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La hormona natural 17-B-estradiol (E2) ejerce un papel protector sobre la célula
B, tanto en su funcionamiento como en su viabilidad. Esta hormona actla a
través de los receptores de estrogenos presentes en la célula: los receptores
clasicos ERa y ERB, y el receptor de estrégenos acoplado a proteina G (GPER).
Ademas de unirse al E2, estos receptores pueden ser diana de una gran variedad

de compuestos, entre los que se encuentra el xenoestrégeno Bisfenol A (BPA).

El BPA es un agente plastificante de uso muy comun en la fabricacion de
diferentes tipos de plasticos. Debido a su amplio uso en la fabricacion de objetos
cotidianos, la presencia del BPA es ubicua, por lo que estamos continuamente
expuestos al mismo. Prueba de ello es que este compuesto se ha detectado en

el 93% de la poblacion estadounidense (Calafat et al., 2008).

El BPA esta categorizado como un disruptor endocrino, ejerciendo sus acciones
fundamentalmente a través de los receptores de estrogenos. Trabajos de
caracter epidemiolégico y molecular, y distintos modelos animales han permitido
relacionar la exposicién al BPA con un mayor aumento en la incidencia de
diferentes patologias, entre las que se incluye la diabetes mellitus tipo 2 (Alonso-
Magdalena et al., 2011).

Investigaciones previas han puesto de manifiesto que el BPA, uniéndose a los
receptores de estr6genos, mimetiza en parte los efectos de la hormona natural
E2 en la célula B. Sin embargo, y a diferencia del E2, el BPA promueve ademas
un aumento de la muerte celular al unirse a estos mismos receptores. Por
consiguiente, en este trabajo se ha analizado la implicacion de los diferentes
receptores de estrogenos en la viabilidad de la célula B y su participacion en la

apoptosis mediada por el BPA.

El papel de cada receptor a estrogenos en la célula B ha sido caracterizado en
varios modelos: linea celular INS-1E (rata), linea celular EndoC-BH1 (humano) y
células dispersas de islotes pancreaticos de raton. Se emplearon diferentes
abordajes: herramientas farmacoldgicas, como agonistas y antagonistas, el

silenciamiento génico o medidas de interaccién proteina-proteina.

Los resultados obtenidos mostraron que el E2 no ejercia ningun efecto sobre la

viabilidad celular, pero el BPA promovia un incremento de la apoptosis a
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concentraciones del orden picomolar a través de un mecanismo dependiente de

ROS (Especies Reactivas de Oxigeno).

El aumento de la apoptosis producido por el BPA se redujo cuando la via de
GPER se encontraba bloqueada por su antagonista G15 o genéticamente

silenciada, y fue parcialmente reproducido por el agonista de GPER GL1.

El blogueo o el silenciamiento de los receptores clasicos ERa y ERB condujo a
un incremento de la apoptosis basal, la cual fue mayor silenciando el receptor
ERPB que el ERa. A su vez, la apoptosis inducida por BPA se podia suprimir
mediante la inhibicién farmacoldgica, el silenciamiento de ERa y ERB o usando
el modelo de células de islotes dispersas de ratones knockout para ERP
(BERKO). Sin embargo, los agonistas de ERa y ERB (PPT y DPN,

respectivamente) no tuvieron efecto alguno sobre la viabilidad de las células (3.

Para mediar sus acciones biolégicas, ERa y ERP se dimerizan formando
homodimeros ERaa y ERBB y heterodimeros ERaf. Los ensayos de ligandos de
proximidad y de coinmunoprecipitacion mostraron que en condiciones basales,
ya existian heterodimeros preformados. A su vez, el E2 promovia una mayor
formacion de heterodimeros ERaf, mientras que tanto el BPA como el agonista
de GPER G1, la redujeron.

En base a los resultados del presente trabajo, proponemos que los
heterodimeros ERap desempefian un papel antiapoptético en las células B y que
la disminucién en el nUmero de heterodimeros mediada por BPA'y por el agonista
G1 daria lugar a una menor proteccion en la célula, con el consiguiente aumento

de la apoptosis.
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SUMMARY

The natural hormone 1783-estradiol (E2) has a protective role on both function
and viability in pancreatic B-cells. This protection is conferred via the estrogen
receptors, namely ERa, ERB and the G protein-coupled estrogen receptor
(GPER). Although their natural ligand is E2, these receptors can be targeted by
several substances, among them, xenoestrogen Bisphenol A (BPA).

BPA is the main component of the polycarbonate plastics and it is used as well
as a plasticizing agent in many other types of plastics. It can be found in a great
variety of everyday objects, making population exposure to BPA widespread. In
fact, BPA can be detected in 93% of the USA population (Calafat et al., 2008).

BPA is classified as an Endocrine Disruptor Chemical, acting mostly through
estrogen receptors. Several epidemiological and molecular studies and different
animal models have allowed to link the exposure to BPA to a major increase of

several pathologies, including type 2 diabetes (Alonso-Magdalena et al., 2011).

Previous work has shown that BPA binds the estrogen receptors and partly
mimics the effects of the natural hormone in pancreatic B-cells. However,
although E2 has no effect on the cell viability, BPA binding increases apoptosis
through these same receptors. Therefore, in the present work we have studied
the role of the estrogen receptor on the viability of 8 cells, and its involvement in

the BPA induced apoptosis.

The role of each receptor was evaluated in several B cell models (rat; INS-1E,
human; EndoC-BH1, and dispersed islet cells) through different approaches, as
pharmacological tools (agonists and antagonists), siRNA, as well as

measurement of protein-protein interactions.

Our results have shown that, whereas the natural hormone E2 has no effect on
cell viability, BPA at doses as low as 10 pM increases B cell apoptosis. This

increase of the cell death is ROS dependent.

The BPA-induced apoptosis was partially blocked by the GPER antagonist G15
or by genetic silencing of GPER, and it was partially mimicked by the GPER
agonist G1.
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The pharmacological blockade or the genetic silencing of ERa and ER},
promote an increase of the basal apoptosis, being stronger when silencing ERf3
rather than ERa. Moreover, the apoptosis induced by BPA was abolished when
the estrogen receptor was blocked or silenced. However, the ERa and ERP

agonists PPT and DPN, respectively, had no effect on beta cell viability.

To exerts their biological actions, ERa and ERB form homodimers ERaa, ERBf
and heterodimers ERaf. Bioinformatic simulations together with proximity ligand
assays and coimmunoprecipitation experiments, indicated that while E2 can
increase the number of heterodimers, the interaction of BPA with ERa and ER,

as well as GPER activation by G1, decreased ERaf heterodimer generation.

Based on our results, we propose that heterodimers ERaf3 play an antiapoptotic
role on B-cells. BPA and G1 diminish the number of heterodimers removing the

protection they provide, with the consequent increase in apoptosis.
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1. El pancreas endocrino: El islote de Langerhans

El pancreas es una glandula localizada en la cavidad abdominal con dos partes
anatdmicas y funcionales claramente diferenciadas: la porcién exocrina y la
porcién endocrina. La porcién exocrina esta constituida por un tejido racimoso y
glandular que se encarga de generar y secretar algunas enzimas esenciales para
la digestion, tales como la amilasa o la lipasa. La porcién endocrina del pancreas
esta formada por los islotes de Langerhans y su funcién es la de sintetizar y
secretar las hormonas implicadas en el mantenimiento de la homeostasis de la
glucemia.

