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Abreviaturas

Akt Proteina kinasa B

AR Receptor de andrégenos

ATP Adenosin Trifosfato

BPA Bisfenol A

BPS Bisfenol S

bZIP Factores de transcripcién basicos con cremalleras de leucinas
cAMP Adenosin Monofosfato ciclico

DE Disruptores endocrinos

DG Dia gestacional

El Estrona

E2 17B-estradiol

E3 Estriol

EFSA Agencia Europea de Seguridad Alimentaria

EPA Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos
FO Generacion 0 (progenitores)

F1 Primera generacion

F2 Segunda generacion

F3 Tercera generacion

FFA Acidos Grasos Libres

FSH Hormona foliculo estimulante

GPER Receptor acoplado a proteina G

GIP Polipéptido insulinotrépico dependiente de glucosa

GLP-1 péptido 1 similar al glucagén



GLUT Transportador de glucosa

GSIS Secrecion de insulina estimulada por glucosa
GSK3 Glucogeno sintasa quinasa 3

INS Gen de lainsulina

INSR Receptor especifico de insulina

IL-1 B Interleucina 1 B

IRS Sustratos del receptor de insulina

LH Hormona luteinizante

LOAEL Efecto observado mas bajo

MOMP Membrana externa mitocondrial

MPC Células progenitoras multipotentes

NADPH Nicotinamida adenina dinucledtido fosfato
NOAEL Nivel en que no se observa efecto adverso
OMS Organizacion Mundial de la Salud

Pdx1 homeobox 1 pancreatico y duodenal

PN Dia Posnatal

PP Polipéptido Pancreatico

Ptfla Factor de transcripcion especifico del pancreas 1
RE Receptor de estrégenos

ROS Especies reactivas de oxigeno

SOP Sindrome de ovario poliquistico

T1DM Diabetes mellitus tipo 1

T2DM Diabetes mellitus tipo 2



TDI Ingesta diaria tolerable
t-TDI Ingesta diaria tolerable temporal

TNF Factor de necrosis tumoral



Introduccién

Los disruptores endocrinos son sustancias o mezclas exdégenas capaces de unirse
a receptores hormonales alterando las funciones del sistema enddcrino y, como
consecuencia, causan efectos adversos en la salud de un organismo expuesto e

incluso de su descendencia o subpoblacion.

El bisfenol A (BPA) y sus derivados, tales como el bisfenol S, son compuestos
disruptores endocrinos ampliamente usados en la industria plastificadora para la
fabricacion de envases de alimentos y bebidas. Por ello, debido a que estan en
contacto con alimentos, la ruta oral es la principal ruta expuesta a presentar dafo.
El BPA est4 asociado con muchas enfermedades, como obesidad, endometriosis y
cancer de seno, infertilidad y defectos de nacimiento (Choa et al., 2020) .

El pancreas es un d6rgano endocrino que secreta hormonas que regulan la
concentracion de glucosa en la sangre. Los islotes de Langerhans, el componente
endocrino del pancreas, estan dispersos por todo el 6rgano en la forma de grupos
celulares de tamafo variable y contienen las células que secretan hormonas, como
son las células B que secretan insulina y las células a que secretan glucagon, cuyas
alteraciones fisiolégicas pueden llevar a afecciones como la diabetes tipo 2,

enfermedad que ha aumentado durante las Ultimas décadas.

Es por ello que este proyecto se enfoco en busqueda bibiliografica sobre los efectos
de los disruptores enddcrinos bisfenol Ay bisfenol S en la homeostasis de la glucosa
a partir de las afectaciones en el pancreas para saber si estos compuestos
contribuyen significativamente al desarrollo de diabetes tipo 2 y la manera en que

esto sucede.



Objetivos

Objetivos generales

e Realizar una investigacion bibliografica sobre los efectos de los disruptores
endaocrinos, en particular el BPA y el BPS, en la homeostasis de la glucosa
en el 6rgano del pancreas.

e Discutir y concluir si los datos reportados podrian tener un efecto en la salud
metabdlica.

Objetivos particulares

* Investigar las generalidades del pancreas en el metabolismo

» Recopilar informacién acerca de los disruptores endocrinos, en particular el
BPAy el BPS

* Obtener informacion de los efectos reportados de los disruptores endocrinos
BPA y BPS en la homeostasis de la glucosa y pancreas.

 |dentificar los mecanismos por los que el BPA interactua con las células B
pancreaticas

* Mencionar los efectos que se podrian presentar en el pancreas después de
una exposicion a BPS y otros DE.

» Describir las razones por las que se presentaria el riesgo de desarrollar
enfermedades metabdlicas, como la diabetes tipo 2, y si, a partir de los modelos
utilizados, lo mismo podria ocurrir en humanos.

Hipotesis

Los disruptores enddcrinos, como el bisfenol A y el bisfenol S, contribuyen al
desarrollo enfermedades metabdlicas como la diabetes tipo 2 a través de cambios
en la homeostasis de la glucosa, dados a partir de afectaciones en el pancreas.



Capitulo 1. Pancreas
1.1 Generalidades

El pancreas es una glandula ubicada retroperitonealmente en la cavidad abdominal
(Barret, 2013), detras del estébmago y estd conectado con el higado, el bazo y el
intestino delgado. Es fundamental para el control del consumo de energia y el
metabolismo y est4 compuesto por dos componentes morfologica y funcionalmente
distintos: el pancreas exocrino y el pancreas endocrino (Zhou et al., 2018). Sus
principales funciones son producir enzimas exocrinas y hormonas endocrinas
(Jouvet et al., 2017), las cuales son esenciales en el metabolismo sistémico de los
nutrientes, ya que facilitan la digestion de los nutrientes y la posterior regulacién de
la homeostasis de la glucosa en sangre, respectivamente (Larsen et al., 2017).

La funcidn exocrina del pancreas la lleva a cabo alrededor del 98% de la masa
pancreatica y estd compuesta por células acinares responsables de la sintesis (de
enzimas, por ejemplo, lipasa y amilasa pancreaticas, fosfolipasa, nucleasas),asi
como del almacenamiento y secrecion de enzimas digestivas en el duodeno (Husain
et al., 2009). La funcion endocrina del pancreas la lleva a cabo aproximadamente el
2% de su masa total, esta formada por los islotes de Langerhans que contienen 5
tipos de células distintos: células alfa (a), beta (B), delta (8), epsilon (¢) y de
polipéptido pancreatico (PP) (Jouvet, 2017).

Avances recientes en el campo del estudio del metabolismo han reforzado su
importancia para orquestar la secrecion de hormonas endocrinas en respuesta a
varios nutrientes que incluyen glucosa, lipidos y aminoacidos, ademas de hormonas
y sefales inflamatorias (Eizrik et al., 2020).

Las células endocrinas, agrupadas en los islotes de Langerhans, median en la
funcidn reguladora del pancreas en la homeostasis de la glucosa al producir varias
hormonas peptidicas que se secretan al torrente sanguineo (Pan et al., 2011). En
particular, las células B productoras de insulina controlan la degradacion de
nutrientes y la produccion de energia, siendo esenciales para mantener no solo una
secrecion hormonal eficiente, sino también la integridad celular, la supervivencia y
la capacidad de detectar y adaptarse a entornos metabdlicos cambiantes (Jouvet,
et al., 2017).

Aunqgue solo mide 10 cm de largo y pesa alrededor de 100 g, el pancreas es capaz
de secretar alrededor de 1500 ml de liquido pancreatico al dia. Recibe un abundante
riego sanguineo de las ramas de la arteria celiaca y mesentérica superior, y el
drenaje venoso se realiza a través de la vena porta. Ademas, estd densamente



inervado por fibras simpaticas (de los nervios esplacnicos), fibras parasimpéticas (a
través del nervio vago) y neuronas peptidérgicas (que estimulan la liberacion de
péptidos y aminas) (Cade et al., 2017).

A Ducto biliar

Ducto pancreatico
principal

ancreas
Cuerpo del "

pancreas
Cabheza del a- Cél.(8 Cél.

pancreas P co.prrceL ]

Duodeno

Figura 1. Anatomia del pancreas. A) Partes diferenciadas del pancreas adulto adyacente al duodeno.
B) Acino pancreatico y ducto pancreéatico formados por células acinares y células ductales,
respectivamente. C) Islote pancreatico y tipos celulares endocrinos: células 3 (verde), células a (rojo),
células © (amarillo) y células PP (azul). (Edlund et al., 2002).

1.2 Morfologia y fisiologia

El pancreas consta de una cabeza, un cuerpo y una cola. La cabeza es una porcién
expandida que se ubica en la curva con forma de C del duodeno y se une a este
mediante el tejido conjuntivo. El cuerpo del pancreas atraviesa la linea media del
cuerpo humano y la cola se extiende hacia el hilio del bazo. EI conducto pancreatico
(de Wirsung) recorre toda la longitud de la glandula y desemboca en el duodeno a
la altura de la ampolla hepatopancreatica (de Vater), a través de la cual también se
introducen en el duodeno el conducto biliar comun (colédoco) y la vesicula biliar. El
esfinter hepatopancreatico (de Oddi) rodea a la ampolla y no sélo regula el flujo de
la bilis y del jugo pancreatico hacia el duodeno sino que también impide el reflujo de
los contenidos intestinales hacia el conducto pancreatico. En algunas personas,
esta presente un conducto pancreatico accesorio (de Santorini), que es un vestigio
del origen del pancreas a partir de dos primordios endodérmicos embrionarios que
se evaginan del intestino anterior.

Una capa delgada de tejido conjuntivo laxo forma una capsula alrededor de la
glandula. Desde esta capsula, el tabique se extiende hacia la glandula, dividiéndola
en lobulillos y, dentro de estos, un estroma de tejido conjuntivo laxo rodea las
unidades parenquimaticas. Entre los lobulillos, cantidades abundantes de tejido
conjuntivo rodean los grandes conductos, vasos sanguineos y nervios. Ademas, en
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el tejido conjuntivo que rodea el conducto pancreatico, existen glandulas mucosas
pequefas que drenan en el conducto (Figura 2) (Ross et al., 2013).

Conducto cistico

Conducto hepatico comun

Vesicula

biliar Conducto pancreatico

Colédoco accesorio
(de Santorini)

= Conducto
Papila J J/ pancreéatico

duodenal principal
mayor (de Wirsung)

Ampolla hepatopancreatica
Duodeno (de Vater)

Figura 2. Pancreas, duodeno y los conductos excretores asociados (Ross et al., 2013).
1.2.1 Pancreas exocrino

El pancreas exocrino esta formado por células acinares organizadas en acinos en
los extremos terminales de una red altamente ramificada de células ductales. Las
células acinares secretan lipasas, proteinasas y amilasas en el intestino delgado
tras su activacion proteolitica después de su secrecion al duodeno (Larsen et al.,
2017; Zhou et al., 2018), catalizando la descomposicién de lipidos, proteinas y
carbohidratos, respectivamente. Las enzimas secretadas por las células acinares
se transportan a través de la red de células ductales productoras de bicarbonato de
hidrogeno que convergen en conductos secuencialmente mas grandes, que
eventualmente median la secrecién del liquido pancreatico rico en enzimas a traves
del conducto de Wirsung y el conducto accesorio de Santorini. Las células acinares
constituyen la mayor parte del pancreas, un 90-98% del érgano (Barret et al., 2013).

1.2.2 Pancreas enddcrino

Intercalado entre el tejido acinar, la parte endocrina del pancreas consta de
agregados ovoides de células llamadas “islotes pancreéaticos” o ‘“islotes de
Langerhans”, altamente vascularizados e inervados, que comprenden
aproximadamente 1 a 2% del pancreas, sin embargo hay mas de mil millones de
células en los seres humanos (Fox et al., 2017) y son mas comunes de encontrar
en el cuerpo y la cola del pancreas. El pancreas humano contiene 1-2 millones de
islotes que miden aproximadamente 76 x 175 um y estan compuestos por cinco
subtipos celulares endocrinos diferentes y cada uno sintetiza y secreta una hormona
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principal: insulina (células (), glucagén (células a), somastatina (células 9d),
polipéptido pancreatico (células PP o y) y grelina (células €) (Zhou et al., 2018).
Estas hormonas estan basadas en péptidos y regulan el metabolismo de los
nutrientes a través de procesos sistémicos como la homeostasis de la glucosa en
sangre, la coordinacion de la digestion y el apetito (Barret et al., 2013).

En los ultimos afios, varios estudios han demostrado que la distribucion celular, asi
como la abundancia relativa de los diferentes tipos de células en los islotes de
Langerhans, es diferente en roedores (ratas y ratones), en humanos y primates no
humanos (babuinos y monos). En un pancreas de humano adulto menos del 10%
de las células endocrinas se encuentran dispersas por todo el parénquima exocrino,
debido a que la mayoria de ellas estan agregadas en los islotes de Langerhans. Los
islotes localizados en la parte posterior de la cabeza pancreatica muestran una
forma irregular y estan compuestos principalmente por células PP. Los islotes
encontrados en la parte anterior de la cabeza pancreatica, en el cuerpo y en la cola
son de forma redonda a ovoide y estan compuestos por los 5 tipos de células
neuroendocrinas, incluidas las células q, 3, 8, € y PP que muestran una distribucion
especifica dentro de cada islote (Folli et al., 2018).

1.2.2.1 Células B

Las células B son células secretoras especializadas, de larga vida, encargadas de
la produccion de toda la insulina circulante (Szabat et al., 2016) y que, ademas,
secretan amilina y péptido C. Estan organizadas en estructuras polarizadas en
forma de roseta alrededor de los vasos sanguineos y estan acopladas por uniones
gap para permitirles detectar la glucosa y secretar cantidades apropiadas de
insulina.

Las células B pancreaticas son las mas numerosas y constituyen alrededor del 55%
de las células de los islotes. Pueden identificarse facilmente por su reactividad
inmunohistoquimica para contra la insulina, proinsulina, péptido C y amilina.
Ultraestructuralmente, las células B contienen granulos secretores con un nucleo
cristaloide tipico o un nucleo compacto finamente granular no cristalino. Los
granulos cristalinos y los compactos contienen insulina y proinsulina
respectivamente (Cade et al., 2017).

En los roedores, las células 3 estan presentes en el nucleo del islote de Langerhans
y representan casi el 90% de todas las células del islote (Orci et al., 1982). Por el
contrario, en los primates humanos y no humanos (mono y babuino) la
citoarquitectura de los islotes de Langerhans es diferente de los islotes de roedores.
En primates (humanos y no humanos), las células B se encuentran dispersas por
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todo el islote, donde tienen interacciones homotipicas (entre los mismos tipos de
células) y heterotipicas (Cabrera et al., 2006) (Figura 3).

Las células B secretan insulina en respuesta a niveles altos de glucosa en sangre,
como ocurre después de la ingestion de una comida y la absorcion de nutrientes.
Posteriormente, la insulina se libera en el torrente sanguineo y se une a su receptor
gue se encuentra en la mayoria de los tejidos, aunque es particularmente alto en
células del higado, los musculos y el tejido adiposo para facilitar la absorcion y el
almacenamiento de glucosa (Jouvet et al., 2017). La insulina es responsable de
mantener la glucosa sérica entre 4 y 8 mmol/litro durante los periodos de
alimentacién y ayuno. Regula el metabolismo de lipidos y proteinas, asi como el
transporte de aminoacidos y electrolitos. Su efecto total es anabdlico, al estimular el
almacenamiento de carbohidratos, grasas y proteinas (Cade et al., 2017).

