cronica deteriora tanto la funcion como la viabilidad de las
células B pancreaticas. Asimismo, se ha descrito que la hiperlipidemia podria
alterar la capacidad secretora de las células B si bien existen ciertas
discrepancias sobre el papel de los acidos grasos sobre la expresion de insulina.
Algunos estudios muestran que la elevacion de acidos grasos solo tendria un
efecto negativo sobre la funcion de la célula B en combinacion con altas
concentraciones de glucosa. Esta condicion de elevacion crénica de los niveles
de glucosa y acidos grasos recibe el nombre de glucolipotoxicidad Prentki et al.,
2002).

La glucolipotoxicidad conduce a una alteracion de la expresion del gen de
insulina, a una reduccion de la secrecion de insulina, y a un aumento de la
apoptosis de células B todo ello sustentado por una serie de mecanismos que
aun no han sido completamente descifrados. Uno de estos mecanismos es la
disfuncidon mitocondrial progresiva que cursa acompafiada de la produccion de
los radicales libres de oxigeno (ROS) a los que las células B son muy sensibles
debido a que presentan un bajo contenido en enzimas antioxidantes. Los ROS
provocan un estrés oxidativo en la célula B que terminara con la aparicion del
fallo de este tipo celular (Robertson et al., 2007). Otro mecanismo involucrado
en la glucotoxicidad es el estrés de reticulo (ER) que aparece por la alta
demanda en la sintesis de la insulina. Esto conlleva un desequilibrio entre la
secrecion y la produccién de insulina que acarreard el agotamiento celular y, por
tanto, en el fallo de la célula B pancreéatica (Poitout and Robertson, 2002).
Ademas, esta situacion conduce a una acumulacién de proteinas mal plegadas
que seran autofagocitadas por la via proteolitica mediada por chaperonas.
También se han propuesto otros mecanismos que producen una disfuncién de
la célula B como la activacion de vias antiinflamatorias, incrementando la
liberacion de citoquinas proinflamatorias (Mandrup-Poulsen, 2001), y la
acumulacion del polipéptido amiloide (del inglés, IAPP). Sin embargo, estos
procesos aun no estan bien esclarecidos. A término, todos estos mecanismos
conducen a la via de muerte celular programada. No obstante, la célula 3
presenta mecanismos de defensa con la capacidad de contrarrestar gran parte
de las sefiales exdgenas de muerte que esta recibiendo. Por ello, el destino final
de la célula resulta de la capacidad que tienen sus sistemas de defensa para
contrarrestar el ataque.
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4. DISRUPTORES ENDOCRINOS (EDCs) Y DIABETES MELLITUS
4.1 Definicion y tipos de EDCs

Los disruptores endocrinos (en adelante, EDCs, del inglés Endocrine Disrupting
Chemicals) se definen como compuestos quimicos exdégenos, o mezcla de ellos,
gue pueden interferir con el funcionamiento del sistema endocrino (Zoeller et al.,
2012). Uno de los primeros ejemplos de la accion negativa de los EDCs en
humanos lo encontramos en el dietiestilbestrol (DES) que caus6 dafios graves
en las hijas de mujeres que lo consumieron durante el embarazo. El DES es un
estrogeno sintético que se prescribid a mujeres embarazadas para prevenir
abortos espontaneos entre los afios 40 y 70. Con el paso de los afios se hizo
evidente que las hijas de aquellas madres que habian tomado DES durante su
embarazo padecian una mayor incidencia de cancer de células claras de vagina,
asi como a otras anomalias del sistema reproductor. Efectos similares se han
descrito también en las nietas de estas mujeres. Este hecho, junto con otras
muchas evidencias sobre los efectos negativos de ciertos contaminantes
ambientales en la fauna silvestre y en animales de laboratorio, hicieron crecer la
preocupacion entre la comunidad cientifica sobre el peligro de ciertos
compuestos quimicos. En el afio 1991 se celebra la Conferencia de Wingspread
(Wisconsin, EE.UU); conferencia en la que se retine un grupo de expertos en
endocrinologia, biologia reproductora y otras especialidades y en la que se
acufia por primera vez el término de disruptor endocrino. Desde entonces, los
datos experimentales y epidemiolégicos han puesto de manifiesto el papel de
ciertos disruptores en el origen de enfermedades tales como el cancer,
enfermedades del aparato reproductor, enfermedades metabdlicas, problemas
en el neurodesarrollo etc. En el afio 2009, la “Endocrine Society” publica el primer
informe cientifico sobre los disrupto