Los islotes de Langerhans son microdrganos de forma mas o menos esférica y
compuestos por unas 1000 células. Estas estructuras se encuentran embebidas
dentro de la porcion exocrina del pancreas y presentan una elevada
vascularizaciéon. Los islotes estan constituidos por 5 tipos celulares diferentes,
clasificados segun las hormonas que secretan. La célula B es la mayoritaria y es
la encargada de secretar la hormona hipoglucemiante insulina. La segunda mas
abundante es la célula a, responsable de la liberacibn de la hormona
hiperglucemiante glucagon. El resto de los tipos celulares son menos
abundantes y presentan una funcién reguladora de la secrecion tanto de insulina
como glucagén: la célula d secretora de somatostatina, la célula PP, que libera
el polipéptido pancreético y finalmente, la célula €, que secreta el polipéptido
ghrelina (da Silva Xavier, 2018).

La distribucion de estos tipos celulares dentro del islote no es equivalente en
todas las especies, sino que presenta diferencias tanto en la localizacién como
en la proporcion de cada tipo celular (figura 1). En el islote murino las células
se encuentran en una posicion central, estando rodeadas por el resto de las
poblaciones celulares, mientras que, en los islotes humanos, la localizacién de
las células B es mas dispersa por todo el islote. En el raton, las células
representan un 80% del total de células del islote y las células a
aproximadamente un 10%. Por contra, en los humanos, el porcentaje de células
B es s6lo un 50-65% Yy el de células a aumenta hasta un 30-40% (Cabrera et al.,
2006; Steiner et al., 2010).
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Human Mouse

Islet Islet

Figura 1. Citoarquitectura del islote de Langerhans humano (a) y de ratén (b). Imagenes de
inmunofluorescencia empleando un marcaje triple: anti-insulina (rojo), anti-glucagén (verde) y
anti-somatostatina (azul). Se observa la diferente organizacion celular en los islotes: (a) en el
humano hay una distribucién heterogénea de las diferentes poblaciones celulares, (b) en el islote
de ratén las células B presentan una localizacion central, rodeadas del resto de poblaciones
(imagen tomada de Levetan & Pierce, 2013).

2. La célula B pancreatica

La célula B pancreatica es la responsable tanto de la sintesis como de la
liberacion de la hormona insulina en respuesta a un incremento de glucosa
plasmética. Otros factores, como nutrientes, hormonas y neurotransmisores
participan también en la regulacion de la glucemia (Rorsman & Braun, 2013). La
célula B acopla los aumentos de glucosa extracelulares con la secrecion de
insulina mediante el siguiente mecanismo: en ausencia de glucosa, el canal de
potasio sensible a ATP (Katp) se encuentra en estado abierto, permitiendo la
salida de iones potasio. Este canal es el responsable de mantener el potencial
de membrana en reposo proximo a -70 mV (Ashcroft et al., 1984). Cuando la
glucosa aumenta a valores entre 5-10 mM, entra a la célula a través del
transportador de glucosa GLUT2 en ratones y GLUT1 en humanos, donde es
metabolizada por la via glucolitica (Rorsman & Ashcroft, 2018). El piruvato
resultante de la glucélisis es metabolizado en la mitocondria por el ciclo de los

acidos tricarboxilicos donde se generan especies reducidas (NADH, FADH?2) que,
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a través de la fosforilacion oxidativa, daran lugar a un aumento del ATP
(Fridlyand & Phillipson, 2011, Rorsman & Ashcroft, 2018).

El Katp presenta la propiedad de que puede unir tanto ADP como ATP. Cuando
se une el ADP, este promueve el estado abierto del canal permeando iones
potasio al exterior, pero cuando une ATP, se reduce marcadamente la
probabilidad de apertura del canal, inhibiéndose por tanto la salida de potasio al
exterior celular (Ashcroft, 2000; Huopio et al., 2002). Este cierre del Katp conduce
a una despolarizacién paulatina de la membrana plasmatica hasta alcanzar un
potencial umbral de unos -55 mV, al que se activan los canales de calcio
sensibles a voltaje, con la consiguiente entrada de calcio a la célula y generando
el potencial de accién. Este aumento del calcio citoplasmatico es fundamental
para la secrecion de la insulina, puesto que permite la fusion de las vesiculas
gue contienen los granulos de insulina adyacentes con la membrana plasmatica,
liberando por exocitosis su contenido al exterior (Campbell & Newgard, 2021;
Misler et al., 1992; Rorsman & Ashcroft, 2018).

La insulina secretada por la célula B es transportada mediante la sangre hacia
todos los tejidos, incluyendo el higado, el tejido adiposo y el musculo esquelético,
gue son los tejidos diana de esta hormona. Estos tejidos son los responsables
de la disminucion de los niveles plasmaticos de glucosa. En el higado, la insulina
promueve la captacion de glucosa y su almacenamiento en forma de glucégeno,
ademds de inhibir la produccion y liberacion de glucosa por parte de este 6rgano
(Cherrington et al., 1998; Petersen & Shulman, 2018). En el tejido adiposo, la
insulina promueve la conversion de la glucosa a acidos grasos Yy triglicéridos,
mientras que inhibe las rutas lipoliticas. Finalmente, en el musculo esquelético,
la insulina favorece la translocacién del transportador de glucosa GLUT4 a la
membrana plasmatica, induciendo asi la captacion de glucosa y, a su vez,
promueve la formacién de glucégeno muscular (Dimitriadis et al., 2011;
Titchenell et al., 2017).
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3. Fracaso en el control de la glucemia: diabetes mellitus

El mantenimiento de la glucemia en valores fisioldgicos es esencial para el
correcto funcionamiento del organismo: cuando no puede mantenerse, se inicia
un proceso patologico que desemboca en el desarrollo de la diabetes mellitus
(DM). La DM es un grupo de enfermedades metabdlicas en la que el signo clinico
mas evidente es la hiperglucemia crénica. Esta hiperglucemia cronica puede ser
debida: a un fallo en la secreciéon de insulina, un fallo en la accién de la insulina
en los érganos diana o bien un fallo tanto en la secrecién como en la accién de
la hormona (American Diabetes Association, 2014). Esta hiperglucemia crénica
si no se controla, puede desencadenar una gran variedad de trastornos como la
retinopatia y la nefropatia diabéticas, los trastornos neuropéticos, o el desarrollo
del pie diabético, entre otros (Zheng et al., 2018).

Segun la etiologia de la diabetes mellitus, la Asociacion Americana de Diabetes
la clasifica en 4 grandes grupos: la diabetes tipo 1 (DMT1), la diabetes tipo 2
(DMT2), la diabetes gestacional y un cuarto grupo donde se incluyen otros tipos
de diabetes, como por ejemplo la tipo MODY (American Diabetes Association,
2020).

La DMT2 es la forma predominante de diabetes, afectando a méas del 90% de las
personas diagnosticadas como diabéticas, lo que se traduce en mas de 463
millones de personas (Tinajero & Malik, 2021). Durante su desarrollo se dan dos
situaciones esenciales. En primer lugar, los tejidos diana de la insulina generan
una resistencia a la hormona y, en segundo lugar, se producen alteraciones en
la célula B, que ya no puede generar la cantidad de insulina requerida y acaba
entrando en un proceso de desdiferenciacion, agotamiento o apoptosis (Hudish
et al., 2019).