La tasa de proliferacion de las células 3 es bastante alta en roedores jévenes, pero
disminuye rapidamente con la edad (Zhou et al., 2018), pues la maduracion de las
células B ocurre en las primeras dos semanas después del nacimiento (Bader et al.,
2016). Tanto su replicacion estimulada por glucosa como la secrecion de insulina
dependen de una via de sefalizacion que involucra el metabolismo de la glucosa a
través de la glucdlisis y la fosforilacion oxidativa.

El proceso de destete en roedores es importante para que estas células desarrollen
un potencial de replicacibn compensatoria y especificamente de replicacion
estimulada por glucosa (Stolovich-Rain et al., 2015). El destete es un proceso
complejo que implica cambios drasticos en la dieta, las hormonas y las neuronas
(Henning et al., 1981), todos los cuales tedricamente podrian controlar la adquisicion
de la replicacion de las células 8 inducida por la glucosa.

L 4

‘.

Mouse
Is|

Figura 3. Tincion inmunohistoquimica en islotes de humano (izquierda) y ratén (derecha). La tincion
de insulina est4 en rojo, el glucagon en verde y la somatostatina en azul. Las areas negras dentro
del islote humano estadn ocupadas por vasos sanguineos. (Cabrera et al., 2006).
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1.2.2.2 Células a

Las células pancreaticas a secretan principalmente glucagon (Cade et al., 2017) y
constituyen del 15% al 20% de la masa total de los islotes en primates humanos y
no humanos encontrandose dispersas por todo el islote (Folli et al., 2018). En
roedores, las células a constituyen alrededor del 7% al 8% de todas las células
pancreéticas y se ubican en la periferia del islote (Butler et al., 2003).

Son positivas para cromograninas, por lo que se identifican especificamente con
inmunohistoquimica utilizando anticuerpos contra glucagén C-terminal (Mc Carthy
et al., 2010). Ultraestructuralmente, las células a poseen granulos secretores de 200
a 300 nm con un nucleo redondo central muy denso en electrones, rodeado por un
halo granular palido. El nacleo denso en electrones contiene glucagdén, mientras que
las cromograninas se almacenan en el halo palido.

El glucagon es una hormona peptidica que contrarresta el efecto de la insulina para
movilizar las reservas de energia y aumentar la concentracion de glucosa en sangre.
Su secrecion se produce principalmente en respuesta a los aminoacidos obtenidos
de la dieta, aunque las principales acciones del glucagén implican el metabolismo
de los carbohidratos y los lipidos. El glucagén estimula la glucogendlisis, la
gluconeogénesis y la cetogénesis. A concentraciones fisiologicas, el glucagon
activa las vias de adenosin monofosfato ciclico (AMPc) en los hepatocitos para
activar o desactivar las enzimas quinasas o fosfatasas. Esto da como resultado un
rapido aumento de la concentracion de glucosa debido a la degradacion del
glucégeno, junto con una disminucion de la sintesis de glucégeno a partir de la
glucosa. Se inhibe por el aumento de las concentraciones de glucosa en sangre, asi
como por las interacciones de la insulina y la somatostatina dentro del islote (Figura
4) (Cade et al., 2017).

Sube la glucosa en sangre
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Figura 4. Papel regulador de la insulina y el glucagon sobre la glucemia. (Recuperado de:
https://www.douglaslabs.es/blog/los-carbohidratos-y-la-glucosa/)

Formacién glucégeno T

14


https://www.douglaslabs.es/blog/los-carbohidratos-y-la-glucosa/

1.2.2.3 Células 6, ey PP

Las células & constituyen 5% al 10% de las células de los islotes en primates
humanos y no humanos, mientras que en roedores son la minoria y se localizan en
la periferia de los islotes (Folli et al., 2018). Producen somatostatina y pueden
identificarse con inmunohistoquimica mediante anticuerpos antisomatostatina.
Ultraestructuralmente, las células & muestran granulos secretores densos en
electrones, que estan rodeados por una membrana de ajuste apretado. Las células
O poseen tanto procesos cortos que contactan con células endocrinas como
procesos largos que se extienden a capilares intrainsulares (Grube et al., 1983). La
distribucion especifica de las células & dentro de los islotes les permite modular la
secrecion de insulina y glucagén de las células B y a de forma paracrina.

La somatostatina es una hormona inhibidora de la insulina, el glucagon y el
polipéptido pancreatico, entre otros. Bloquea la liberacion de hormonas
pancreaticas mediante la regulacion paracrina, ademas, en érganos diana, como la
pituitaria anterior, inhibe a la hormona del crecimiento, y en el tracto gastrointestinal
inhibe la actividad hormonal gastrointestinal disminuyendo la motilidad intestinal
(Cade et al., 2017).

Las células € secretoras de grelina se encuentran en la periferia de los islotes y se
tifen mediante inmunohistoquimica con el marcador endocrino cromogranina. Estas
células se denominaron inicialmente "células de grelina”, pero posteriormente las
denominaron "células €" (Prado et al., 2004; Andralojc et al., 2009). Las células ¢
ahora se reconocen como el quinto tipo de célula endocrina de los islotes. La grelina
es conocida como la "hormona del hambre” y actia como un neuropéptido en el
hipotalamo, aumentando el hambre, la secrecion gastrica y la motilidad en
preparacion para que el tracto gastrointestinal reciba alimentos (Sakata et al., 2019).

Finalmente, las células PP producen polipéptido pancreatico que actua localmente
dentro del pancreas para autorregular la funcion endocrina y regular la secrecién
gastrointestinal (Kojima et al., 2007). Representan aproximadamente el 70% de las
células neuroendocrinas de los islotes irregulares y estructuralmente presentan
granulos secretores de tamafio, forma, densidad y estructura interna variables,
mientras que en los islotes regulares se encuentran entre el 2% y 5% dispersas en
la periferia y presentan pequefios granulos secretores (Folli et al., 2018).

La produccion de polipéptidos pancreaticos se estimula en estados de ayuno e
hipoglucemiantes, asi como después de una comida proteica. Los niveles aumentan
en condiciones de inanicién como la anorexia nerviosa y disminuyen en los estados
de saciedad o sobrealimentacién (Cade et al., 2017).
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1.2.3 Organogénesis

En ratones, el pancreas deriva del endodermo del intestino anterior y su desarrollo
tiene lugar a través de una serie de procesos morfologicos para generar distintos
tipos de células (Zorn et al., 2009). La organogénesis temprana del pancreas se
puede clasificar en dos etapas principales. En la etapa primaria (o transicion), las
sefiales de la notocorda, el endotelio y el mesénquima inducen los brotes
pancredticos a través de la formacion y expansion de células progenitoras
multipotentes (MPC) (Grapin-Botton et al., 2017). Las MPC proliferan a gran escala
para generar un epitelio multicapa en el que se desarrollan estructuras de
microlumen. Durante la etapa secundaria, la fusién de la microlumina crea un plexo
central que se remodela aun mas en una red epitelial ramificada continua,
segregada en dominios de punta y tronco (Bankaitis et al., 2015). Estos eventos
morfolégicos coinciden con la formacién de tres células pancreéticas principales
(células endocrinas, exocrinas/acinares y ductales), destacando una estrecha
asociacion entre la morfogénesis y la diferenciacion durante el desarrollo del
pancreas. Otras interacciones e interconexiones entre las células pancreaticas y el
mesénquima circundante, el endotelio y las proyecciones neuronales (Thorens et
al., 2014) construyen la anatomia final del pancreas adulto.

El primer paso en la formacién del pancreas implica la especificacion de las yemas
pancreaticas dorsal y ventral del endodermo del intestino anterior. Estas yemas
estan formadas por MPC proto-diferenciadas que expresan el gen homeobox 1
pancreatico y duodenal (Pdx1) y el factor de transcripcion especifico del pancreas
la (Ptfla) (Burlison et al.,, 2008). Una vez que se han formado las yemas
pancreaticas, su morfogénesis genera una red epitelial tubular muy ramificada en
forma de arbol. Este proceso altamente coordinado implica la estratificacion epitelial,
la polarizacion celular, la formacién y fusion de microlumenes, dando lugar
finalmente a un plexo luminal. Posteriormente, el plexo se remodela en una
compleja red tubular (Bastidas-Ponce et al., 2017).

La funcion adecuada del pancreas también depende de la vascularizacion y la
inervacién del 6rgano. Mientras que las sefiales derivadas del endotelio promueven
la expansion de las yemas pancreaticas tempranas, un aumento en la densidad de
los vasos sanguineos inhibe la ramificacion epitelial, la especificacion acinar y la
posterior expansion acinar (Magenheim et al., 2011). Por el contrario, los plexos
vasculares de los islotes son necesarios para la inervacion de los islotes, que es
esencial para la regulacién adecuada de la homeostasis de la glucosa en sangre
(Larsen et al., 2017).
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1.2.3.1 Formacion de los islotes de Langerhans

A partir de la transicion secundaria, las células endocrinas diferenciadas abandonan
el epitelio ductal, migran al mesénquima circundante y se fusionan para formar
protoislotes. Las interconexiones de estas estructuras con células endoteliales,
mesenquimales y neuronales promueven la formacion de islotes funcionales (Figura
5). Este proceso general esta regulado por las actividades espacio-temporales de
varios factores de sefalizacion diferentes y la coordinacion de la dindmica celular
(Bastidas-Ponce et al., 2017).
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Figura 5. Desarrollo y organogénesis del pancreas. El desarrollo pancreatico inicia entre los dias
embrionarios E8.5-E9.5, como dos yemas separadas del endodermo del intestino medio, que, luego
se ramifican y proliferan para formar acinos y conductos, fusionandose eventualmente en un 6rgano
por E16-E17 de manera similar al desarrollo pancreético humano. Las células endocrinas se
desarrollan a partir del epitelio ductal y pueden detectarse tan pronto como el desarrollo de la yema,
inicialmente como pequefios clusters de células de los islotes 0 hebras. Para E18.5, los islotes,
acinos y células epiteliales ductales se han desarrollado y, posteriormente, en E19, hay una fase de
replicacion rapida crucial de las células 3 con una maduracion de los precursores de las células B,
gue eventualmente forman islotes maduros funcionales. (Mihlemann, 2018).
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1.2.3.2 Maduracién de las células endocrinas.

Se ha demostrado que los factores de transcripcién basicos con cremalleras de
leucinas MafA/B (bZIP MafA/B) desempeiian un papel fundamental en la
maduracion funcional de las células a y p. MafB se expresa en dichas células
embrionarias nacientes, y se mantiene en células a maduras donde regula la
expresion de glucagén (Artner et al., 2006). La maduracion de las células 3 esta
orquestada por un cambio temporal en la expresion del factor Maf. Las células B
nacientes MafB+ MafA- Ins+ inmaduras inician con la expresién de MafB, que a su
vez induce la expresién de genes especificos de células B necesarios para la
deteccion de glucosa, el acoplamiento de vesiculas y la secrecién de insulina, que
luego son mantenidos por MafA que, en un estado maduro, regula la expresién de
genes esenciales de las células 8, como la insulina, el Pdx1 y el transportador de
glucosa 2 (GLUT-2) (Artner et al., 2010), aunque este cambio es no conservado en
humanos (Riedel et al., 2012).

Si bien se han descrito algunas caracteristicas Unicas en la maquinaria de
replicacion de las células B jovenes (Gunasekaran et al., 2012), no se sabe si las
células 3 nacen con una capacidad completamente desarrollada para la replicacion
compensatoria, es decir, su capacidad de replicarse para cumplir con sus
responsabilidades fisiologicas (Bonner-Weir et al., 1989), o si esta es una
caracteristica que debe ser adquirida. La ultima idea es consistente con los
hallazgos de que la funcién de las células B, es decir, la secrecion de insulina
estimulada por glucosa (GSIS), se desarrolla gradualmente durante la vida posnatal.
En ratones, la maduracion de las células 3 ocurre alrededor de la segunda semana
después del nacimiento. La funcion secretora de las células B continia mejorando
mucho mas alla de las primeras 3 semanas de vida (Bliss y Sharp, 1992).

La edad en la que las células B demostraron por primera vez una proliferacion
compensatoria (la cuarta semana de vida) coincide con el momento del destete, que
en los ratones ocurre gradualmente entre los dias 16 y 28 posnatales (Henning,
1981). La transicion de la dieta de un alto contenido de grasas a carbohidratos, en
lugar de otros aspectos del destete, es un factor clave para desarrollar el potencial
de la replicacion de células 8 estimulada por glucosa (Stolovich-Rain, 2015).

1.3 Metabolismo

Las funciones conjuntas de las partes exdcrina y enddocrina son esenciales en el
metabolismo, ya que facilitan la digestion de los nutrientes y la regulacién posterior
de la homeostasis de la glucosa en sangre, respectivamente (Barret et al., 2013).
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El metabolismo de los nutrientes en las células pancreaticas no solo sirve para
proporcionar energia a la célula, sino que también es mecanismo para detectar y
reaccionar a los niveles de macronutrientes, lo que hace que el metabolismo
pancreético sea fundamental para la regulacién de la homeostasis energética de
todo el cuerpo. Se requiere un metabolismo energético eficiente en las células del
islote para permitir la secrecibn de las hormonas, principalmente insulina y
glucagén, que regulan a la glucosa y a los lipidos en todo el cuerpo.

Las células B responden a macronutrientes como otros monosacaridos,
aminoacidos, acidos grasos libres (FFA), asi como hormonas y neurotransmisores.
Ademas de las respuestas de los nutrientes, las hormonas circulantes también
regulan el metabolismo de las células 3, como lo son las hormonas incretinas
péptido 1 similar al glucagon (GLP-1) y polipéptido insulinotrépico dependiente de
glucosa (GIP). Ambas hormonas se liberan del intestino en respuesta a la ingesta
de alimentos y activan sus correspondientes receptores acoplados a proteina G
(GLP-1R o0 GIPR) en las células B (Jouvet et al., 2017).

1.3.1 Liberacion de insulina

La insulina es una hormona polipeptidica que consta de 51 aminoacidos, esta
codificada por un solo gen (INS) en el brazo corto del cromosoma 11 (Wilcox, 2005)
y se sintetiza como una proteina preprohormona llamada preproinsulina en el
reticulo endoplasmico rugoso de las células 3. Después se llevan a cabo procesos
sucesivos de escision para producir primero proinsulina, antes de ser transportada
al aparato de Golgi donde de nuevo es escindida por proteasas para formar insulina
y péptido C, que, junto a algo de proinsulina restante, se empaqueta en granulos
secretores listos para su liberacion a la sangre. La insulina tiene una vida media de
4 minutos y se metaboliza rapidamente en el higado y los rifiones. Por el contrario,
el péptido C tiene una vida media de 30 minutos y se excreta sin cambios por los
rifiones, lo que lo convierte en un biomarcador util de la secrecion de insulina
enddégena (Cade et al., 2017).