La resistencia a la insulina se describe como un deterioro en la sensibilidad a la
accion de esta hormona por parte de los tejidos diana. Este fenémeno conduce
a una disminucion de la captacion hepética y muscular de la glucosa. A su vez,
el higado, como la accién de la insulina se encuentra alterada, es incapaz de
inhibir la via de la gluconeogénesis, generando y liberando glucosa a la sangre,
agravando asi la hiperglucemia (Mastrototaro & Roden, 2021; Michael et al.,

2000). En el tejido adiposo esta resistencia induce un aumento de la lipolisis,
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produciendo un incremento de acidos grasos circulantes (hiperlipidemia), lo que
contribuye a que se acumulen acidos grasos en otros tejidos e induciendo
lipotoxicidad (Kojta et al., 2020).

Tal y como se ha comentado anteriormente, ademas de la resistencia a la accién
de la insulina en los tejidos periféricos, en la DMT2 se produce un fallo en la
célula B. En el estado prediabético, donde los valores de glucosa adn son
normales pero la resistencia a la insulina ya esta presente, la célula B, para
mantener la homeostasis, desarrolla dos mecanismos: el primero es generar un
aumento en la produccion (biosintesis) y en la secrecion de insulina, mientras
que el segundo consiste en un aumento en la tasa de proliferaciéon de las células

B, convergiendo ambos procesos en una hiperinsulinemia (Hudish et al., 2019).

Si la resistencia periférica persiste, llega un momento en el que estos fenémenos
compensatorios fracasan y la célula B puede entrar en apoptosis. Se han descrito
varios mecanismos que desencadenan la muerte de las células B en la DMT2.
Este estado constante de hiperglucemia y de hiperinsulinemia conduce a una
elevada tasa de sintesis y secrecion de insulina, produciendo un incremento del
estrés del reticulo endoplasmatico que, si es sostenido, promueve el fallo de la
célula B y la conduce a la muerte (Eizirik et al., 2020). La apoptosis también se
promueve por el aumento de especies reactivas de oxigeno (ROS), debido a que
el estado de hiperglucemia mantenida genera un proceso de glucotoxicidad que
altera el metabolismo mitocondrial, desencadenando un incremento en la

produccion de ROS y favoreciendo la apoptosis (Pi et al., 2014).

Otro de los mecanismos propuestos es un estado proinflamatorio de bajo grado,
pero constante en el tiempo, con la liberacidn de citoquinas proinflamatorias, asi
como una infiltracion de los macrofagos al interior de los islotes, promoviendo

ese estado de inflamacién (Esser et al., 2014).

La etiologia de la DMT2 es compleja y multifactorial, puesto que en su desarrollo
intervienen tanto factores genéticos como ambientales, que interaccionan entre

si, causando el desarrollo de dicha patologia (Zheng et al., 2018).

En relacion con el componente genético se han identificado alrededor de 400 loci
implicados en la susceptibilidad al desarrollo de la DMT2 (Pillon et al., 2021). La

gran mayoria de estos genes tienen relacién con el metabolismo de la glucosa,
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con la secrecion de insulina por parte de la célula 3, o con los genes que
expresan el Karp 0 los canales de calcio. Una minoria presentan relacion con la
sefalizacion por parte de la insulina en los tejidos periféricos, como por ejemplo,
con el sustrato del receptor de la insulina (IRS) o la proteina quinasa activada
por AMPc (AMPK) (Ali, 2013; Kaul & Ali, 2016; StanCakova & Laakso, 2016).

Ademas del componente genético, se ha evidenciado que el componente
ambiental tiene una importancia esencial en el desarrollo de la DMT2 (Zheng et
al., 2018). Este denominado factor ambiental comprende una gran variedad
elementos como una mala alimentacion, el consumo de una dieta rica en grasa
y azucares o el consumo de alcohol, asi como un estilo de vida sedentario con
ausencia de ejercicio aerébico, que en conjunto suscitan un aumento de la
obesidad y promueven la resistencia a la accion de la insulina (Dendup et al.,
2018; Zheng et al., 2018).

La incidencia de la DM estd aumentando. En el afio 2021, 537 millones de
adultos convivian con esta patologia a nivel mundial, lo que supone una
prevalencia del 10,5 %, y se prevé que en 2045 esta cifra haya aumentado a 783
millones (IDF Diabetes Atlas, 10th edn). Varias causas pueden explicar este
aumento en la incidencia, tales como un cambio en el estilo de vida y la dieta,
como se ha comentado anteriormente. Sin embargo, un nuevo factor que esta
cobrando relevancia es la exposicién a contaminantes quimicos ambientales,
debido a su capacidad para alterar tanto la funcién y viabilidad de la célula 3,
como la accion de la insulina en los tejidos diana (Alonso-Magdalena et al.,

2011). Esta informacién se encuentra ampliada en el punto 5 de la introduccion.

Se conoce que la incidencia de la DM es menor en mujeres en edad
premenopdusica que en hombres. Esta diferencia puede ser atribuida a la
expresion genética especifica del sexo, las hormonas sexuales y los efectos
asociados a las mismas, tanto en la célula B como en los tejidos diana de la
insulina (Kautzky-Willer et al., 2016). De hecho, se ha probado que dicha
proteccion en las mujeres desaparece cuando estas alcanzan la etapa
menopadusica, en la que los niveles de estrégenos sufren un fuerte descenso
(Mauvais-Jarvis, 2018). Estas diferencias entre sexos pueden ser atribuidas
parcialmente a la accion del 17-B estradiol (E2) sobre los receptores de

estrdgenos tanto en la célula f como en los 6rganos diana de la insulina.
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4. Los receptores de estrégenos

La hormona sexual E2 ejerce su funcion al unirse a los diferentes receptores de
estrdgenos: los receptores clasicos ERa y ERp, y el receptor de estrogenos

acoplado a proteinas G (GPER).

e 4.1 Los receptores clasicos ERa vy ER

ERa y ERP pertenecen a la superfamilia de receptores nucleares y estan
codificados por dos genes independientes, ESR1 y ESR2, respectivamente. La
estructura de la proteina consta de 6 dominios con propiedades especificas.

Desde el extremo N-terminal hasta el extremo C-terminal, se observan:

correguladores transcripcionales se puedan unir a los receptores de
estrogenos. A su vez, en estos dominios se localiza la region AF-1 (Yasar
et al., 2017). Ademas, estos dominios contienen varios sitios de
fosforilacion, permitiendo asi la modulacion de la actividad del receptor
(Lannigan, 2003).

afinidad y especificidad a secuencias de ADN concretas; por tanto, en
esta region se localiza el dominio de union al ADN (DBD; del inglés DNA
binding domain) que se une a los denominados elementos de respuesta
a estrégenos (ERE) (Ruff et al., 2000).

sefal de localizacién nuclear, permitiendo asi que cuando el ligando se
une al receptor, este pueda migrar desde el citoplasma al interior del
nacleo. Esta secuencia también permite la interaccion entre los dominios
C y E para una correcta estabilizacién de la hendidura donde se une el
estradiol (Yasar et al., 2017).

Binding Domain), que varia ligeramente entre los dos receptores,

dotando de especificidad a ligandos y antagonistas diferentes. El LBD
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es una region relativamente grande y compleja, formada por doce hélices
a (H1-H12) y una hoja B, dando lugar al hueco de unién del ligando. La
H12 es movil y desempefa un papel esencial en el LBD, ya que
dependiendo del ligando unido adopta diferentes posiciones, pudiendo
activar o inhibir al receptor (Ng et al., 2014).