La liberacion de la insulina de las células B se puede dar por dos mecanismos:
secrecion estimulada y no estimulada. La secrecion basal o no estimulada ocurre
cada 6 a 8 minutos. La liberacion estimulada ocurre en respuesta a varios estimulos,
siendo el estimulo principal la glucosa extracelular. Otros estimulos son la
galactosa, manosa, acetilcolina y algunos aminoacidos como arginina y leucina
(Cade et al., 2017).
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1.3.1.1 Secrecion de insulina estimulada por glucosa (GSIS)

La glucosa sérica es transportada rapidamente a través de la membrana de las
células B debido a la expresién del transportador de alta capacidad y baja afinidad
GLUT-2 (Tomita, 2016), aunque también se ha reconocido la expresion de GLUT-1
y GLUT-3. Una vez intracelular, la glucosa es fosforilada por la enzima glucoquinasa
a glucosa-6-fosfato, que a su vez se somete a glucdlisis para producir ATP. La célula
B es rica en canales de potasio dependientes de ATP, que se cierran en respuesta
a un aumento de este, lo que provoca la despolarizacién de la membrana, que a su
vez, activa los canales de calcio dependientes de voltaje que conducen a un influjo
de calcio en la célula. Esto provoca la marginacion de los granulos secretores y la
exocitosis de insulina y péptido C al torrente sanguineo (Figura 6). Este proceso
caracteriza la "primera fase" de la liberacion de insulina, donde la insulina se detecta
en la circulacion dentro de los 3-5 minutos de la entrada de glucosa en sangre.

La segunda fase, de mayor duracién, alcanza una meseta a las 2-3 horas. Esta fase
es caracterizada por la movilizacion dosis-dependiente de los granulos
intracelulares, y persiste mientras el nivel de glucosa en plasma se mantenga
elevado (Cade et al., 2017).

Los aminoacidos arginina y leucina también estimulan la liberacion de insulina. En
este caso, la captacion es a través de un transportador de aminoacidos cationicos,
lo que conduce a la despolarizacion de la membrana y la entrada de calcio. Otros
moduladores de la secrecion estimulan diferentes vias de sefializacion intracelular,
por ejemplo, el glucagon estimula la liberacion de insulina, actuando a través de la
adenilil ciclasa, elevando los niveles de cAMP, estimulando la proteina quinasa Ay
provocando la desgranulacion y la liberacidon de insulina. Por el contrario, la
somatostatina inhibe la liberacién de insulina ya a la adenilil ciclasa (Jiang et al.,
2003).

El efecto incretina modula aun mas la liberacién de insulina de las células . Un
enfoque basado en metabolémica, mostré que el glutamato actiia como una sefial
celular clave que vincula el metabolismo de la glucosa con la accién de las incretinas
/AMPc para amplificar la secrecién de insulina (Yokoi et al., 2016). Los factores
entéricos conocidos como incretinas son péptidos liberados por la mucosa intestinal
en respuesta a la presencia de nutrientes en la luz intestinal y son potentes
secretagogos de insulina. El péptido inhibidor gastrico y el péptido 1 similar al
glucagén (GLP-1) son liberados por las células K y L duodenales y yeyunales
respectivamente, mejorando la secrecion de insulina mediante la activacién de la
adenilil ciclasa y el cAMP (Figura 6).
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Figura 6. Metabolismo de la glucosa y la sefializacion de incretina/AMPc para amplificar la secrecion
de insulina. El glutamato producido a través de la lanzadera malato-aspartato (MA) vincula el
metabolismo de la glucosa y la sefializacion del monofosfato de adenosina ciclico (cCAMP) para
amplificar la secrecion de insulina (Yokoi et al., 2016).

1.3.2 Senalizacion de la insulina

Las diversas acciones celulares de la insulina se inician por su unidn a un receptor
especifico de insulina (INSR), que pertenece a una subfamilia de receptores tirosina
guinasas (Ogawa et al., 1998). La molécula de insulina se une a la subunidad a del
receptor, que sufre un cambio conformacional, provocando que se autofosforilen
varios residuos de tirosina de la subunidad B, lo que lleva al reclutamiento y la
fosforilacion adicional de varias proteinas efectoras (Rains et al., 2011).

Los sustratos del receptor de insulina (IRS) que se unen al INSR, son fosforilados
en tirosina y actian como un sitio de unién para las moléculas de sefalizacion que
contienen dominios de homologia Src 2 y de union a fosfotirosina aumentando la
sefalizacion (Sun et al., 1995). Estas moléculas se unen a los residuos de tirosina
fosforilados de las proteinas IRS, formando un complejo de sefalizacion para
mediar la sefalizacion downstream. PI3K es el principal mediador de sefales de las
acciones metabolicas y mitogénicas de la insulina. Esta compuesto por una
subunidad reguladora p85, que se une a las proteinas IRS, y una subunidad
catalitica p110. Después de la asociacion de p85 con IRS-1/2, la subunidad p110
ha aumentado la actividad catalitica. Esto permite la fosforilacion de su sustrato,
Ptdins P2, para generar Ptdins P3. El segundo mensajero, Ptdins P3, recluta las
serina quinasas PDK-1, PKB/Akt y PKC en la membrana plasmatica a través de sus
dominios, llamados dominios de homologia phox (PH) (Saltiel et al., 2001; Rains et
al., 2011). La sefalizacion de AKT a través de numerosos objetivos gobierna los
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efectos metabdlicos de la insulina. Por ejemplo, regula la translocacion del
transportador de glucosa 4 (GLUT-4) a la membrana plasmética. También, la
fosforilacion de la fosfofructoquinasa 2 por AKT induce la glucdlisis. Finalmente,
AKT fosforila e inhibe la glucogeno sintasa quinasa 3 (GSK3), un regulador negativo
de la sintesis de glucogeno y la lipogénesis (Figura 7) (Poloz et al., 2015).
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Figura 7. Esquema de la via de sefializacion de la insulina (Elmadhum et al., 2012).

1.4 Alteraciones del pancreas

La naturaleza sistémica de los procesos regulados por el pancreas se refleja en la
considerable morbilidad y mortalidad asociadas con enfermedades pancreaticas
como diabetes mellitus, pancreatitis y cancer de pancreas (Larsen et al., 2017). La
mayoria de los carcinomas son ductales, se originan en el pancreas exocrino,
mientras que la diabetes y los tumores neuroendocrinos pancreaticos surgen de los
islotes endocrinos (Zhou et al., 2018).

La alteracion del equilibrio metabdlico pancreatico, actualmente, se debe
principalmente al estilo de vida sedentario y las dietas altas en calorias, que son los
principales contribuyentes a la obesidad y la resistencia a la insulina, intimamente
ligadas al sindrome metabdlico.

1.4.1 Diabetes mellitus tipo 2

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) estima que en el afio 2016, estimoé la
presencia de obesidad en alrededor de 650 millones de adultos , prevalencia que
se ha triplicado entre 1975y 2016. La obesidad va acompafiada de un aumento del
desarrollo de enfermedades como la diabetes tipo 2. En 2015, la Federacion
Internacional de Diabetes estimé que 415 millones de personas padecian diabetes
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en el mundo, de las cuales, el 90% era diabetes tipo 2 (World Health Organization,
2018).

La diabetes mellitus tipo 2 (T2DM) es el resultado de la incapacidad de las células
B para secretar cantidades suficientes de insulina para mantener la homeostasis de
la glucosa frente a la resistencia a la insulina (Kahn, 2003). La causa subyacente de
la insuficiencia de las células B probablemente sea una combinacion de factores
genéticos, epigenéticos y ambientales, pero se desconoce su naturaleza precisa.
Varios estudios han indicado que la pérdida de la identidad y la maduracioén de las
células B es la base de la patogenia de la diabetes tipo 2 (Moullé et al., 2017).

Al inicio de la enfermedad no hay cambios macroscoépicos especificos del pancreas,
sin embargo, después de un periodo prolongado hay una disminucién del 1% al
40% del peso pancreatico total. Histologicamente, al inicio, la masa de células de
los islotes es mas o menos normal, mientras que en pacientes con diabetes tipo 2
de larga evolucion se pueden observar varias alteraciones morfologicas como la
distribucion anormal de las células B y la reduccion o aumento del nimero de células
de los islotes, en particular, el volumen de las células 8 se reduce mientras que las
células a aumentan. Estas alteraciones parecen estar relacionadas con
mecanismos proliferativos y apoptoticos (Guardado-Mendoza et al., 2009; Folli et
al., 2018).

1.4.1.1 Proliferacion de las células

En respuesta a un estado prediabético, en el que los nutrientes circulantes se
encuentran a niveles cronicamente mas altos de lo normal, las células (3 proliferan
y aumentan de masa para satisfacer la mayor demanda de insulina, pero la tasa
lenta de proliferacion y regeneracion celular en este no siempre es suficiente para
mantener la homeostasis de la glucosa. La glucemia se vuelve aun mas dificil de
controlar debido a la ineficacia de la insulina para inhibir la secrecién de glucagon
(probablemente debido a la resistencia a la insulina en las células de los islotes), lo
gue ejerce una presion adicional sobre las células 3 con exceso de trabajo (Jouvet
et al.,, 2017). El estrés causado por el aumento del metabolismo mitocondrial
conduce a la sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), dafiando el
ADN vy las proteinas. Ademas, las altas concentraciones de glucosa y lipidos
circulantes tienen sus propios efectos perjudiciales sobre las células
(glucolipotoxicidad) y la inflamacion en los tejidos periféricos y el pancreas, una
caracteristica comun asociada con la obesidad que tiene efectos negativos sobre la
funcién de las células B (Newsholme et al., 2016).
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La proliferacién de células B puede ser modulada por diversas sefiales que incluyen
hormonas (por ejemplo, insulina), factores de crecimiento (factor de crecimiento
similar al factor de crecimiento epitelial (EGF) que se une a la heparina),
neurotransmisores (serotonina, GABA) y nutrientes (glucosa y acidos grasos)
(Jouvet et al., 2017). Akt induce la proliferacion de células 3 mediante la regulacion
de los niveles de ciclina D1, ciclina D2 y p21 y la actividad quinasa-4 dependiente
de ciclina (Fatrai et al., 2006).

Cuando estan estresadas, las células  pueden salir de su estado diferenciado
maduro a estados de disfuncién y desdiferenciacion, incluidas las condiciones en
las que las células f tienen poca o ninguna proteina de insulina (Szabat et al., 2012;
Weir et al.,, 2013). La desdiferenciacibn se ha propuesto como un mecanismo
importante de disfuncién de las células B en la diabetes (Wang et al., 2014) pero
sigue siendo poco conocido.

1.4.1.2 Apoptosis de las células 3

Se cree que la diabetes tipo 2 (T2DM) se modula a través de la apoptosis de células
B. La apoptosis se caracteriza por la contraccion celular, la condensacion de la
cromatina, la fragmentacion del ADN internucleosémico y el desmontaje celular en
vesiculas rodeadas de membrana (cuerpos apoptoticos) (Tomita, 2016). Esta
muerte celular programada estd implicada en la remodelacion del pancreas
endocrino normal después del nacimiento, y juega un papel importante en el
desarrollo de la masa final de células B (Finegood et al., 1995). El papel de la
apoptosis en la fisiologia del desarrollo pancreéatico normal se ha demostrado en el
pancreas neonatal. La apoptosis de células B también es una caracteristica
patolégica que es comun tanto a la diabetes mellitus tipo 1 (T1DM) como en la
T2DM.

Existen dos vias de la apoptosis, las vias extrinseca e intrinseca (impulsada por la
salida de la caspasa-9 de las mitocondrias). La via extrinseca es mediada por
receptores y se activa tras la unién de ligandos a los receptores de muerte de la
superficie celular. Estos, a su vez activan el mecanismo efector descendente
orquestado por la familia de las caspasas que son cisteina proteasas (Emamaullee
et al., 2006). La caspasa-3 es un punto convergente de ambas vias apoptoticas. Las
caspasas son proteasas que cortan al substrato después de un residuo de acido
aspartico y que existen como zimdgenos en el citoplasma, el reticulo endoplasmico
(RE), el espacio intermembranal mitocondrial y la matriz nuclear. La apoptosis
inducida por la unién de ligandos a receptores de superficie celular como Fas
(CD95) o receptores del factor de necrosis tumoral (TNF), los "receptores de
muerte", representa una via controlada por caspasas (Chandra et al., 2001). La
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union del ligando al receptor provoca el ensamblaje de una serie de proteinas del
complejo de sefalizacion inductor de muerte, que luego activa la procaspasa-8. La
caspasa-8 activa induce la activacion de la procaspasa-3 a caspasa-3 (Tomita,
2016).

La via mitocondrial de la apoptosis se centra y esta definida por un evento
fundamental en el proceso de muerte celular: la permeabilizacion de la membrana
externa mitocondrial (MOMP). Las proteinas secuestradas en el espacio
intermembrana mitocondrial, entre las membranas mitocondriales interna y externa,
obtienen acceso a otras proteinas en el citosol y esto resulta en apoptosis. Al
describir este camino en forma simplificada, tenemos una situacién upstairs/
downstairs, en la que “upstairs” son las proteinas de la familia Bcl-2 que regulan y
median MOMP y “downstairs” es la activacién de caspasas que orquestan el
desmantelamiento de la célula (Danial & Korsmeyer, 2004; Spierings et al., 2005).

1.4.2 Otras afecciones

La diabetes tipo 1 (T1DM), que representa alrededor del 5-10% de todos los casos
de diabetes, es una enfermedad autoinmune cronica en la que las células B se
destruyen de forma selectiva, lo que lleva a una deficiencia grave de insulina que
debe tratarse con inyecciones diarias de insulina para sobrevivir. A menudo se
manifiesta en nifios y adolescentes, pero muchos pacientes son diagnosticados
como adultos (Zhou et al., 2018). Las caracteristicas patoldgicas prominentes del
pancreas de la T1LDM son la pérdida de células B y la inflamacion de los islotes. Las
células T autorreactivas se consideran los principales mediadores de la pérdida de
células B (Rodriguez-Calvo et al., 2018). Juntas, TIDM y T2DM representan una
poblacién de pacientes grande y creciente con deficiencia de células 3 pancreaticas.

Ademas de los problemas con la funcion de las células de los islotes, existe la
enfermedad del pancreas graso no alcohdlico (NAFPD), en el que la acumulacion
de grasa en el pancreas en su conjunto también interrumpe la secrecién de insulina
y puede contribuir o incluso iniciar enfermedades metabdlicas. Ademas, diversas
investigaciones han identificado que la alteracién del metabolismo pancreatico a
menudo es consecuencia de patologia en otros érganos, como inflamacion en el
higado o tejido adiposo o alteraciones en el microbioma intestinal (Jouvet et al.,
2017).

Los estudios en animales han sugerido que el pancreas exocrino posee una
capacidad intrinseca de regeneracion y, por lo tanto, puede recuperarse rapida y
completamente de enfermedades exocrinas como la pancreatitis aguda. Por el
contrario, los islotes pancreéticos tienen una capacidad regenerativa limitada en
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adultos. Aun no esta claro si el pancreas humano adulto puede regenerar
espontaneamente las células B de alguna manera fisiol6gicamente significativa, o si
la pérdida sustancial de estas da como resultado una deficiencia endocrina
permanente y una diabetes irreversible. Existe un consenso cada vez mayor de que
un enfoque de medicina regenerativa sera util, incluso esencial, en el tratamiento de
ciertas formas de diabetes, incluida la diabetes tipo 1 y posiblemente el subconjunto
de diabetes tipo 2 en el que hay una pérdida sustancial de células  (Zhou et al.,
2018).

Estudiar la capacidad regenerativa intrinseca de los islotes pancreaticos y disefar
nuevas estrategias para fomentar la produccion células B secretoras de insulina
tendria importantes implicaciones para el desarrollo de tratamientos terapéuticos
para la diabetes y otras enfermedades del pancreas. Aumentar el conocimiento de
los mecanismos celulares durante la organogénesis del pancreas embrionario y
perinatal podria resultar esencial en la identificacion de parametros de control para
la diferenciacion celular in vitro o el restablecimiento de la diferenciacion y el control
proliferativo.