Esta region es altamente variable en su secuencia aminoacidica y se
encuentra poco descrita. Se ha sugerido que esta implicada en la
respuesta diferencial por parte del receptor segin este se encuentre
unido a un agonista o un antagonista en el LBD, por lo que seria
importante para la transcripcion mediada por el E2 (Arao & Korach,
2018).

Ademas de estos dominios estructurales, tal y como se ha comentado, los
receptores de estrogenos poseen dos regiones diferentes denominadas
activation functions AF1 y AF2. La regién AF1 se encuentra localizada en el
extremo N-terminal, en la regién A/B. Esta involucrada en la transcripcion que es
independiente de la unién del ligando al receptor. La region AF2 se encuentra
en el extremo C-terminal, en el dominio E, donde se halla el sitio de unién al
ligando de los receptores, y esta implicado en la transcripcion de genes ligando
dependientes (Kumar et al., 2011).
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Figura 2. Localizacién de los dominios en los ER y sus distintas isoformas. Desde el
extremo N-terminal hasta el extremo C-terminal, se encuentran los dominios A/B, donde se
localiza la region AF-1, dominio C, encargado de unirse al DNA a través del DBD, dominio D, que
permite su traslocacion desde el citoplasma al niicleo, dominio E, que presenta el LBD y dominio
F. Se muestran también las diferentes isoformas que poseen los receptores (imagen adaptada
de Kumar et al., 2011).

Se han encontrado diferentes isoformas gracias al mecanismo de ayuste
alternativo, en el que se truncan diferentes dominios en ambos receptores. En
la literatura, para ERa se han descrito principalmente 3 isoformas diferentes,

clasificadas segun su peso molecular: ERa 66, ERa 46 y ERa 36 (figura 2).

ERa 66 no ha sufrido ningun proceso de ayuste alternativo. Esta isoforma se ha
asociado a la sefializacion clasica mediada por receptores de estrogenos. ERa
46 presenta la pérdida de la regién AF1 y se ha descrito como un represor de la
actividad transcripcional de ERa 66 dependiente de la region AF1. También se
ha sugerido que su papel podria estar asociado a la membrana, e incluso una
pequefia porcion estaria anclada a la misma gracias al mecanismo de
palmitoilacion, permitiendo asi la activacion de las vias rapidas de los estrégenos
(Lin et al., 2013). Finalmente, ERa 36 se ha demostrado que presenta la mayor
capacidad de generar una sefializacion rapida por parte de los receptores de
estrégenos, activando fundamentalmente las vias de fosfoinositol 3 quinasa/
proteina quinasa B (PI3K/PKB) y quinasa activada por mitdgeno (MAPK).
También se ha encontrado asociada a la membrana, iniciando la respuesta a

estrogenos desde la membrana plasmatica (Wang & Yin, 2015).
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En lo referente al ERB humano, se han nombrado 4 isoformas B1, 2, 4 y B5.
ERB1 se corresponde con el transcrito completo, con todos los dominios
funcionales presentes y con capacidad de iniciar la transcripcion clasica (Leung
etal., 2006). ERB2 presenta regiones mas restringidas, tanto en la hendidura de
union al ligando como en los motivos de unién del corregulador, lo que interfiere
en su capacidad para unir ligandos. No presenta actividad transcripcional
dependiente de ligando, pero al no tener alterada la region AF1 si que conserva
cierta actividad independiente de ligando (Kim, et al., 2018). Finalmente, ERB4 y
ERB5 son los mas pequefios, careciendo de la hélice 12 y del dominio F
completo, lo que resulta en una conformacién mas abierta en la hendidura del

LBD y una afinidad por los ligandos menor que en ERB1 (Kim, et al., 2018).

En roedores se han descrito 5 isoformas diferentes para este receptor. El rERB2
presenta una insercion en el LBD, haciéndolo menos afin a los ligandos, y se ha
postulado que puede actuar como un regulador negativo de la sefalizacion (K.
Maruyama et al., 1998). El rERB3 presenta una deleciéon en uno de los exones
que codifica para el DBD, truncéandolo y eliminando su actividad transcripcional
(D. N. Petersen et al., 1998). El rERB4, finalmente, presenta un truncamiento en
laregiéon D, perdiendo por tanto la capacidad de translocarse al interior del ntcleo
(Price et al., 2000).

e 4.2 El receptor de estrogenos acoplado a proteinas G: GPER

El receptor de estrogenos acoplado a proteinas G (GPER; del inglés G-protein-
coupled-estrogen receptor) pertenece a la superfamilia de receptores acoplados
a proteinas G y se encuentra anclado a las membranas celulares. GPER consta
de 7 segmentos transmembrana, con el extremo N-terminal en el lado externo
de la membranay el carboxilo en la cara interna. Previamente, este receptor era
conocido como el receptor huérfano GPR30 y fue en el 2007 cuando la Unién
internacional de Farmacia Clinica y Basica pas6 a categorizarlo como GPER
(Barton, 2012). Este receptor es fundamental en la sefializacion estrogénica,
puesto que media parte de las respuestas “rapidas” a través de segundos
mensajeros y proteinas quinasas (Gaudet et al., 2015; Luo & Liu, 2020). La
estructura de este receptor no comparte ninguna homologia con los receptores

ERa y ER, pero ensayos de unién a ligando demostraron que GPER presenta
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un sitio especifico de unién al E2, con una afinidad de 6,6 nM. Dicha afinidad es
menor que la que presentan los receptores clasicos por la hormona, en el rango
de 0,1-1nM (Revankar et al., 2005; Thomas et al., 2005).

5. Sefalizacion mediada por los receptores de estrégenos.

La sefializacién por parte de los receptores de estrégenos puede ser clasificada

segun si es iniciada en el nacleo o fuera del nicleo:

e 5.1 Sefalizacion iniciada en el ntcleo.

En ausencia del ligando natural, los receptores se encuentran anclados a
proteinas HSP que impiden su dimerizacién. Al unirse el ligando, se producen
cambios conformacionales que permiten la dimerizacién del receptor, formando
tanto homodimeros (ERaa, ERBB) como heterodimeros (ERaf), que se
translocan al nicleo y se unen a la secuencia palindrémica especifica localizada
en el promotor de los genes diana (secuencia ERE), o proxima a él. La unién de
ERa y ERB a la secuencia ERE permite la reestructuracion de la hebra de ADN,
asi como el reclutamiento de coactivadores y correpresores que modulan la
expresion de los genes (figura 3, punto 1) (Hall et al., 2001; Levin & Hammes,
2016; Vrtacnik et al., 2014).

Se ha descrito una gran cantidad de genes que se encuentran regulados por el
E2 y que en su regién promotora o reguladora no presentan la secuencia ERE,
lo que indica la existencia de una via gendmica indirecta implicada en la
regulacion génica. La regulacion de estos genes es posible, puesto que los
receptores de estrdgenos son capaces de unirse mediante la interaccion
proteina-proteina a diferentes factores de transcripciobn e iniciar asi la
transcripcién de los genes. De los principales factores de transcripcion que se
pueden asociar con receptores de estrégeno destacan SP-1, AP-1 y NF-kB
(figura 3, punto 2) (Marino et al., 2006; Yasar et al., 2017).
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Figura 3. Sefializacion genédmica de los receptores de estrégenos. En ausencia de ligando,
los ER se encuentran anclados a las proteinas HSP. Sin embargo, cuando el E2 se une al
receptor, esta union favorece la dimerizacién y posterior translocacion al nicleo. (1) Una vez en
el nucleo, el dimero se unira a la secuencia ERE localizada en la region promotora del gen diana,
regulando su expresion. (2) El dimero puede asociarse con otros factores de transcripcion,
regulando asi la expresion génica (imagen creada con biorender.com).

e 5.2 Seiializacion iniciada fuera del ndcleo.

La exposicién a estradiol genera cambios fisiolégicos rapidos desde segundos
hasta una hora. Este proceso es independiente de la transcripcidon de genes por
parte de los receptores de estrogenos. En este caso, el receptor no actiia como
un factor de transcripcion, sino como una molécula iniciadora de la sefalizacion
celular mediada por varias vias y que finalmente podria conducir a la

transcripcién de genes (figura 4).

Los receptores de estrégenos pueden interaccionar con proteinas adaptadoras,
tal como c-Src, que permiten la activacion de diferentes vias, siendo las méas
importantes las rutas de las MAPK, proteina quinasa C (PKC), proteina quinasa
A (PKA), PIBK/AKT y proteina quinasa G (PKG) (Stefkovich et al., 2018). La
activacion de estas vias conduce a una gran variedad de sefiales, como por

ejemplo una movilizacién de calcio citosdlico, la modulacién de la actividad de
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canales idénicos o la generacién de segundos mensajeros, los cuales regulan la

sefalizacion intracelular, entre otros. Todas estas vias conducen a una
regulacion de muchos de los procesos fisiolégicos celulares, como la

proliferacion, la viabilidad celular, la secrecion de hormonas Yy
neurotransmisores, entre otras (Marino et al., 2006, Maruyama et al., 2013;

Soriano et al., 2009; Stefkovich et al., 2018)
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Figura 4. Sefializacion extranuclear de los receptores de estrogenos. Los ER presentan una

sefializacion extranuclear que permite modular la actividad de los canales i6nicos, regular la
entre otros (imagen creada con

expresion génica o ejercer efectos citoplasmaticos,

biorender.com).

5.3 Sefalizacion mediada por GPER.

El estradiol, ademas de unirse a ERa y ERpB, puede activar al receptor de
estrégenos acoplado a proteina G, GPER, aunque con menos afinidad (Luo &

Liu, 2020). Este receptor es responsable de mediar parte de las respuestas

rapidas evocadas por los estrogenos. Puede localizarse tanto en la membrana
citoplasmética como en la del reticulo endoplasmético o en la membrana nuclear,
mediando en respuestas rapidas iniciadas por estrogenos. La activacion de
GPER regula la sefalizacién de diferentes vias, entre las que se incluyen el

31



incremento del AMPc, puesto que GPER estimula la adenilato ciclasa (Balhuizen
et al.,2010). GPER también puede inducir una movilizacion de calcio desde los
depdsitos intracelulares, fundamentalmente el reticulo endoplasmatico,
mediante la activacion de la fosfolipasa C (PLC), originando la formacion del
segundo mensajero IP3 que se une a su receptor en el reticulo endoplasmético
y promueve la salida de calcio desde esta organela. Ademas, el aumento de
diacilglicerol promovido por la PLC activa a la PKC, la cual modula la actividad
de ciertos canales i6nicos (Merino & Garcia-Arévalo, 2021). GPER también
activa una metaloproteasa de la matriz, provocando la liberacién del factor de
crecimiento epidérmico (EGF). Los ligandos de EGF liberados posteriormente
activan EGFR, lo que finalmente lleva a la activacion de las vias MAPK y
PISK/AKT (Filardo et al., 2002) (figura 5).
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Figura 5. Mecanismo de sefializacion por GPER: (1) GPER, al unirse al estradiol, activa a Src,
que induce que MMP corte la prHB-EGF, permitiendo su unién al EGFR. Esta activacion conduce
a una serie de cascadas de quinasas, entre las que se encuentra la via de las MAPK. (2) GPER
activa también la PLC provocando un aumento de la salida del calcio desde el reticulo mediante
la generacién del segundo mensajero IP3 (imagen adaptada de Merino & Garcia-Arévalo, 2021).
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6. Papel de los estrégenos y de sus receptores en la funcion
y viabilidad de la célula B pancreatica.

Los estrogenos presentan un papel protector frente al desarrollo de DMT2, como
indica el hecho de que la incidencia de diabetes durante el estado
premenopausico es menor en mujeres que en hombres. Cuando se alcanza el
estado de menopausia, en el que los niveles de estrogenos disminuyen, esta
proteccion en la incidencia de DMT2 desaparece (Gannon et al., 2018). En la
célula B estan presentes los tres receptores de estrogenos y todos ellos juegan

un papel esencial en la fisiologia de este tipo celular.

Nuestro laboratorio puso de manifiesto en el afio 1998 que la hormona E2, a
dosis fisioldgicas y a través de un receptor de membrana, potenciaba la sefial de
calcio intracelular y por consiguiente, aumentaba la secrecion de insulina
mediada por glucosa de forma independiente de la transcripcion génica (Nadal
et al., 1998). Ademas, este aumento de calcio citoplasmatico mediado por el E2
promueve la fosforilacion del factor de transcripcion CREB, pudiendo por tanto
modular la transcripcion génica (Quesada et al., 2002). Posteriormente, Alonso-
Magdalena y colaboradores demostraron que una exposicion aguda a E2
promovia un descenso en la glucemia y que dicho efecto era dosis dependiente,
disminuyendo la glucosa plasmética a medida que se incrementaba la dosis de
E2. En el mismo estudio, se mostré que la administracion durante 4 dias de E2
inducia un incremento en el contenido de insulina presente en las células
(Alonso-Magdalena et al., 2006). En el afio 2008 qued6 demostrado que ese
aumento del contenido de insulina era producido mediante el receptor ERa. El
E2, al unirse a ERa, activaba la via extranuclear de ERK 1/2, promoviendo la
fosforilacion del factor de transcripcion NeuroD1, responsable del aumento en la
expresion del gen de la insulina (Alonso-Magdalena et al., 2008; Wong et al.,
2010). Ademas, este receptor, a elevadas dosis del agonista PPT (100 y 1000
nM), promueve la entrada de calcio a la célula B usando la via extranuclear de la
PI3K (Villar-Pazos et al., 2017).

En relacién con ERP, su activacién presenta efectos insulinotrépicos. Por un
mecanismo extranuclear promueve la formacion de GMPc, lo que activa a la

PKG. Esta activacion de la quinasa favorece la fosforilacion del Katp, dando como
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resultado el cierre del canal y, en consecuencia, un aumento en la secrecion de

insulina (Soriano et al., 2009).

Finalmente, respecto al papel de GPER, su activacion presenta también un
efecto insulinotropico debido a un incremento del segundo mensajero AMPc
(Balhuizen et al., 2010; R. Kumar et al., 2011).