Capitulo 2. Disruptores endoécrinos
2.1Generalidades

Ademas de la predisposicion genética, el envejecimiento, la alimentacion, el estilo
de vida y la actividad fisica, los factores ambientales, como lo son los agentes
xenobidticos, juegan un papel importante en la determinacién del riesgo de
desarrollar enfermedades metabdlicas.

Un agente xenobiotico es cualquier sustancia extrafia al organismo (exdgena) que
puede manifestar efectos benéficos o dafinos en este después de atravesar y
alcanzar los receptores especificos del érgano o tejido, por lo cual debe ser capaz
de atravesar las diferentes barreras bioldgicas (Vega et al., 2000). Durante las
Gltimas dos décadas, numerosos estudios han informado que la mayoria de los
xenoestrégenos son sustancias quimicas disruptoras endocrinas (Yuan et al., 2014;
Pojana et al., 2007).

Los DE se definen como una sustancia o mezcla exdégena que altera la funcion o
funciones del sistema endocrino y, en consecuencia, causa efectos adversos para
la salud en un organismo, o su progenie o en (sub) poblaciones (Park et al., 2020).
Incluyen una amplia variedad de sustancias, tales como hormonas naturales y
sintéticas, pesticidas, subproductos industriales, productos de consumo,
contaminantes y componentes de plasticos (Alonso-Magdalena et al., 2011).

26



Estos DE, son estrogenos ambientales (xenoestrogenos) que imitan a las hormonas
(como el 17B-estradiol) para interactuar con los receptores de estrogenos (RE) de
animales o seres humanos (Gonzélez et al., 2019). Algunos estrégenos
ambientales, como el bisfenol A y sus derivados, se pueden encontrar en diversos
productos de uso comun, lo que resulta en la exposiciébn humana a estas sustancias
(Hu et al., 2020).

Durante los ultimos afios, ha surgido evidencia epidemiolégica que vincula un
namero creciente de disruptores endocrinos con el desarrollo de una diversidad de
trastornos (Mimoto et al.,, 2017) como obesidad, diabetes, enfermedades
cardiovasculares, cancer y neurotoxicidad.

2.2Hormonas y receptores esteroideos
2.2.1 Estrégenos

Las hormonas esteroideas son moléculas lipofilicas que se derivan del colesterol y
se pueden agrupar en corticoesteroides (producidos en la corteza suprarrenal) y
esteroides sexuales (producidos en las gonadas) (Corsini et al., 2018), los cuales
se secretan en su forma activa final a medida que se sintetizan (Murray et al., 2010)
y se unen a receptores intracelulares para regular diversas funciones bioldgicas
como lo son la proliferacion y supervivencia celular, organogénesis, metabolismo y
homeostasis (Brosens et al., 2004).

Los esteroides sexuales se distinguen como andrégenos, progestagenos y
estroégenos, de acuerdo a los receptores a los que se unen (Corsini et al., 2018).
Los estroégenos naturales son 17B-estradiol (E2), estrona (E1) y estriol (E3) (Gruber
et al., 2002), los cuales se encuentran principalmente en mujeres y tienen funciones
en el desarrollo y diferenciacion de los tejidos reproductivos y caracteres sexuales
secundarios, regulacion del ciclo menstrual, entre otros (Henley et al., 2005).

Los estrogenos se forman por medio de la aromatizacion periférica de andrégenos
por medio del complejo enzimatico aromatasa monoxigenasa P450 presente en el
reticulo endoplasmico liso (Gruber et al., 2002) de las células adiposas, hepaticas,
de la piel y otros tejidos, el cual comprende 3 pasos de hidroxilacién dependientes
de oxigeno y NADPH (Figura 8) (Murray et al., 2010).
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Figura 8. Biosintesis de estrogenos (Murray et al., 2010).

2.2.2 17B-estradiol

El 17B-estradiol (E2) es el estrégeno primario de 18 carbonos con un anillo fendlico
Ay un grupo hidroxilo en el carbono 17 en la conformacion 8 (Figura 9) (Sato et al.,
2016), el cual es mayormente producido en los ovarios pero también en los
testiculos a bajas concentraciones. Estimula la proliferacion del endometrio uterino
e induce el aumento de la hormona luteinizante (LH), secretada por la hipofisis, para
la ovulacion (Murray et al., 2010).

El E2 se produce a partir de testosterona o de estrona (E1) por la aromatasa P450
y por la 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (17B-HSD) en las células de la
granulosa y las células luteas del ovario, respectivamente, las células de Leydig de
los testiculos, la glandula suprarrenal, la placenta (humana), el cerebro (ratén) y el
tejido adiposo (Payne et al., 2004). Se utilizan dos moléculas de oxigeno para la
oxidacion del grupo metilo C19 y la tercera reaccion oxidativa se considera un
ataque peroxidativo sobre el grupo metilo C19 combinado con la eliminacion de
hidrégeno 13, produciendo acido formico y el anillo A fendlico (Paterni et al., 2014).

En las mujeres con ciclos menstruales activos, los ovarios producen entre 70 y 500
pg de E2 al dia que se convierte en estrona (E1) y, en menor medida, en estriol (E3)
(Cheskis et al., 2007). Llega a su punto maximo alrededor del dia 14 del ciclo
menstrual y estimula la liberacion acelerada de la hormona liberadora de
gonadotropina (GnRH) que conduce al aumento de LH y a la ovulacion. El E2
estimula la diferenciacion y proliferacion del endometrio en la fase proliferativa y
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mantiene el endometrio uterino proliferado y aumenta la hiperemia durante la fase
secretora (Sato et al., 2016).

HO
Figura 9. Estructura del 17B-estradiol. (LGC Limited 2020. All rights reserved.)

2.2.3 Receptores ERa y ERP

Las hormonas estan presentes a concentraciones muy bajas en el liquido
extracelular (10*® a 10° mol/L), en consecuencia, las células diana deben distinguir
no solo entre diferentes hormonas presentes en pequefias cantidades, sino también
entre una hormona dada y el exceso de otras moléculas similares; este grado de
discriminacion es proporcionado por moléculas de alto reconocimiento llamadas
receptores (Murray et al., 2010).

Las funciones fisiolégicas de los compuestos estrogénicos estan moduladas en gran
medida por los subtipos de receptores de estrogenos alfa (ERa) y beta (ERB). Estas
proteinas tienen acciones en el nucleo celular, regulando la transcripcion de genes
diana especificos al unirse a secuencias reguladoras de ADN, controlando
funciones fisiologicas clave en varios sistemas del organismo, como los sistemas
reproductivo, esquelético, cardiovascular y nervioso central, asi como en tejidos
especificos (como la mama y los sub-compartimentos de préstata y ovario) (Paterni
et al., 2014). En los seres humanos, el ERa esta presente principalmente en la
glandula mamaria, Utero, ovario (células tecales), hueso, 6rganos reproductores
masculinos, préstata (estroma), higado y tejido adiposo. Por el contrario, ER se
encuentra principalmente en la prostata (epitelio), vejiga, ovario (células de la
granulosa), colon, tejido adiposo y sistema inmunoldgico, y generalmente
contrarresta la hiperproliferacion de células promovida por ERa en tejidos como la
mama y el utero (Henley et al., 2005; Sato et al., 2016).

Los receptores se encuentran en el citoplasma o en el nicleo de las células unidos
por proteinas chaperonas cuando E2 esta ausente. Una vez que E2 se ha unido a
los ER, el ER se homodimeriza y se une a secuencias de ADN especificas dentro
de la region promotora de los genes diana para iniciar la transcripcién. ERa también
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forma un heterodimero con ERB. El complejo ligando-ER recluta comoduladores
transcripcionales que incluyen miembros de la familia del complejo receptor de
esteroides (SRC)/p160 y el complejo de proteina asociada al receptor tiroideo
(TRAP220) (Paterni et al., 2014).

2.2.4 Receptor acoplado a proteina G (GPER)

Los GPER se definen como receptores que envian sefiales a través de proteinas
heterotriméricas de unién a nucleétidos de guanina para alterar la actividad de las
proteinas efectoras (Prossnitz et al., 2008). En los ultimos afios se ha descubierto
gue un miembro de la familia de receptores acoplados a proteina G 7-
transmembrana, GPER, ha estado implicado en la mediacion de eventos en
respuesta al estrdgeno en determinadas circunstancias. Su expresion en ciertos
tejidos también muestra diferencias sexuales, como en el cerebro y los islotes
pancreaticos, donde las hembras expresan niveles mas altos que los machos.
(Filardo y Thomas, 2005; Prossnitz et al., 2009; Sharma et al., 2018).

GPER media los eventos de sefalizacion rapida dependientes de estrogenos
(Figura 10), asi como la activacion transcripcional, independientemente de los
receptores ERa y ERB. Las consecuencias de su activacion en diferentes tipos de
células, particularmente en las células tumorales, son la regulacion del crecimiento
celular, la migracion y la muerte celular apoptética (Cimmino et al., 2019).

mitocondiales
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Figura 10. Efectos del E2 despues de unirse a sus receptores. Via gendmica: (I) El complejo E2/ER
puede unirse a elementos de respuesta de estrégenos dentro del promotor de genes diana o regula
la transcripcién de genes al interactuar con otros factores de transcripcion. (Il) E2/ER activa las vias
de transduccién de sefializacion, lo que lleva a la fosforilacidén de ER u otros factores de transcripcion
gue modulan la expresion génica. En la accion no gendmica: (Ill) Los RE activados por E2 conducen
a respuestas tisulares rapidas a través de la fosforilacion de cascadas de sefializacidn citosolica. (1V)
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GPER media predominantemente la sefializacién E2 rapida y no gendmica mediante la participacion
de varias quinasas, canales ionicos y segundos mensajeros. (V) GPER también participa en la
regulacion de la expresion génica. (VI) Las acciones gendmicas y no gendmicas ER/GPER celulares
y mitocondriales iniciadas por E2 modulan la respiracién mitocondrial, la produccion de ATP y la
formacion de especies reactivas el oxigeno (ROS) (indicadas por flechas rojas). (Mahmoodzadeh &
Dworatzek et al., 2019)

2.3 Bisfenol A
2.3.1 Estructura y caracteristicas

El bisfenol A (BPA) o 2,2-bis (4-hidroxifenil) propano (Figura 11) es un monémero
gue posee 2 grupos fenol y se genera mediante una condensacion entre un grupo
acetona y un fenol catalizada por acido, generalmente utilizando reactores de flujo
con resinas de intercambio idnico (Prokop et al., 2004). Se sintetizé por primera vez
en 1891, sin embargo, sus propiedades estrogénicas se plantearon como hipoétesis
hasta la década de 1930 (Rochester, 2013) y fueron demostradas en 1938 por
Dodds y Lawson. Es completamente soluble en solventes organicos y parcialmente
soluble en agua, existe a temperatura ambiente en forma de copos o cristales
soélidos blancos y su pureza es del 99 al 99,8%, segun el fabricante (Zielisnka et al.,
2019).

Se describe como un disruptor endocrino capaz de interactuar con varios receptores
fisiolégicos, como los receptores de estrogenos (ERa/B), el receptor de estrégeno
Y, el receptor de andrégenos (AR) y el receptor de la hormona tiroidea (Siracusa et
al., 2018). Puede unirse y activar al receptor de estrogeno humano pero con una
capacidad de 1000 a 5000 veces menor que el 17B-estradiol endogeno (Geens et
al., 2012), sin embargo, puede ser equipotente a este en algunos de sus efectos
(Peretz et al., 2014).

Una gran cantidad de estudios publicados vinculan al BPA con efectos adversos
para la salud en modelos de laboratorio, vida silvestre e in vitro de mamiferos y no

mamiferos, por lo que fue clasificado como sustancia toxica para la reproduccion de
categoria 3 como sustancia alarmante para la fertilidad humana (Rochester, 2013).

HsC CHa

HO OH

Figura 11. Estructura del BPA.
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2.3.2 Usos y vias de exposicion

El BPA se utiliza en la industria como un intermediario importante en la produccion
de resinas y polimeros: policarbonato (PC), epoxi, polisulfona (PSU), poliacrilato,
polieterimida (PEI), poliéster insaturado y sustancias fendlicas. Confiere
caracteristicas deseables a dichos productos y, por lo tanto, se usa ampliamente en
diversos productos como botellas, revestimientos, tuberias, selladores dentales,
envases de alimentos, juguetes para nifios, esmaltes de ufias, materiales ignifugos,
equipo médico y electronico, papel térmico, entre otros (Zielisnka et al., 2019). El
uso de BPA se puede dividir en dos categorias: una en la que se modifica o
polimeriza la estructura quimica del BPA y otra en la que se usa BPA como aditivo
(Geens et al., 2012).

Cualquier BPA residual que no haya reaccionado y que quede en los productos de
policarbonato y las resinas epoxi puede filtrarse a los alimentos o al medio ambiente.
El policarbonato es generalmente estable, pero algo de BPA puede liberarse del
policarbonato cuando se expone a condiciones de luz ultravioleta o calor intenso.
Las resinas epoxi elaboradas con BPA son estables; solo se espera que se libere
BPA residual de ellas (Rochester, 2013).

Alrededor del mundo, los humanos estan expuestos con frecuencia a bajos niveles
de BPA, principalmente derivados de envases de alimentos y bebidas, por tanto la
exposicion oral es la mas frecuente (Vandenberg et al., 2007). El BPA se dispersa
y se puede encontrar en desechos industriales residuales, aire interior y exterior,
muestras de polvo y muestras de agua. En consecuencia, los seres humanos estan
continuamente expuestos al BPA también a través de rutas distintas de las
exposiciones orales mas comunmente verificadas (Manukyan et al., 2019).

Debido a la creciente preocupacion por la seguridad del BPA y su ubicuidad en el
medio ambiente, su uso fue prohibido en la fabricacion y comercializacion de
biberones en la Union Europea (UE) en 2011 (Directiva, 2011/8 / UE). Algunos
Estados miembros de la UE han introducido nuevas prohibiciones sobre el uso de
BPA en materiales y revestimientos en contacto con alimentos, como Dinamarca,
Bélgica, Suecia y Francia. Francia ha adoptado medidas mas restrictivas al prohibir
el BPA en todos los materiales de envasado de alimentos (Bjérnsdotter et al., 2017).

Se ha detectado BPA en la orina, el liquido amnidtico, la sangre de adultos y
neonatos, la placenta, la sangre del cordén umbilical y la leche materna humana en
un rango de niveles que se sabe que son biolégicamente activos (>10 ug/L). Mas
recientemente, incluso se ha detectado BPA en los calcetines de los bebés, lo que
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destaca el nuevo papel de los textiles como fuente potencial de exposicion (Alonso-
Magdalena et al., 2015; Freire et al., 2019).

2.3.3 Efectos generales en la salud
2.3.3.1 Metabolismo

La Agencia de Proteccidbn Ambiental de los Estados Unidos (EPA) y la Agencia
Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) habian establecido que una dosis de 50
Mg/kg por dia era la dosis "segura" (Vandenberg et al., 2007; Ding et al., 2014). Sin
embargo, algunos estudios comenzaron a observar efectos a dosis mas bajas por
lo que establecieron la dosis de 4 pg/kg/d como la ingesta diaria tolerable temporal
(t-TDI) (EFSA, 2017). En cuanto al nivel en que no se observa efecto adverso
(NOAEL) vy el efecto observado méas bajo actual (LOAEL) se han reportado dosis
gue van de 5 a 50 mg/kg/d. Sin embargo, estos datos no han sido actualizados y se
comienzan a considerar obsoletos, por lo que se ha propuesto utilizar una dosis de
2.5 pg/kg/dia como el nuevo LOAEL y su uso en lugar de NOAEL (Vom Saal &
Vandenberg, 2020).

El BPA se metaboliza de manera rapida in vivo en el higado por medio de reacciones
de conjugaciéon con acido glucuronico y sulfatos, produciendo metabolitos de BPA-
glucuronido y BPA-sulfato, que subsecuentemente son excretados en las heces
fecales y en la orina. Estos metabolitos han sido previamente caracterizados como
compuestos relativamente no toxicos en relacion con el BPA con respecto a la
alteracion enddcrina y los efectos citotoxicos (Liu et al., 2017).

2.3.3.2 Efectos en humanos

Aunque se han llevado a cabo multiples estudios en animales que confirman los
efectos del BPA en diferentes sistemas y 6rganos, no se han podido extrapolar a
seres humanos, puesto que aun son insuficientes las investigaciones hechas en
estos ultimos. Al ser la mayoria estudios epidemiolégicos, existen factores externos
gue no se pueden controlar tan facilmente, o bien, que no se toman en cuenta;
resultando en contradicciones entre los diferentes estudios, los cuales, estan
centrados en los efectos del BPA en la reproduccion.

En las mujeres, el BPA se ha asociado con alteraciones en los niveles hormonales,
en los que se han detectado niveles altos de testosterona, E2 y progesterona en la
orina de generalmente mujeres adolescentes, con funciones reproductivas
deterioradas o con Sindrome de ovario poliquistico (SOP) (Scinicariello et al., 2016;
Zhou et al., 2017). Se han realizado estudios que demuestran un deterioro de la
funcién ovérica y uterina, en los que se ha sugerido que los niveles de BPA en la
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orina estdn asociados con un aumento en el riesgo de desarrollar SOP y una
disminucion del recuento de foliculos antrales (Akin et al., 2015; Zhou et al., 2017).
En cuanto a la morfologia uterina, se ha asociado al BPA con la endometriosis
pélvica no ovarica, pues se encontr6 que a medida que aumentaban las
concentraciones urinarias del disruptor enddécrino, la pared endometrial era mas
gruesa en mujeres jovenes y mas delgada en mujeres mayores (Upson et al., 2014;
Minguez-Alarcén et al., 2015).

En cuanto a los hombres, se ha examinado la asociacion entre la exposicion al BPA
y la calidad y produccion del esperma. Algunos estudios mostraron niveles altos de
BPA en la orina asociado con una disminucion en el recuento y la motilidad de los
espermatozoides debido a una fragmentacién mayor del ADN espermético (Meeker
etal., 2010; Lassen et al., 2014; Goldstone et al., 2015). También, se ha encontrado
gue la concentracion urinaria de BPA se asocia con los niveles hormonales debido
al aumento de testosterona, hormona luteinizante y E2 en adultos (Lassen et al.,
2014), mientras que en nifios y adolescentes, el BPA se relaciono con niveles mas
bajos de testosterona total (Scinicariello et al., 2016).

Un hallazgo importante fue que en las células de Sertoli humanas, la exposicion al
BPA disminuyo la viabilidad celular, los niveles de expresion de ocludina, ZO-1, B-
catenina y AR a una dosis de 20 uM (de Freitas et al., 2016). Las células de Sertoli
y Leydig juegan un papel crucial en el mantenimiento de las funciones normales de
la espermatogénesis. Las funciones de las células de Sertoli incluyen la formacion
de la barrera hemato-testicular, proteinas de secrecion y factores de crecimiento
gue nutren y regulan la apoptosis y la mitosis de las células germinales (Haywood
et al., 2003; Lui et al., 2003). Las células de Leydig son responsables de sintetizar
y secretar testosterona para apoyar la espermiogénesis (Payne et al., 1990).

Otros estudios en humanos han mostrado evidencia de que la exposicion
gestacional a BPA esta asociada con comportamientos de ansiedad, depresion e
hiperactividad en nifios, particularmente en las nifias (Braun et al., 2011). Por otro
lado, en pacientes adultos, las altas concentraciones del BPA urinario se han
relacionado con el diagnéstico de enfermedades cardiovasculares y enfermedad
arterial periférica y coronaria, asi como una mayor incidencia de hipertension,
reduccion de la frecuencia cardiaca, la funcion tiroidea alterada y la funcion hepatica
alterada, la cual esta correlacionada significativamente con elevaciones de las
enzimas hepaticas fosfatasa alcalina y lactato deshidrogenasa (Rochester et al.,
2013).
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2.3.3.3 Efectos en modelos animales

Los datos actuales de estudios experimentales han sugerido que la exposicién al
BPA afecta negativamente a la calidad y maduracion de los ovocitos, disminuye la
produccion y calidad de los espermatozoides, dafia las células testiculares, altera
los niveles hormonales, la funciéon ovarica y la morfologia uterina en modelos
animales (Siracusa et al., 2018).

En ratas Wistar, la exposicion pre y posnatal a dosis bajas de BPA resulté en una
disminucién del peso de los ovarios, el nimero de foliculos y cuerpos luteos, y, como
consecuencia, en un retraso en la apertura vaginal (Li et al., 2014; Santamaria et
al., 2016). Zhou y col. (2015) informaron que la exposicion al BPA disminuyo la
degradacion del nido de células germinales y alterd la expresion de genes clave
implicados en la apoptosis y la antioxidacion en ovarios de ratones CD-1 in vitro. Un
estudio sobre la exposicion al BPA en los ovarios de ratones de la generacion 1 dio
como resultado una relacion de dosis no monotonica con varios efectos
transgeneracionales encontrados en la generacion 3. Estos datos indicaron la
posibilidad de que el BPA cause alteraciones epigenéticas, que se transmiten de
forma transgeneracional, y puedan afectar la fertilidad, la espermatogénesis y la
actividad social y conductual de la descendencia (Berger et al., 2016).

Multiples estudios analizaron los efectos de la exposicion gestacional a dosis bajas
de BPA y encontraron un numero reducido de espermatidas alargadas en los
tubulos seminiferos de ratones puberes y una reduccion del recuento de
espermatozoides en ratas (Okada y Kai, 2008; Salian et al., 2009). Otras
investigaciones en ratones y ratas muestran que la exposicion prenatal y posnatal
a dosis bajas de BPA afectd negativamente la produccion y la calidad del esperma,
mostrando disminucion del nimero de espermatozoides, induccion de apoptosis y
estrés oxidativo de los espermatozoides, asi como alteracion de la morfologia de
los tubulos seminiferos (Rochester et al., 2013; Siracusa et al., 2018).

Algunos estudios in vitro e in vivo, han demostrado que la exposicion al BPA afect6
la proliferacidén y esteroidogénesis de las células de Sertoli y Leydig de roedores,
respectivamente. Ademas, los resultados de los estudios experimentales indicaron
gue la exposicién al BPA puede estar asociada con una disminucion de los niveles
hormonales en los animales machos y sugirio efectos directos del BPA en las
células de Sertoli y Leydig (Peretz et al., 2014).

Gamez y col. (2014) informaron que la exposicidén a dosis bajas de BPA conducia a
un aumento de los niveles séricos de LH y FSH pero sin cambios en los niveles de
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testosterona, en la descendencia de ratas Wistar. Por el contrario, un estudio
realizado en ratas Wistar macho adultas encontr6 que la exposicion al BPA
disminuy® los niveles séricos de testosterona, LH y FSH y aumento el nivel de E2,
reduciendo la produccién de esperma (Wisniewski et al., 2015).

2.4 Bisfenol S
2.4.1 Estructura y caracteristicas

El bisfenol S (BPS) es un compuesto organico que se obtiene a partir de una
reacciéon de deshidratacion de un fenol en combinacion con un agente sulfonante o
acido fenolsulfonico en presencia de un disolvente no polar aroméatico, para después
mezclar la suspension de reaccion con un disolvente polar para la precipitar la
4. 4'dihidroxidifenilsulfona, o bien, bisfenol S (Figura 12) (Ogata et al., 2008).

En comparacion con el BPA, el BPS tiene la ventaja de poseer estabilidad al calor
y alaluz, y por lo tanto se ha introducido en diversas aplicaciones industriales como
una alternativa a este. Tiene una vida media mas larga y no es susceptible de
biodegradacion. Por lo tanto, es mas probable que se acumule y persista en el
medio ambiente. En comparacion con una gran cantidad de estudios sobre BPA, la
investigacion sobre BPS se ha mantenido bastante limitada (Helies-Toussaint et al.,
2014).

Chen et al. (2002) demostraron por primera vez que tenia una actividad estrogénica
débil. Desde entonces, un numero creciente de estudios han confirmado que el BPS
confiere toxicidad endocrina y reproductiva en los organismos. La evidencia reciente
sugiere que el BPS es tan hormonalmente activo como el BPA y también es capaz
de inducir efectos disruptores endocrinos.

O
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Figura 12. Estructura del BPS. © 2020 Merck KGaA

2.4.2 Usos y vias de exposicion

Se sintetizé por primera vez en 1869 para ser usado como un tinte, pero a medida
gue aumentd la preocupacion con respecto a los efectos téxicos del bisfenol A
(BPA), lo ha reemplazado gradualmente en muchos productos de consumo (Liao et
al., 2012). Esencialmente, el BPS es uno de los analogos de bisfenol mas viables
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qgue ha logrado un crecimiento magnifico paralelo a la produccion de BPA (Qiu et
al., 2019).

Actualmente, el BPS es utilizado en la fabricacion de plasticos, resinas epoxicas,
recubrimientos para diversas aplicaciones, como revestimientos, adhesivos,
empaques para alimentos, papel térmico, productos para el cuidado personal que
incluyen magquillaje, pasta de dientes, gel de bafio y en polietersufonas, uno de los
materiales disponibles en el mercado como reemplazo de los biberones de
policarbonato (Helies-Toussaint et al., 2014; Liu et al., 2019).

La exposicion al BPS se ha vuelto rapida y generalizada, y se ha detectado
ampliamente en el agua (Yang et al.,, 2014; Yamasaki et al., 2015), alimentos,
polvos, sedimentos y orina humana (Mandrah et al., 2020). La ingesta dietética
parece ser la fuente principal de exposicion humana a BPS pues ha sido detectado
en varias muestras de alimentos, incluidos alimentos enlatados, cereales y
productos a base de cereales, carne y productos carnicos, pescado y mariscos,
huevos, leche y productos lacteos, verduras, frutas y bebidas de China, EE. UU. y
algunos productos de paises europeos. Sin embargo, el contacto con papel térmico
en forma de recibos de venta también es comun, pudiendo ingresar al sistema a
través del manejo de alimentos (Qiu et al., 2019).

Se ha encontrado BPS en la sangre de adultos (0.40 ng/mL), suero sanguineo
materno y del cordon umbilical (<0.03-0.07, 0.03-0.12 ng/mL, respectivamente) y en
leche materna a una concentracion de 0,23 ng/g, lo que sugiere que el BPS puede
atravesar la barrera placentaria y que los bebés pueden estar expuestos durante la
gestacion y la lactancia (Deceuninck et al., 2015; Liu et al., 2017; Jin et al., 2018).

2.4.3 Efectos generales en la salud
2.4.3.1 Metabolismo

De acuerdo a la Agencia Europea de Seguridad Alimentaria, la ingesta diaria
estimada de BPS es de 9.55 ng/kg de peso corporal/dia para los hombres y de 9.56
ng/kg de peso corporal/dia para las mujeres (Liao et al., 2014). EI NOAEL para la
toxicidad sistémica general es de 60 mg/kg de peso corporal por dia, mientras que
el LOAEL es de 180 mg/kg de peso corporal por dia en ambos sexos (EFSA, 2020).

Zhou y col. (2013) informaron que, en humanos, el BPS se metaboliza
predominantemente a través de reacciones de conjugacion y que el 97% del BPS
detectado en la orina humana se encontraba como la forma conjugada. Las
reacciones a través de las cuales se metaboliza el BPS son la hidroxilacion en la
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posicion orto del anillo fendlico y la glucuronidacién, siendo el higado el sitio
principal en el que se llevan a cabo.

La glucuronidacion es la via metabdlica predominante del BPS en humanos, pues
el BPS hidroxilado también termina sufriendo esta reaccion, la cual, cabe destacar,
también es una via de desintoxicacion, ya que, en contraste con el BPS, el
glucurénido de BPS esta inactivo como agonista o antagonista de los ER (Skledar
et al., 2016).

2.4.3.2 Efectos en humanos

Un estudio demostré que el BPS redujo de manera no monotdnica la secrecion
basal de testosterona en los testiculos fetales humanos y exhibié efectos
antiandrogénicos (Eladak et al., 2015). EI BPS disminuye mas facilmente la
espermatogénesis e inhibe la placentacion temprana en lineas celulares humanas
(Thoene et al., 2020). Ademas, en una linea celular de carcinoma adrenocortical
humano (H295R), se encontré que afecta la sintesis de progesterona, cortisol,
testosterona y la expresion de genes involucrados en las vias de aldosterona y
cortisol (Feng et al., 2016; Rosenmai et al., 2014).

Recientemente se ha sugerido que el BPS podria desempefar un papel en el
desarrollo de cancer de mama, puesto que este regulé positivamente el nivel de
expresion de los genes relacionados con el desarrollo del cancer modificando el
estado de metilacion de sus promotores en lineas celulares humanas (Huang et al.,
2019). También existen varios estudios epidemioldgicos en los que se sugiere que
el BPS puede alterar la duracion del embarazo (Wan et al., 2018).

Boucher y col. (2016) demostraron por primera vez que el BPS puede inducir la
acumulacion y diferenciacion de lipidos en preadipocitos humanos primarios.
Posteriormente, se observd que, en las células madre embrionarias humanas, el
BPS aumento la expresién celular de genes adipogénicos y provoco la acumulacion
de triglicéridos (Wang et al., 2017).

Un estudio epidemiolégico en China concluy6 que la exposicion ambiental tanto a
BPA como a BPS, podria estar asociada con un mayor riesgo de hipertension y
niveles elevados de presion arterial para la poblacidén en general (Jiang et al., 2020).
Varios estudios también han indicado que la exposicion a BPS podria inducir
obesidad (Wu et al., 2018) al promover la acumulacion y diferenciacion de lipidos
en los preadipocitos humanos.

2.4.3.3 Efectos en modelos animales
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Antes del uso generalizado del BPS se realiz6 un nimero limitado de experimentos
toxicologicos. Se informd que exhibe efectos adversos tanto in vitro como in vivo en
multiples organismos modelo, que van desde modelos de pez cebra a mamiferos
(Kinch et al., 2015; Rosenmai et al., 2014; Rosenfeld 2017). Puede ejercer efectos
genotoxicos, citotdxicos y neurotdxicos con un potencial de disrupcién endocrina y
complicaciones relacionadas, especialmente en la exposicion temprana (Qiu et al.,
2019).