Ademas de estos efectos celulares sobre la produccién y liberacién de insulina,
los receptores de estrogenos poseen un papel protector sobre la funcion y
viabilidad de la célula B. Por un lado, uno de los ejemplos mas aclarativos es el
ratdbn Knockout para ERa (aERKO), el cual presenta intolerancia a la glucosa,
hiperinsulinemia, obesidad y resistencia a la insulina, poniendo de manifiesto la
importancia de este receptor en la homeostasis de la glucosa (le May et al.,
2006). Por otro lado, cuando la célula B es expuesta a un estimulo proapoptético,
tal como un aumento del estrés oxidativo, estos receptores promueven la
supervivencia celular. Liu y colaboradores, en 2009, demostraron que los
receptores de estrégenos protegian frente a la muerte celular inducida por
peroxido de hidrogeno (H202) mediante un mecanismo iniciado fuera del nucleo
(Liu et al.,, 2009). En este mismo estudio demostraron, empleando ratones
knockout para ERB (BERKO), ERa (aERKO) y GPER (GPERKO), que la
ausencia de estos receptores agravaba el dafio inducido por estreptozotocina,

demostrando asi la importancia de los tres receptores en la supervivencia celular.

Uno de los estimulos clasicos de muerte programada en la célula B son las
citoquinas proinflamatorias, implicadas fundamentalmente en la etiologia de la
DMT1 y en menor grado, en la DMT2 (Velikova et al., 2021). Los estrégenos, en
la célula B, protegen frente a la muerte inducida por citoquinas proinflamatorias
mediante diferentes mecanismos, tales como el bloqueo de la translocacién del
factor de transcripcion Nf-kB al nucleo por medio de los receptores clasicos
(Contreras et al., 2002). GPER también posee un papel protector en la viabilidad
celular en presencia de citoquinas, promoviendo la supervivencia al reducir
activacion de vias proapoptéticas, como la via de quinasas c-Jun N-terminal

(JNKSs), y estimular vias antiapoptéticas (AKT) (Kumar et al., 2011).

Se ha sugerido que este mecanismo por parte de los receptores de estrégenos

seria independiente de la sintesis de novo de nuevas proteinas y tendria lugar
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mediante eventos citoplasmaticos, como por ejemplo la fosforilacion de proteinas
implicadas en la supervivencia o modulacion de canales ionicos (Mauvais-Jarvis
et al., 2017).

En la DMT2, una hiperglucemia mantenida puede promover un aumento en la
apoptosis de la célula B. En la linea INS-1E se ha demostrado que un tratamiento
con alta glucosa promovia un incremento en la expresion de marcadores de
estrés del reticulo y un aumento de muerte celular, pero cuando estas células
fueron tratadas con alta glucosa en presencia del estradiol, se inducia un
descenso en dichos parametros y una disminucion en la apoptosis (Kooptiwut et
al., 2014). Por otro lado, la hiperglucemia favorece un incremento del estrés
oxidativo y se ha sefialado que los receptores de estrégenos pueden provocar
un descenso de dicho estrés, favoreciendo la expresion de proteinas implicadas
en la detoxificacion de ROS (Chu et al., 2020).

Otro de los estimulos de muerte celular bien definidos en la DMT2 es la
lipotoxicidad generada por un exceso de acidos grasos. Los receptores de
estrdgenos protegen frente a la lipotoxicidad al suprimir tanto la lipogénesis como
la acumulacién de lipidos mediante la reduccidon en la expresion de genes

relacionados con el metabolismo lipidico (Tiano et al., 2011).

Finalmente, otro mecanismo por el que los receptores de estrogenos pueden
promover la supervivencia celular consiste en la represién directa de los genes
proapoptéticos. Zhou y colaboradores, en 2018, demostraron mediante un CHIP-
seq que ERa reprimia de forma directa la expresion de CHOP y Omal, dos

genes proapoptoéticos (Zhou et al., 2018) (figura 6).
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Figura 6. Papel protector de los estrégenos en la célula B. Los receptores de estrégenos ER
y GPER protegen la viabilidad de la célula B mediante la reduccién del estrés en el reticulo, la
disminucién del estrés oxidativo y la supresién de genes proapoptoticos. A su vez, GPER puede
inhibir la via proapoptética de JNK (imagen creada con biorender.com).

7. Los disruptores endocrinos y su papel en la célula .

En los ultimos veinte afos, se ha descrito el posible papel de la exposicion a
compuestos quimicos medioambientales en el incremento en la incidencia de
ciertas patologias incluyendo céanceres dependientes de hormonas, diabetes,
obesidad, asi como trastornos reproductivos y neuronales entre otros, que
afectan no solo al ser humano, sino también a la vida silvestre (Gore et al., 2015).
Algunos de estos compuestos quimicos se incluyen entre los denominados
disruptores endocrinos (EDCs, del inglés Endocrine Disrupting Chemicals)
definidos como un compuesto quimico exégeno, o una mezcla de estos, capaces

de interferir con las acciones de las hormonas (Zoeller et al., 2012).

Dentro de la clasificacion de EDCs se puede encontrar una gran diversidad de
compuestos, difiriendo notablemente en su estructura quimica, origen o fuente
de exposicién. Entre los EDCs descritos destaca el grupo de los bisfenoles y

ftalatos, empleados en la manufactura de plasticos, las atrazinas, usadas como
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herbicidas, el insecticida DDT, o los bifenilos policlorados, los cuales se

encuentran en solventes de tinta 0 en plasticos, entre otros (Gore et al., 2015).

Los compuestos catalogados como EDCs pueden ser clasificados en dos
grandes grupos: los contaminantes organicos persistentes, que presentan una
gran dificultad para su degradacién por su naturaleza lipofilica y se acumulan en
el tejido adiposo, y los no persistentes, faciles de metabolizar y de eliminar del

organismo (Kumar et al., 2020).

Debido a su ubicuidad en productos de uso cotidiano podemaos entrar en contacto
con estos productos quimicos, exponiéndonos a los mismos por muy diversas
vias: mediante la ingesta oral, por inhalacion o por contacto y absorcién dérmica
(Gore et al., 2015).

Una vez en el interior del organismo, los EDCs deben unirse a su diana para
ejercer su accion, fundamentalmente a los receptores hormonales. Las acciones
gue realizan los EDCs sobre el sistema endocrino es muy amplia, ya que pueden
actuar como agonistas o antagonistas del receptor hormonal, interferir en la
sefalizacion fisioldgica de las hormonas, promover o disminuir su expresion,
modificar su transporte o incluso alterar la expresion del receptor (Combarnous
& Nguyen, 2019).

Los EDCs pueden presentar un patron de dosis-respuesta no monoténica
(NMDR). Una NMDR se produce cuando la pendiente de la curva dosis-
respuesta cambia de signo de positivo a negativo o viceversa en algun punto a
lo largo del rango de dosis examinado, con lo que la curva toma forma de U, o
de U invertida (Vandenberg et al., 2012).

Un ejemplo de disrupcion endocrina por compuestos quimicos, con graves
consecuencias para la salud humana, se observé con el dietilestilbestrol (DES).
El DES es un estrégeno sintético no esteroideo, prescrito a mujeres
embarazadas desde 1938 hasta 1971 para evitar abortos espontaneos o
prevenir partos prematuros. Se ha evidenciado que las hijas cuyas madres
habian sido tratadas con DES durante el embarazo sufrian en una gran
proporcién cancer de vagina y cuello de Utero (Zamora-Leon, 2021). Esto puso

de manifiesto que la exposicion a los EDC puede generar efecto ya no solo en el
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organismo que ha sido expuesto, si no que puede presentar efectos

transgeneracionales.
8. El Bisfenol A

El bisfenol A (BPA) fue sintetizado por primera vez en 1891 por Aleksandr Dianin
y en 1936, Dodds y Lawson lo clasificaron como un estrégeno sintético (Dodds
& Lawson, 1936). A partir de la década de los 50 y debido a su bajo coste en
produccion, asi como a sus propiedades fisicas, el BPA comenzé a utilizarse
para la fabricacion de plasticos de policarbonato (PC), un compuesto formado

por la polimerizacion de mondmeros de BPA unidos mediante enlaces éster.