Se describié que el BPS exhibe actividades estrogénicas y antiandrogénicas al
actuar directamente sobre los receptores de estrégenos y andrégenos (Molina-
Molina et al., 2013; Roelofs et al., 2015) o al disminuir la secrecion basal de
testosterona por los testiculos fetales (Eladak et al., 2015). Ademas, se ha
demostrado que la exposicion perinatal desestabiliza la homeostasis de los lipidos
y de la glucosa en crias de ratones hembra (Meng et al., 2018).

Los estudios in vivo muestran que las concentraciones plasmaticas e
intratesticulares de testosterona se redujeron en ratas macho expuestas a distintas
concentraciones de BPS, ademas de que condujo a un aumento del peso uterino
de ratas hembras (Yamasaki, 2004; Ullah et al., 2016). Ji y col. (2013) encontraron
gque el BPS perturbaba los circuitos de retroalimentacion reguladora del eje
hipotalamo-hipdfisis-gonada afectando negativamente el desarrollo de la
descendencia del pez cebra. También se encontro que los efectos del BPS pueden
tener una influencia significativa sobre el sexo de los organismos como en el pez
cebra que presentdé una proporcion de sexos sesgada a favor de las hembras
(Naderi et al., 2014). Asi mismo, la exposicion de ratones hembra prefiadas y crias
a concentraciones de 2-200 ug de BPS/kg/dia aumento la expresion del receptor
ERa en las hembras expuestas a BPS en la generacion FO (Catanese y
Vandenberg, 2017).

En los estudios in vitro, se encontré que el BPS altera algunos niveles hormonales
y la expresion de genes hormonales en varias lineas celulares. Por ejemplo, la
secrecion de hormonas esteroides y la expresion de genes implicados en las vias
esteroidogénicas y la biosintesis de colesterol se alteraron en células MA-10 Leydig
murinas (roedores) (Roelofs et al., 2015). También se ha observado regulacion
hormonal y actividad estrogénica débil del BPS en ensayos transcripcionales
basados en levadura (Chen et al., 2002), en ensayos de transactivacion basados en
hepatocitos embrionarios de pollo (Ma et al., 2015), en larvas de embriones de pez
cebra (Zhang et al., 2017), en adipocitos primarios humanos (Verbanck et al., 2017)
y en ovocitos de cerdo (Zalmanova et al., 2017).
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2.5 Otros derivados del bisfenol

A medida que aumenta la comercializacién de productos etiquetados como libres
de BPA, sus anélogos se utilizan cada vez mas en la fabricacion de productos de
consumo. Los analogos del BPA comparten la estructura basica de bisfenol de dos
anillos de benceno separados por un carbono corto u otra cadena (Garcia-Corcoles
et al., 2028). Ademés del BPS, el bisfenol F (BPF), bisfenol B (BPB), bisfenol E
(BPE), bisfenol AF (BPAF), bisfenol AP (BPAP) y bisfenol Z (BPZ) (Figura 13) son
utilizados por la industria como sustitutos del BPA en la produccién de
policarbonatos y resinas epoxi (Kitamura et al., 2005; Feng et al., 2012; Garcia-
Cércoles et al., 2018) para la fabricacién de productos industriales y de consumo
(Andujar et al., 2019).

Existe un numero limitado de estudios sobre los efectos hormonales de los analogos
del BPA, pero la mayoria muestra que provocan efectos en la salud similares a los
causados por el BPA (Liao et al., 2012; Punt et al., 2019). Se ha demostrado que
ejercen actividades estrogénicas menores, iguales e incluso mayores al BPA (Chen
et al., 2016; Mesnage et al., 2017; Moreman et al., 2017).

Dado que estudios recientes en animales han demostrado que la exposicion a
analogos de bisfenol como BPS, BPF y BPAF inducen un patron similar de
alteracion neuroconductual al BPA (Rosenfeld, 2017), existe una necesidad urgente
de nuevos enfoques de monitoreo que puedan abordar oportunamente los posibles
riesgos planteados por analogos de bisfenol para evitar lamentables sustituciones
de BPA y otras sustancias quimicas ambientales (Muestieles et al., 2020).

¥ 0

Bisfenol A(BPA)  Bisfenol AF (BPAF) Bisfenol AP (BPAP)

Bisfenol B (BPB) Bisfenol E (BPE) Bisfenol F (BPF)
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Bisfenol P (BPP) Bisfenol S (BPS) Bisfenol Z (BPZ)

Figura 13. Analogos del BPA. (Kojima,2019)
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Capitulo 3. Efecto de los disruptores endocrinos en el pancreas

3.1 El 17B3-estradiol y la homeostasis de la glucosa e insulina

A través de sus diversas hormonas, particularmente el glucagon y la insulina, el
pancreas mantiene los niveles de glucosa en sangre dentro de un rango muy
estrecho (4-6 mM). Esta preservacion se logra mediante las acciones opuestas y
equilibradas del glucagoén y la insulina, conocida como homeostasis de la glucosa
(Roder et al., 2016).

Ademas del desarrollo y la reproduccion sexual, los estrogénos tienen funciones
importantes en otros tejidos. La asociacion entre los niveles de estrégenos y la
homeostasis de la glucosa esta claramente demostrada en humanos. Por ejemplo,
en mujeres postmenopadusicas la incidencia de la intolerancia a la glucosa y la
resistencia a la insulina es mayor que en las mujeres premenopausicas e igual o
equivalente a la encontrada en hombres (Rettberg et al., 2014; Zhu et al., 2014).

Como ya se ha mencionado, la insulina es producida y secretada por las células 3
pancreaticas, y su produccion y secrecion estan reguladas principalmente por la
glucosa. Las concentraciones fisiologicas del 17B-estradiol (100pM-10nM)
potencian las oscilaciones de Ca?* inducidas por glucosa en las células B lo que, en
consecuencia produce un aumento en la liberacion de insulina (Nadal et al., 2004,
Santos et al., 2016).

Por lo tanto, la exposicion prolongada a concentraciones fisiologicas de E2 en
sinergia con la estimulacion de la concentracion de glucosa aumenta el contenido
de insulina, los niveles de ARNm de insulina y la liberacion de insulina. Ademas,
existe evidencia que sugiere la participacion de los receptores de estrégeno en
estos efectos (Alonso-Magdalena et al., 2008; Soriano et al., 2011).

3.1.1 Receptores de estrogeno (RE) y las células 3

La participacion de los RE en el metabolismo de los lipidos y la glucosa se ha
demostrado en ratones ER-a/f knockout que muestran mayor adiposidad,
resistencia a la insulina e intolerancia a la glucosa (Heine et al. 2000). Por ello, se
considera a los receptores de estrogenos como moléculas importantes para la
homeostasis de la glucosa (Barros et al., 2006; Ropero et al., 2008) ya que ademas
estan involucrados en la adaptacion de la funcién de las células 3 pancreaticas a la
resistencia a la insulina durante los periodos donde cambian los niveles de
estrégenos, como la pubertad, el embarazo y la menopausia (Nadal et al., 2009).
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Tanto en roedores como humanos, las células B pancreaticas expresan ambos tipos
de receptores de estrogeno (ER-a/) mayormente en el citoplasma y estos estan
involucrados en diversos aspectos fisiolégicos (Nadal et al.,, 2004). Gracias a
estudios en ratones ER-knockout, se sabe que ERa, por medio de la interaccion con
E2, brinda proteccién contra la muerte celular de las células B causada por citocinas
proinflamatorias (Contreras et al., 2002; Le May et al., 2006); mientras que la
activacion de ER en las células B esta involucrada en la regulacion rapida de los
canales KATP y la secrecion de insulina, regulando la expresiéon de ciclina D2 y
Pdx1, en comparacion con ERa (Alonso-Magdalena et al., 2011; Soriano et al.,
2011; Whitehead et al., 2016).

En resumen, E2 potencia rapidamente los sistemas de sefializacion de las células
B y la liberacion de insulina a través de los RE, un efecto que es imitado por los
disruptores enddcrinos, incluido el BPA (Nadal et al., 2011).

3.2 Efectos del BPA en el pancreas
3.2.1 Exposicion directa (FO)
3.2.1.1 Efectos en machos

En modelos de ratas macho Wistar prepuberes y adultos se ha encontrado que la
exposicion oral a BPA, en dosis que van desde los 50 pg/kg/dia hasta 200
mg/kg/dia, altera la tolerancia a la glucosa e insulina, con cambios en la metilacion
de Pdx1, la disminucion de la expresion del mRNA del receptor de la insulina y Akt,
asi como el aumento de la expresion de GLUT2 en dosis altas de 20 y 200 mg.
También provoca un aumento de la masa de las células 3, junto con la alteracion
en la expresion de mRNA involucrados en el metabolismo de estas células que se
ven agravados con dietas altas en grasa (Jayashree et al., 2013; Ding et al., 2014;
Rahmani et al., 2020).

En ratones OF-1 de 2 meses expuestos a una dosis baja de BPA (10ug/kg/dia) por
via subcutanea por 4 dias se presentd hiperinsulemia cronica, tolerancia a la
glucosa e insulina alteradas y aumento de insulina en las células B, mientras que a
una dosis de 100 pg/kg/dia, el BPA modulé la expresion de mas de 50 genes que
codifican subunidades importantes de los canales Na+/K+ de las células 3 (Alonso-
Magdalena et al., 2006; Martinez-Pinna et al., 2019).

Ratones C57BL/6 de 3-6 semanas expuestos por 12 semanas a una dosis de 10
pg/kg/dia de BPA por via oral mostraron una mayor tolerancia a la glucosa a los 5
meses, la cual se deterioré al afio de edad, mientras que a una dosis alta de 10
mg/kg/dia, estos efectos no se observaron (Rashid et al., 2020). A una dosis de 50-
500 pg/kg/dia por 8 semanas también se presento tolerancia a la glucosa alterada
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y un aumento compensatorio de la secrecion de insulina estimulada por glucosa
(GSIS) de los islotes y la expresion de Pdx1 (Wei et al., 2017). Por otro lado, se
encontrd que el gen miR-338 regulaba Pdx1 mediante la activacion del receptor de
estrogeno acoplado a proteina G (GPER). Una dieta alta en grasas junto con una
exposicion a BPA a largo plazo (50 pg/kg/dia por 12 semanas) provocO una
reduccion en la fosforilacion de Akt y GSK3b en el musculo esquelético pero sin
afectaciones en el peso corporal o de las células B (Moon et al.,, 2015). En un
experimento ex vivo, en islotes pancreaticos de ratones de 14 semanas, el BPA
modul6 la expresion y funcion de los canales de Na+ y K+ por medio del ERp e
indujo alteraciones en la actividad eléctrica de las células B (Martinez-Pinna et al.,
2019).

3.2.1.1 Efectos en hembras

En ratas F344/DuCrl prefiadas se observd un 80% de aumento de la secrecion de
insulina estimulada por glucosa (GSIS) en una dosis oral de BPA de 0.5 pg/kg/dia
administrada del dia 3 de gestacion hasta el dia 22 posnatal (GD3-PN22), por el
contrario, a una dosis mas alta, de 50 pg/kg/dia, la GSIS disminuyé un 40%
(Manukyan et al., 2019).

En ratonas OF-1 prefiadas y expuestas a dosis de 10 y 100 ug/kg/dia de BPA por
via subcutanea del GD9 a GD16 hubo un aumento de la resistencia a la insulina
inducida por la gestacion, y una disminucion en la tolerancia a la glucosa y GSIS,
ademas de que disminuyo la fosforilacion de Akt en el higado y en el musculo
esquelético. En cuanto a las células 3, éstas exhibieron una disminucién de la masa
y la capacidad de proliferacién, con una expresion disminuida de la ciclina D2.
Ademas, se incremento la tasa de apoptosis de las células B, asi como la expresion
de los genes que la regulan, p16 y p53. Finalmente, después del parto, el peso
corporal, la concentracion de insulina, leptina y triglicéridos aumentaron. Cabe
mencionar que los ratones hembra no prefiadas no presentaron ninguno de dichos
efectos después de la exposicion a BPA; sin embargo, se presentaron algunos
cambios cuando se les someti6 a una dieta alta en grasas, al presentar disminucion
del peso corporal y niveles altos de acidos grasos y triglicéridos (Alonso-Magdalena
et al., 2010; Van Esterik et al., 2014; Alonso-Magdalena et al., 2015).

En un estudio en el que se evaluaron los efectos del BPA durante la menopausia,
los ratones suizos oviarectomizados expuestos por via oral (90 dias) a 1 pg/kg/dia
de BPA mostraron un aumento en el nimero y masa de islotes por seccién de
pancreas, asi como la masa de las células B. Una dieta alta en grasa afecto la
hiperplasia compensadora de células de los islotes en respuesta a la resistencia a
insulina inducida por la dieta, acompafiada de una regulacion positiva en la
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expresion de los genes que codifican a los receptores ER-B y GPR30 y una
disminucion en la expresion de Pdx1, NGN3 y ciclina D2 junto con el aumento de
TNF-a y IL-1 B, todo sin alterar la GSIS (Oliveira et.al., 2020).

3.2.2 Efectos en la primera generacion (F1)
3.2.2.1 Epigenética: efectos multi y transgeneracionales

De acuerdo con diversos estudios, ha surgido evidencia que sugiere que los DE no
solo afectan la salud de la poblacion directamente expuesta, sino también de las
generaciones posteriores. Esto tiene profundas implicaciones para la salud publica,
pues aunque es posible que ya no se utilice una sustancia quimica, los efectos
pueden persistir en las generaciones futuras (Bansal et al., 2018). La gran mayoria
de los factores ambientales y tdxicos carecen de la capacidad de alterar la
secuencia del ADN o de promover mutaciones genéticas. Sin embargo, el medio
ambiente puede influir drasticamente en los procesos epigenéticos para alterar la
expresion de genes (McCarrey, 2012).

Se le conoce como epigenética a la adaptacion estructural de regiones
cromosbémicas para registrar, sefialar o perpetuar estados de actividad alterados, es
decir, mecanismos por los cuales la cromatina se altera quimicamente (a través de
modificaciones de ADN e histonas) o estructuralmente (a través de la remodelacion
de cromatinay la interaccion entre ADN y ADN intracromosomico) (Bird, 2007; Chen
et al., 2017). Actualmente, los procesos moleculares epigenéticos actualmente
conocidos son la metilacion del ADN, las modificaciones de histonas, el ARN
funcional no codificante y la estructura de la cromatina (Skinner, 2014). Todos estos
procesos epigenéticos son importantes y tienen distintas funciones en la regulacion
de cdmo se expresan los genes en el genoma y son independientes de la secuencia
de ADN.

La epigenética proporciona un mecanismo molecular para que el medio ambiente
altere directamente la biologia de un organismo (Jirtle y Skinner, 2007). Para la
mayoria de los disruptores enddcrinos (DE), los compuestos no metabolizados son
la forma mas activa, también conocida como el toxico final. Al entrar en el torrente
sanguineo, el toxico final ahora es capaz de alcanzar y actuar sobre sus células
diana. Si la célula diana es una célula germinal, las alteraciones epigenéticas que
se producen y sus fenotipos asociados pueden persistir a lo largo de generaciones.
Debido a que la maquinaria de desintoxicacion aun se esta desarrollando en el feto
y el recién nacido, estas poblaciones son particularmente susceptibles a los DE, y
sus células germinales representan objetivos de efectos multi o transgeneracionales
inducidos por DE (Aubert et al., 2012; Xin et al., 2015)
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Si una madre embarazada (FO) se expone a un estimulo adverso, su descendencia
(designada como F1) puede verse afectada como consecuencia de la exposicion
directa al mismo estimulo en el Utero. Ademas, debido a que las células germinales
de la descendencia F1 se estdn desarrollando durante la gestacion, su
descendencia, es decir, los nietos de FO (designados F2) también estan
directamente expuestos, por lo que, los efectos observados en esta generacion se
considerarian multigeneracionales. Entonces, los efectos observados en la
descendencia de F2 (generacion F3) que no tuvo exposicion directa al estimulo
original serian transgeneracionales (Xin et al., 2015).