El PC se encuentra en una gran variedad de utensilios de uso cotidiano, tales
como juguetes infantiles, sistemas de almacenamiento Optico de informacion
digital (CD, DVD...), piezas de automoéviles, componentes eléctricos, envases y
embalajes de productos para consumo humano o dispositivos médicos, entre
otros. La presencia del BPA es ubicua, puesto que no solo esta presente en el
PC, sino que se emplea ademas como plastificador de otros plasticos, tales como
por ejemplo el polietileno de alta densidad, tereftalato de polietileno o poliestireno
(Geens et al., 2011).

También se encuentra formando parte de las resinas Epoxi que recubren la cara
interna de las latas de conservas y refrescos como revestimiento en la tinta del
papel térmico, o como retardante de llamas, entre otros. Prueba de la gran
cantidad de productos que emplean BPA es su elevada produccién anual, que
alcanza los 8.000 millones de toneladas, esperandose que en 2022 se alcancen
los 10.000 millones (Abraham & Chakraborty, 2020)

La ingesta ha sido propuesta como la mayor via de exposicién al BPA, ya que,
bajo ciertas circunstancias, como un cambio de pH o de temperatura, el BPA
puede migrar desde un contenedor de plastico al alimento, contaminandolo. Sin
embargo, este compuesto quimico también puede ser detectado en el aire y
absorbido a través de la piel (Vasiljevic & Harner, 2021). Esta exposicién tan
generalizada explica que el BPA se haya detectado en el 92,6% de la poblacién
estadounidense (Calafat et al., 2008), en un rango de 0,34-3,76 ng/mL (1,4-16,5
nM) en plasma (Colorado-Yohar et al., 2021).
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Una de las caracteristicas que presenta el BPA tras ser ingerido, es su alta tasa
de metabolizacion. Por ello, se le ha clasificado clasicamente como un disruptor
endocrino no persistente (Dziewirska et al., 2018). Esta metabolizacion incluye
la generacion de compuestos conjugados del BPA a priori inactivos, entre los
gue destacan el BPA-glucoronato y el BPA-sulfato, ambos excretados por la
orina (Ho et al., 2017).

La Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA), establecié como
ingesta diaria tolerable 4 ug/kg/dia (https://www.efsa.europa.eu/en/publications).
Sin embargo, la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (EPA),
asi como la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA), establecieron
como una dosis segura de BPA 50 ug/kg/dia. Pese a estos valores de referencia,
tomados como seguros, hay una gran dificultad y controversia por el
establecimiento de un limite seguro. Tal es la preocupacién por los efectos
nocivos de la exposicion al BPA sobre la salud humana que la Agencia Europea
de Sustancias y Mezclas Quimicas (ECHA) lo incluyd, en enero de 2017, en su
lista de Sustancias de Alta Preocupacion (ECHA, 2017).

El BPA actiia como un xenoestrégeno, es decir, una molécula de origen sintético
capaz de unirse a los receptores de estrégenos. El BPA se habia considerado
tradicionalmente como un estrégeno débil, puesto que se habia observado
mediante experimentos de activacion de la transcripcién, que presenta una
capacidad baja de unirse a los receptores de estrégenos e iniciar la transcripcion
por la via clasica (mil a diez mil veces menor que el estradiol) (Kuiper et al.,
1998).

Pese a esta categorizacibn como estrogeno débil, en los ultimos afios se ha
puesto de manifiesto que el BPA se une a los receptores de estrégenos
localizados en el citoplasma y ejerce una accion con una potencia similar a la
hormona natural en el rango nanomolar, rango al que la mayoria de la poblacion
esta expuesta (Colorado-Yohar et al., 2021). Se ha probado que el BPA activa
vias de sefializacion extranucleares, mimetizando parte de los efectos

observados para la hormona natural E2 (Nadal et al., 2018).
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e 8.1 EIBPA enla célulaf3

Debido al aumento en su prevalencia, la DMT2 esta categorizada como una
pandemia emergente a nivel mundial, constituyendo un problema de salud
publica importante. Varias hipétesis, como un cambio en el estilo de vida o la
falta de ejercicio fisico, se han postulado para explicar este incremento. Sin
embargo, en los ultimos afios, se esta prestando especial atencion a la posible

contribucién del BPA a la etiologia de esta enfermedad.

El BPA puede llegar al interior del organismo por ingestion, inhalacién o
absorcion e interferir con la sefalizacion celular de rutas implicadas en la
homeostasis de la glucosa, por lo que se le ha asociado con trastornos
metabdlicos (Alonso-Magdalena et al., 2011). Lang y colaboradores, en 2008,
analizaron una cohorte de 1455 personas en Estados Unidos, en la que
evaluaron el BPA presente en la orina y demostraron que una mayor exposicion
a BPA se asociaba con un incremento en la incidencia de enfermedades
cardiovasculares y diabetes (Lang et al., 2008). Ahmadkhaniha y colaboradores,
en 2014, estudiaron una cohorte de 239 pacientes iranies, la mitad de los cuales
presentaban DMT2. El andlisis de la presencia de BPA en orina dio una
correlacion positiva entre niveles altos de BPA y diabetes (Ahmadkhaniha et al.,
2014). Finalmente, un metaanalisis reciente de 16 publicaciones determin6 que
las concentraciones de BPA, medidas tanto en sangre como en orina, se
asociaban con un aumento en el riesgo del desarrollo de DMT2 (Hwang et al.,
2018).

Las primeras evidencias que se obtuvieron del efecto del BPA en la célula B son
del afio 2000. Nadal y colaboradores demostraron cémo una exposicion aguda
a BPA aumentaba la frecuencia en las oscilaciones de calcio producidas por alta
glucosa en la célula B (Nadal et al., 2000). En 2006, Alonso-Magdalena y
colaboradores probaron in vivo que la inyeccion de BPA a los ratones promovia
un descenso de la glucemia de una manera dosis-dependiente, a la vez que se
incrementaba la secrecion de insulina. A su vez, el tratamiento durante 4 dias
con dosis de 10 o 100 pg/kg/dia promovia una resistencia a la insulina, un
incremento de la secrecion de esta hormona estimulada por glucosa, asi como

un aumento en el contenido de insulina presente en la célula B (Alonso-
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Magdalena et al., 2006). Poco después, en 2008, se describié que este aumento
en el contenido de insulina observado en el tratamiento con BPA era dependiente
de ERa. Los islotes tratados ex vivo durante 48 horas con BPA activaban la
misma via extranuclear que el E2 y se promovia en ellos, con la misma potencia,

un aumento en el contenido de insulina. (Alonso-Magdalena et al., 2008).

En relacion con ERB, Soriano y colaboradores demostraron in vitro que una
exposicion aguda de 1 hora a dosis crecientes de BPA en islotes murinos y una
dosis de 1 nM en islotes humanos, producian un efecto insulinotrépico en
presencia de glucosa. Asimismo, en el mismo articulo demostraron que este
efecto estaba mediado por ER, puesto que empleando ratones BERKO el BPA
no presentaba ningun efecto (Soriano et al., 2012). Por ultimo, recientemente se
ha demostrado que el BPA a través de ERf reduce las corrientes ibnicas de
calcio, sodio y potasio mediante el cambio en la expresion de los canales ibnicos
implicados (Martinez-Pinna et al., 2019; Villar-Pazos et al., 2017), alterando por

tanto la fisiologia de la célula B.