Por otra parte, cuando la exposicidon ocurre a través del padre FO, se observan
efectos transgeneracionales en la generacion F2, ya que la Unica otra generacion
directamente expuesta al estimulo original es la futura descendencia F1, que esta
expuesta como célula germinal (Heard et al., 2014).

El feto y el recién nacido representan poblaciones particularmente vulnerables a la
exposicion a los DE. El desarrollo temprano requiere una sincronizacion precisa de
la accion hormonal para que se lleve a cabo el crecimiento adecuado de tejidos y
organos, y los DE pueden interferir con las actividades endogenas de estas
hormonas. Ademas, las enzimas implicadas en la biotransformacion de agentes
xenobidticos y los procesos necesarios para eliminar estos compuestos no estan
completamente desarrollados en dichas etapas (de Wildt et al., 1999; Choudhary et
al., 2003; Xin et al., 2015).

3.2.2.2 Exposicion a BPA en la gestacion

Los ratones OF-1 machos expuestos a 10 y 100 ug/kg/dia de BPA (via subcutanea)
durante los dias 9-16 de gestacion, tuvieron menor peso al nacer y al dia 30
aumentaron tanto la insulina como el péptido C en el plasma. En la dosis mas baja,
la secrecion y el contenido de insulina disminuyeron. En ambas dosis, al dia PN20,
hubo alteracién en los niveles de glucosa en ayunas y la masa de las células 3 se
mantuvo igual o disminuyé en comparacion con el grupo control. Al dia 30 hubo un
aumento de la masa y proliferacion de las células B asi como una disminucién en la
apoptosis de las mismas. A los 6 meses, los ratones exhibieron una disminucion en
la tolerancia a la glucosa y en el numero de células 8, asi como un aumento de la
resistencia a insulina con niveles elevados de insulina, leptina, triglicéridos y glicerol.
A los 7 meses, los ratones mostraron alteracion en la homeostasis de la glucosa:
con una disminucion en los niveles de insulina en el plasma, asi como de glucosa y
GSIS acompafiado de una disminucion en la masa y proliferacion de las células B
junto con expresion de ciclina D2 y aumento en la expresion de proteinas p15y p53
(Garcia-Arévalo et al., 2010; Alonso-Magdalena et al., 2015; Garcia-Arévalo et al.,
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2016). Dichos efectos coinciden con otro estudio en ratones en el que a una dosis
de 100 pg/kg/dia de BPA durante DG6- post-natal 0 (PNO), la homeostasis de la
glucosa se vio afectada a 3 y 6 meses, y esto continudé hasta los 8 meses en
machos, pero no en hembras (Liu et al., 2013).

En cuanto a la exposicidbn a BPA por via oral en FO, a una dosis mas alta (25
mg/kg/dia, durante 10 dias de gestacion) los ratones fetales mostraron, en el DG18
una mayor agrupacion de células de islotes y un aumento tanto la expresion de
glucagon en los islotes como el nimero de agrupaciones de células de islotes que
expresan glucagoén (Van Esterik et al., 2014; Whitehead et al., 2016).

3.2.2.3 Exposicién a BPA desde la gestacion hasta el destete

Wei et al. demostraron que en la descendencia adulta de ratas Wistar expuestas los
DGO-PN21 (via oral) a una dosis de 50 pg/kg/dia de BPA, hubo un aumento del
peso corporal, insulina sérica y un deterioro de la tolerancia a glucosa. Estos efectos
fueron agravados por una dieta alta en grasas, observandose sindrome metabdlico
severo que incluia obesidad, hiperglucemia, hiperinsulemia e intolerancia a la
glucosa (Wei et al., 2011).

En la descendencia de ratones CD-1 expuestos a 0.25 pg/kg/dia de BPA durante
los DGO-PND21 se presentd un aumento del peso corporal en hembras y machos
a las 3 semanas. A las 4 semanas, los machos aumentaron de tamafio en
comparacion con el grupo control, cambios que desaparecieron en la adultez. No
se encontraron cambios en la tolerancia a glucosa. Algo similar sucedié con la
descendencia de madres FO expuestas por via subcutanea (GD8-PND21) a dosis
desde 0.25 a 250 pg/kg/dia de BPA, en quienes no hubo incremento en el peso
corporal sino hasta el destete en hembras (F1). Las crias tampoco exhibieron ningun
cambio en la homeostasis de la glucosa (Ryan et al., 2010; Rubin et al., 2017).

Por el contrario, en ratones F344/DuCrl expuestos a BPA por via oral (materna FO)
desde el DG3 hasta el dia PN22 a una dosis de 0.5 pg/kg/dia se observo un 50%
de aumento en la secrecion de insulina estimulada por glucosa (GSIS) de tanto en
machos como hembras a las 5y 52 semanas. Por el contrario, a una dosis mas alta,
de 50 pg/kg/dia, la GSIS disminuyd un 40%. (Manukyan et al., 2019). En ratones
C57BL/6 expuestos también por via oral (materna F0) a 10 pg/kg/dia y 10 mg/kg/dia
de BPA durante el periodo DG0-PN21, se observo que a las 21 semanas hubo un
aumento en la secrecion de insulina alterada en machos; ambas dosis provocaron
la inflamacion de los islotes también en machos. La dosis alta afectd la funcidn
mitocondrial y la dosis baja redujo la masa y aumentoé la muerte de las células 3
(Bansal et al., 2017).
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3.2.2.4 Exposicion en la gestacion a mas largo plazo

Garcia-Arevalo y colaboradores (2014) estudiaron el efecto de la exposicion a BPA
a largo plazo en ratones. A una dosis de BPA de 10 pg/kg/dia, los ratones machos
(expuestos via subcutdnea desde DG 9-16 hasta las 13 y 24 semanas de edad)
presentaron bajo peso al nacer y disrupcidén de GSIS, especialmente cuando se les
alimentd con una dieta alta en grasas. A las 17 semanas aumento el contenido de
insulina en los islotes con una dieta alta en grasas, pero no a las 28 semanas.
También presentaron disminucion en la fosforilacion de Akt y GSK3B pero no hubo
cambios en el area de los islotes o en el contenido de insulina en las células 3
(Garcia-Arévalo et al., 2014).

En otro estudio, la descendencia (hembras) expuesta a BPA del DG8-PN35, mostré
un incremento de peso junto con un aumento en los niveles de glucosa e insulina
asi como una disminucion de la sensibilidad a la insulina a las 34 semanas en las
dosis de 2.5y 25 pg/kg/dia de BPA (Rubin et al., 2017).

3.2.2.4 Exposicion neonatal a BPA

En ratones C57BL6 tratados con 100 pg/kg/dia de BPA del PNDO-PND21, solo la
descendencia masculina de 3 meses desarrollo intolerancia a la glucosa. Ademas,
a la edad de 3 meses, aumenté la masa de células B debido a los cambios en la
replicacion celular, en la neogénesis y en la apoptosis. Las alteraciones en la
secrecion de insulina y en la sensibilidad a la insulina, mas que la masa de células
B, fueron consistentes con el desarrollo de intolerancia a la glucosa (Liu et al., 2013).

3.2.3 Efectos de la exposicion a BPA en la segunda y tercera generacion (F2 y F3)

Los ratones F2 C57BL/6 de 16-21 semanas expuestos a BPA 10 ug/kg/dia y 10
mg/kg/dia como células germinales de F1 durante la gestacion y lactancia (se
expuso por via oral a la FO del GD0O-PND21) mostraron secrecién de insulina
alterada e inflamacion de los islotes en machos. Se afect6 la funcion mitocondrial,
se redujo la masa de las células By aument6 su muerte, asi como la expresion de
Igf2 (Bansal et al., 2017).

En roedores F1 expuestos via paterna (oral) a BPA a una dosis de 10 pg/kg/dia y
10 mg/kg/dia no se observaron efectos reproductivos o metabdlicos en la
descendencia adulta F2 (Ding et al., 2014; Rashid et al., 2020). Sin embargo,
después de una exposicion por la linea germinal masculina (la misma F1 tuvo
exposicién materna durante el desarrollo) a las mismas dosis anteriores, se observo
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que las crias hembras F2, a los 4-7 meses, mostraron tolerancia a la glucosa
alterada en ausencia de resistencia a insulina ademas de un aumento de GSIS
(Rashid et al., 2020). Anteriormente, se evalud la exposicidn via paterna a una dosis
de 40 pg/kg/dia, en ratas machos F2 de 3-21 semanas, los cuales mostraron una
disminucion en la expresién de Igf2, junto con una hipermetilacion de este mismo
gen en los islotes, estos efectos también se observaron en las hembras F2, pero
fueron menos pronunciados (Mao et al., 2015).

En cuanto a estudios de la tercera generacion F3, se sabe que los ratones machos
de 21 semanas, expuestos via F2 a 10 ug/kg/dia y 10 mg/kg/dia de BPA tuvieron
un peso corporal aumentado; sin embargo, la tolerancia a la glucosa no se vio
afectada. Los ratones expuestos a la dosis baja mostraron masa de células 3
reducida e islotes mas pequefios, lo que se asocié con una mayor secrecion de
insulina estimulada por glucosa. Similar a lo que observaron Bansal et al. (2017) en
la descendencia masculina F1 y F2, para F3 la tincion para marcadores de células
T y macrofagos aumentd en el pancreas, lo que se asocié con cambios en los
niveles de citocinas. En contraste, las hembras F3 tuvieron un peso corporal,
tolerancia a la glucosa y secrecion de insulina comparables a los de los controles.
Por lo tanto, la exposicion materna al BPA resultd en menos defectos metabdlicos
en la descendencia F3 que en la descendencia F1 y F2, y estos fueron especificos
por sexo y dosis (Bansal et al., 2018).

3.3 Efectos de BPS en la homeostasis de la glucosa

Como ya se ha mencionado, el uso del BPS como sustituto del BPA es
relativamente reciente, por lo que se tiene una limitada cantidad de estudios
pertinentes a la homeostasis de la glucosa. Se ha demostrado que el BPS puede
contribuir al desarrollo de la obesidad, ya que este es capaz unirse a receptores
nucleares en los tejidos grasos (Rezg et al., 2018). También se ha mostrado que la
exposicion a 80 uM de BPS aumenta el contenido de triacilgliceroles (TG) en células
3T3-L1 y en concentraciones de 0.1 mM, en dichas células, se ha sugerido que el
BPS esta involucrado en la obesidad y en la esteatosis debido al aumento en el
contenido de lipidos intracelulares (Masuno et al., 2005; Helies-Toussaint et al.,
2014), pudiendo inducir adipogénesis y afectar la diferenciacion de preadipocitos
humanos primarios. Algunas investigaciones han sugerido que la exposicion a BPS
aumenta significativamente el aclaramiento de triglicéridos en plasma, alterando la
expresion de ARNm de genes marcadores involucrados en el metabolismo de los
lipidos y la adipogénesis, incluyendo el receptor de insulina y supresor de la
sefalizacion de citocinas 3 en ratones machos (Boucher et al., 2016; Del Moral et
al., 2016)
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Las ratas Wistar macho FO de 7-8 semanas, a dosis de BPS 0.05 y 5 mg/kg/dia de
BPS (90 dias) exhibieron niveles aumentados de glucosa, lo que indica la
manifestacion de hiperglucemia. El perfil metabolomico del suero y la orina revelo
que el BPS podria causar una alteracibn metaboldmica consecuente,
principalmente de aminoacidos, hidratos de carbono y acidos organicos. La
descripcién general del perfil de metabolitos perturbados en ratas mostro
prometedores marcadores de diagnostico temprano de condicién hiperglucémica
desencadenada debido a la exposicion de dicho DE (Mandrah et al., 2020)

En ratones hembras adultas, diabéticas, no obesas (NOD) que siguieron un
tratamiento de 30 pg/kg/dia de BPS con una dieta a base de soja se retraso
significativamente el desarrollo de la diabetes Tipo 1 y disminuyeron los niveles de
glucosa en sangre. Por el contrario, los machos expuestos a BPS mostraron una
mayor resistencia a la insulina y niveles de glucosa en sangre variados. Por lo tanto,
el BPS tuvo efectos dependientes del sexo y de la dieta sobre la diabetes tipo 1y la
homeostasis de la glucosa, que probablemente fueron causados por otros
mecanismos, ademas de la inmunomodulacion (Xu et al., 2019).

Recientemente se ha encontrado que el BPS, a concentraciones de 1 nM, aumento
rapidamente la liberacion de insulina y disminuyé la actividad del canal de K*
sensible al ATP de las células B en ratones WT, pero no se observaron efectos en
células de ratones BERKO, lo que sugiere la participacion de vias de ER iniciadas
por extranucleares (Marroqui et al., 2021).

En cuanto a efectos multigerenacionales, en ratas Wistar F1, la exposicion perinatal
(DG7- PND21) al BPS (100 ng/g/dia) aumentd significativamente el peso corporal,
el peso del higado y del tejido adiposo blanco, la actividad de la alanina
aminotransferasa (ALT) sérica y el contenido de triglicéridos (TG) y colesterol (T-
Cho) en el higado. Ademas, las expresiones de genes implicados en las vias
inflamatorias aumentaron significativamente en los tejidos del higado y tejido
adiposo epididimal (epiWAT). Mientras tanto, el estudio de metabolomica sérica
mostré cambios significativos en el contenido de metabolitos asociados con el
metabolismo de lipidos y glucosa. En consecuencia, los niveles de expresion
relativa de genes implicados en el metabolismo de lipidos y de glucosa cambiaron
significativamente en el tejido hepatico y epiWAT de la descendencia de ratones
machos (Meng et al., 2019).
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3.4 Discusion
3.4.1 Los efectos de los DE son dependientes de distintos factores.

En el caso de los ratones machos FO, los efectos del BPA no difieren mucho entre
dosis, via de administracion o edad. En general, se altera la homeostasis de la
glucosa con una disminucién de la tolerancia a glucosa, insulina y GSIS, el cual
aumenta mas adelante como un mecanismo compensatorio (Alonso-Magdalena et
al., 2006; Martinez-Pinna et al., 2019). También hay alteraciones en los genes de la
sefalizacion de insulina, como la disminucion de la fosforilacion de Akt y el aumento
de Pdx1, junto con un aumento en la masa y en la insulina en las células B (Moon
etal., 2015; Wei et al., 2017; Rashid et al., 2020) el cual se normaliza en los adultos,
aunque con el mantenimiento de las alteraciones en la actividad eléctrica. Todos
esos efectos se agravan cuando se combina el BPA con una dieta alta en grasas,
ademas de que son dependientes del sexo, ya que, en hembras, el BPA no parece
causar alteraciones mas que en las dietas altas en grasas (Alonso-Magdalena et
al., 2015).

Sin embargo, en las hembras prefiadas, el BPA a largo plazo altera la homeostasis
de la glucosa con una disminucion de la tolerancia a glucosa y un aumento de la
resistencia a la insulina, con una disminucion de la GSIS que depende de la dosis.
En los machos, la exposicion al BPA a largo plazo, disminuye la fosforilacion de Akt,
y en el caso de las células B, la masa y la proliferacion disminuyen al mismo tiempo
gue aumenta la apoptosis. Finalmente, en las hembras ovariectomizadas, los
efectos del BPA coinciden con los de los machos expuestos a corto plazo al
aumentar el numero y masa de las células [3; sin embargo, al afadir una dieta alta
en grasas, disminuye la expresion de Ciclina D2 y Pdx1, junto con un aumento de
factores de la apoptosis (Alonso-Magdalena et al., 2010; Van Esterik et al., 2014;
Alonso-Magdalena et al., 2015; Manukyan et al., 2019).

Por otro lado, los efectos multigeneracionales en F1 varian dependiendo tanto del
sexo como el tiempo y momento de exposicion. En roedores machos, cuando la
exposicion al BPA se da solamente en la gestacion, en la vida fetal existe un
aumento de células a que expresan glucagdén y en las primeras semanas
posnatales, aumenta la proliferacion y masa de las células B, efectos que, a los 7
meses disminuyen junto con la tolerancia a glucosa y GSIS provocando un aumento
de la resistencia a insulina y apoptosis de las células B (Garcia-Arévalo et al., 2010;
Liu et al., 2013; Alonso-Magdalena et al., 2015; Garcia-Arévalo et al., 2016). Estos
ultimos efectos se pueden observar desde las primeras semanas de vida, cuando
la exposicion a BPA se ha extendido hasta la lactancia, y se ven agravados con el
tiempo, en el que ocurre un aumento de GSIS dependiente de la dosis (al igual que
en las hembras FO prefiadas), inflamacién de los islotes y disminucién de la
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proliferacion de las células B (Ryan et al., 2010; Wei et al., 2011; Bansal et al., 2017;
Rubin et al., 2017; Manukyan et al., 2019). Ademas de la exposicion durante los
periodos de gestacion y lactancia, cuando se sigue administrando BPA a largo
plazo, los roedores machos F1 presentan cambios en la fosforilacion de factores de
la sefalizacién de la insulina pero sin cambios en las células 3. Los roedores
hembras no parecen verse afectados de la misma manera por el BPA materno; a
una dosis baja administrada hasta el destete, las hembras presentan un aumento
de peso, el cual se normaliza en la adultez mientras que, a una dosis mas altay a
largo plazo, solamente exhiben aumentos de glucosa e insulina (Garcia-Arévalo et
al., 2014; Rubin et al., 2017). Finalmente, cuando la exposicion es neonatal, es
decir, Unicamente en la lactancia, solo los machos, en los primeros meses, exhiben
intolerancia a la glucosa, aumento de la masa de las células B y GSIS alterada (Liu
et al., 2013).

Por lo que corresponde a las generaciones posteriores, en F2 persistieron los
efectos de la GSIS alterada, inflamacion de los islotes y disminucion de la masa de
las células B en machos (Bansal et al., 2017), mientras que las hembras exhibieron
tolerancia a la glucosa alterada, aumento de GSIS sin resistencia a insulina, pero
solo cuando la via fue paterna (F1 que fue expuesto a BPA via materna) (Ding et
al., 2014; Mao et al., 2015; Rashid et al., 2020). Por ultimo, en los machos F3
también tuvieron se observé una reduccién en la masa de las células B, islotes mas
pequefios y aumento de GSIS (Bansal et al., 2018).

Con el BPS también se pueden observar efectos en el metabolismo de los lipidos e
indicios de resistencia a insulina, que incluyen obesidad e hiperglucemia. Al igual
gue el BPA, los efectos son dependientes del sexo, afectando mas a los machos y
ademas, pueden ser multigeneracionales (Rezg et al., 2018; Meng et al., 2019;
Mandrah et al., 2020).

3.4.2 Riesgo de diabetes y otras enfermedades metabdlicas

Las manifestaciones de la resistencia a insulina incluyen aumento del peso corporal,
dislipidemia, hiperglucemia e intolerancia a la glucosa, lo que conduce a una
variedad de enfermedades metabdlicas, incluyendo la diabetes tipo 2 (T2DM),
enfermedad del higado graso no alcohdlico, enfermedades cardiovasculares,
cancer, entre otras. Es posible la existencia de diferentes mecanismos que pueden
contribuir a la etiologia de la resistencia a la insulina segun los érganos objetivo
(Petersen et al., 2018). En la mayoria de los casos, la T2DM se desarrolla debido a
una reduccidn progresiva en la respuesta del pancreas para producir suficiente
insulina para compensar la resistencia a esta. Eso significa que requiere defectos
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tanto en la funcion de las células B como en la sensibilidad a la insulina (Kahn,
2003).

Dentro del tejido adiposo, la inflamacion juega un papel clave en el desarrollo de la
resistencia a lainsulina. Se sabe que los niveles elevados de citocinas inflamatorias,
como IL6 y TNFa resultan en una disminucién de la sefializacion de la insulina (Kim
et al. 2008, Muoio y Newgard, 2008, Samuel y Shulman, 2012). Una disminucién de
la fosforilacion de AKT y GSK3b en el musculo esquelético indica una menor
respuesta a la insulina y, por lo tanto, de resistencia a la insulina en el masculo, que
podria ser un mecanismo por el cual el BPA induce la intolerancia a la glucosa. De
hecho, el misculo esquelético es el sitio predominante para la captacion de glucosa
mediada por insulina (Moon et al., 2015).

Los mecanismos de adaptacion como la secrecibn mejorada de insulina
(hiperinsulinemia) previenen la hiperglucemia. Sin embargo, la hiperactividad
cronica de las células B agota las capacidades de adaptacion del pancreas, lo que
conduce a una disminucion de la produccion de insulina en respuesta a la glucosa
y al aumento de la resistencia a la insulina con un aumento adicional de los &acidos
grasos libres en el plasma a través de procesos de autoamplificacion, lo que
finalmente conduce a la diabetes tipo 2.

Se ha descrito que la masa de células B es fundamental para el funcionamiento
adecuado del pancreas endocrino, asi como para la biosintesis y secrecion de
insulina. Es importante destacar que los tres receptores de estrégeno (ERa, ERB y
el ER acoplado a proteina G (GPER)) se han identificado en células B humanas y
de roedores, donde desempefian funciones esenciales en la supervivencia y funcion
de los islotes (Nadal et al., 2011; Tiano y Mauvais-Jarvis, 2012). EI BPA, en dosis
dentro del rango de exposicion humana, modula la division de células (3, lo que
conduce a un incremento de la masa de células B durante el desarrollo (Boronat-
Belda et al., 2020). La supresion genética de la ciclina D2 en ratones produce una
disminucién de la proliferacion de células y de la masa y, eventualmente, el
desarrollo de diabetes dependiente de la edad. También se ha informado que varios
inhibidores del ciclo celular estan involucrados en la reduccién progresiva de la
masa de células B. Se ha propuesto un papel significativo para p16 y p53, cuya
expresion se sabe que aumenta a medida que las células envejecen y también se
ha relacionado con la diabetes (Kushner et al., 2005). Por tanto, debido a la accién
estrogénica-mimética del BPA (Dodds y Lawson, 1936), se sugiere que Su
exposicién probablemente interfiera con el desarrollo y la funcién del pancreas
endocrino.
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Los efectos del BPA son dependientes del sexo, esto se debe a que estudios tanto
en humanos como en animales sugieren que el 17B-estradiol, protege la produccion
de insulina en estados diabéticos (Le May et al., 2006). Al tener mayores niveles de
E2, la prevalencia de diabetes es menor en las mujeres (Wild et al., 2004), esta
proteccién es mas pronunciada en los sindromes diabéticos con deficiencia grave
de insulina (Gale y Gillespie, 2001). Ademas, en la mayoria de los modelos de
diabetes en roedores, las hembras estan protegidas de la muerte de las células B y
la hiperglucemia, mientras que, a la inversa, los machos desarrollan una diabetes
manifiestamente deficiente en insulina (Contreras et al., 2002).

No obstante, los estados de embarazo y menopausia carecen de dicha proteccion
debido a que, en la menopausia los niveles de E2 bajan debido a la pérdida de la
funcién ovérica, mientras que en el embarazo, existe la probabilidad de desarrollar
diabetes mellitus gestacional, la cual se presenta como intolerancia a la glucosa
relacionada con la elevacion de los niveles de E2 y otras hormonas maternas. La
diabetes mellitus gestacional se diagnostica por primera vez durante el embarazo y
afecta aproximadamente del 1% al 14% de todos los embarazos y aunque la
tolerancia normal a la glucosa generalmente se restablece en el periodo posparto,
existe un mayor riesgo de desarrollar diabetes mellitus en el futuro, el cual se agrava
con la exposicion a BPA (Alonso-Magdalena et al., 2015). También se debe de
tomar en cuenta que la expresion hepatica de la proteina 2 asociada a la resistencia
a multiples farmacos, que excreta conjugados quimicos como el BPA glucurénido,
se reduce durante el embarazo (Inoue et al., 2004), por lo que las madres gestantes
estan expuestas a mayores niveles de BPA.

Por esto mismo, la exposicion de la descendencia durante el embarazo es critica,
ademas de que los Organos clave estan experimentando crecimiento y
diferenciacion. Inicialmente, el concepto de "origen fetal de enfermedades adultas”
sugirid que un desajuste entre la expectativa fetal del ambiente postnatal y el
ambiente postnatal real podria contribuir al riesgo de enfermedad en adultos
(Gluckman y Hanson, 2004). En las ratas fetales, la actividad de
glucuroniltranserasa, enzima que cataliza la glucuronidacion del BPA, esta ausente
y se desarrolla después del nacimiento, aunque esta reducida en ratas prefiadas
(Matsumoto et al. 2002). El feto tiene sistemas vulnerables de metabolizacion de
farmacos, el BPA glucuronido se transfiere a través de la placenta al feto y luego
afecta adversamente al feto mediante la reactivacion a BPA (Nishikawa et al., 2010).

El aumento de la expresion de glucagon en los roedores fetales podria tener efectos
adversos sobre la funcion y la morfologia de las células B mas adelante en la vida
(Weietal., 2011), pues las células a son las primeras células identificables primarias
en el pancreas y se ha demostrado que la desregulacién de la expresién de
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glucagon se atribuye a alteraciones en las interacciones paracrinas entre las células
ay B (Fowdeny Hill, 2001; Gelling et al., 2009).

La acumulacién de BPA en la descendencia puede ser diferente entre los grupos
con diferentes tiempos de exposicién continua. Es posible que, un tiempo de
exposicion mas corto induzca mas dafio que un tiempo mas largo.Tanto los periodos
fetales como los neonatales son susceptibles a la exposicion (Liu et al., 2014),
coinciden con las ventanas criticas del desarrollo del pancreas, tiene efectos
duraderos sobre la funcién pancreatica y, en Ultima instancia, conducen a una
disfuncién metabdlica durante la edad adulta, especialmente para la etapa fetal en
la que la disfunciéon de las células B persiste durante mucho tiempo, teniendo
implicaciones a largo plazo en el metabolismo de la glucosa. Por lo tanto, las
modificaciones de las células B en la descendencia como consecuencia de los
mecanismos de sefalizacidn de estrégenos iniciados en la vida fetal y que conducen
a un exceso de sefalizacion de insulina durante la vida temprana pueden contribuir
a la tolerancia deficiente a la glucosa observada durante la edad adulta (Garcia-
Arevalo et al. 2014). Cabe seialar que en los seres humanos el desarrollo principal
del pancreas se completa antes del nacimiento (Liu et al., 2014; Jennings et al.,
2015; Whitehead et al., 2016).

La capacidad de los padres expuestos a BPA para producir descendencia con
homeostasis de glucosa desregulada puede deberse al hecho de que la exposicion
durante el desarrollo en los machos provoca obesidad, intolerancia a la glucosa y
disminucién de GSIS (Susiarjo et al., 2015). Por tanto, la presencia de diabetes en
los padres expuestos al BPA puede ser un requisito previo para la transmision
fenotipica (Rashid et al., 2020).

En resumen, el pancreas endocrino es el objetivo de la exposicion al BPA con
mecanismos posiblemente diferentes dependiendo de si la exposicidon ocurre
durante la vida fetal, neonatal o en la edad adulta, cuyos efectos resultan ser
multigeneracionales y transgeneracionales. Después de la exposicion, ocurren
alteraciones en la secrecién de insulina por las células B pancreaticas, o
alteraciones de la accion de la insulina (mecanismos de sefalizacion) sobre los
organos sensibles a la insulina (higado, muasculo, tejidos adiposos) debido a
variaciones en los niveles de expresién de marcadores biolégicos hepaticos o del
tejido adiposo que son indicativos de un estado de resistencia a la insulina. Se ha
demostrado que la homeostasis metabdlica depende del sexo y de la edad. Si bien
la mayoria de los estudios se realizaron en machos, algunos estudios también han
examinado el impacto del BPA en ambos sexos o0 en las mujeres y apuntan a la
especificidad sexual del impacto metabdlico del BPA. Este constituye otro
argumento a favor de un mecanismo de accion endocrino.
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El BPS induce la obesidad de forma menos potente que el BPA y los mecanismos
a dicha toxicidad pueden atribuirse a las caracteristicas propias del BPS, incluidas
sus interacciones con el RE, aunque al igual que el BPA, se ha visto una alteracién
en los canales de KATP mediante la interaccion con el Erf. Sin embargo, estos
cambios a nivel celular, no implican que haya una afectacion en el pancreas
enddcrino, por lo que se necesitan llevar a cabo estudios tanto de tolerancia a la
glucosa y GSIS como de la morfologia del pancreas enddcrino. (Qiu et al., 2019;
Marroqui et al., 2021). En general, se ha proporcionado evidencia para indicar que
el BPS no necesariamente representa una alternativa mas segura al BPA. En el
futuro, se deberian realizar investigaciones mas a fondo sobre la toxicidad del BPS
y otros sustitutos del BPA, en el pancreas enddécrino.

Conclusiones

e Losdisruptores enddcrinos BPA 'y BPS no solo tienen efectos en los sistemas
reproductores, sino también en el metabolismo de la glucosa de los roedores,
debido a que son capaces de afectar al pancreas endécrino mediante la
unién a los RE de las células B, interrumpiendo las acciones protectoras del
17B-estradiol en el pancreas, dando como resultado funciones endocrinas
alteradas.

e EIBPA altera la homeostasis de la glucosa mediante cambios funcionales en
las células 3, induciendo intolerancia a la glucosa, alterando la sensibilidad a
la insulina y la GSIS, cuyos efectos se ven mas agravados cuando la
exposicion es subcutanea y cuando se combina con una dieta alta en grasas.
Estas alteraciones pueden llevar a la resistencia a la insulina, que a su vez
consecuentar en el desarrollo de T2DM.

e EI BPA en FO afecta mas a los machos que a las hembras, las cuales no
presentan efectos significativos a menos que estén prefladas u
ovariectomizadas.

e EI BPA y BPS presentan efectos a traves de las generaciones. Con el BPS
se han observado en la generacion F1 (efectos multigeneracionales),
mientras que con BPA, se han visto hasta la generacion F3 (efectos multi y
transgeneracionales. Dichos efectos se pueden observar tanto via materna,
como paterna.
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e La exposicion al BPA durante la gestacidon y neonatal son vias criticas para
la alteracion de la homeostasis de la glucosa, debido a que el pancreas se
esta desarrollando en estas etapas.
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