El BPA presenta también efectos dafiinos sobre la viabilidad de la célula B. En
células dispersas de islotes pancreaticos murinos, dosis de BPA en el rango
nanomolar generan una disfuncion mitocondrial que deriva en un aumento de
ROS y una translocacion al nucleo del factor Nf-KB, promoviendo la expresion
del gen proapotético Bcl-2-associated X protein (Bax), asi como una represion
en la expresion del gen B-cell lymphoma 2 (Bcl-2), lo que aumenta la apoptosis
(Carchia et al., 2015).

En la linea INS-1E se ha demostrado que la exposicion a BPA desde dosis
nanomolares hasta micromolares, promovia un descenso en el potencial de
membrana mitocondrial, una liberacién del citocromo C y una activacion de las
vias apoptoticas (Lin et al., 2013). Empleando el mismo modelo, Xin y
colaboradores demostraron que el BPA incrementa la produccién interna de
ROS, a la par que disminuye la concentracion de Glutation reducido (un protector
de ROS). Este incremento de ROS inducido por el BPA es genotéxico porque
fragmenta el ADN, produciendo un incremento en la muerte celular (Xin et al.,
2014). Finalmente, se ha demostrado que el BPA promueve agregados toxicos

de la proteina amiloide, lo que genera un aumento del estrés oxidativo y una
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desestructuraciéon de la membrana, dando lugar a una disminucién en la
viabilidad celular (Gong et al., 2013) (figura 7).
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Figura 7. Efectos deletéreos del BPA sobre la célula B. El BPA puede alterar la funcién de la
célula cambiando la expresion del gen de la insulina o la secrecion de esta hormona, asi como
la expresion de canales iénicos. Por otra parte, el BPA favorece la apoptosis mediante un
incremento en el estrés oxidativo, cambios en la expresién de genes relacionados con la
viabilidad celular o la formacion de agregados toxicos de la proteina amiloide (imagen creada
con biorender.com).

Uno de los periodos vitales en el que el organismo es sensible en extremo a la
accion del BPA es el desarrollo embrionario. Alonso-Magdalena y colaboradores
demostraron que la exposicion intrauterina a dosis mas bajas que las
recomendadas por la EPA presentaba un efecto diabetogénico en los machos
de la descendencia. Ademas, estos machos presentaban hiperinsulinemia y
resistencia a la insulina en los tejidos periféricos (Alonso-Magdalena et al., 2010).
En una investigacion reciente, Boronat-Belda y colaboradores mostraron que la
exposicion al BPA durante el desarrollo fetal promovia la proliferacién de la célula
B en la descendencia a través de un mecanismo mediado por ERB (Boronat-
Belda et al., 2020).
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9. Muerte celular programada: apoptosis

La muerte celular es un proceso esencial en el mantenimiento de la homeostasis
del organismo para eliminar células que no se requieren, células dafiadas o
senescentes o células tumorales, entre otras. El término muerte celular hace

referencia a dos procesos bien diferenciados: la apoptosis y la necrosis.

La apoptosis es la muerte celular programada, en la que de una forma
coordinada la célula activa las vias de muerte. En la necrosis, por el contrario, la
célula es un agente pasivo, donde se rompe su membrana y se libera el

contenido citoplasmético al exterior (Nirmala & Lopus, 2020).

El término apoptosis fue acufiado por primera vez por Kerr y colaboradores en
1972 y se definié como un proceso celular dirigido a la eliminacién de la célula,
diferente de la necrosis y complementario a la mitosis en la regulacion de las

poblaciones celulares en los animales (Kerr et al., 1972).

Hoy en dia sabemos que la apoptosis es un proceso complejo que puede ser
inducido por dos grandes vias, la via extrinseca y la via intrinseca o mitocondrial

(figura 8).

La via extrinseca es iniciada en la membrana plasmatica por la presencia de
receptores de la superfamilia de proteinas con homologia estructural al receptor
TNF o factor de necrosis tumoral, siendo los mas representativos el receptor de
FAS y el receptor de TNFa. Estos receptores presentan en su lado citoplasméatico
un dominio, denominado dominio de muerte, fundamental para la transduccion
de la sefial (Boldin et al., 1996). Dicho dominio de muerte sirve como andamiaje
para el reclutamiento de varias proteinas, que acaban formando el complejo

DISC, provocando la activacion de la caspasa 8 (Shen et al., 2018).

La via intrinseca o mitocondrial puede ser activada por una gran variedad de
factores biol6gicos, quimicos o fisicos y se encuentra finamente regulada por la

familia de proteinas Bcl-2.

La familia Bcl-2 estd formada por tres grupos diferentes: los miembros
proapoptéticos, los miembros antiapoptéticos y los miembros BH3 only. Los
miembros antiapoptéticos son capaces de inhibir mediante contacto a los

miembros proapoptéticos (Shamas-Din et al., 2011). Cuando se desencadena la
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apoptosis, esta inhibicion por contacto es suprimida. Los miembros
proapoptéticos Bax y antagonista/asesino homélogo de Bcl-2 (BAK) forman
oligbmeros entre si, generando un poro en la membrana externa mitocondrial
(MOMP) por el que se libera al citoplasma el citocromo C. Esta liberacion es la
sefal inductora de la muerte celular, puesto que este citocromo C induce la
formacion del apoptosoma y la activacion de las caspasas (Gurzov & Eizirik,
2011).

Ambas vias, tanto la extrinseca como la intrinseca, convergen en la activacion
de las caspasas en lo que se denomina la fase ejecutora de la apoptosis. Las
caspasas son una familia de proteasas que median la rotura de otras proteinas
a nivel del residuo de aspartato y son las principales mediadoras de la apoptosis.
Las caspasas pueden clasificarse en dos grandes grupos, segun el papel que
jueguen en la apoptosis: las caspasas iniciadoras (Casp2, Casp8, Casp9,
Caspl0) y las caspasas efectoras (Casp3, Casp6 y Casp7) (van Opdenbosch &
Lamkanfi, 2019).

Las caspasas son sintetizadas como zimdgenos inactivos denominados
procaspasas y se encuentran en el citoplasma. Las caspasas iniciadoras se
encuentran en una conformacion monomérica, mientras que las caspasas

ejecutoras estan en forma homodimérica (Donepudi & Gritter, 2002).

Cuando la sefal de muerte celular bien sea por la via intrinseca o por la
extrinseca, es procesada y se activa el proceso de apoptosis, los mondémeros de
las caspasas iniciadoras son reclutados induciendo su dimerizacion y activando
su capacidad proteolitica (Julien & Wells, 2017). Una vez activadas, las caspasas
iniciadoras promueven la protedlisis de un pequefio segmento en el dimero de
las procaspasas efectoras, lo cual conduce a la liberacion del sitio activo,

otorgandoles la capacidad de degradar sustratos (Kasture et al., 2021).

Las caspasas efectoras, esencialmente la casp3, serdn las encargadas de
inducir la apoptosis mediante varios procesos que incluyen la degradacion de
proteinas nucleares y del propio material genético, una alteracién en la estructura
de la bicapa lipidica mediante el bloqueo de la flipasa y la degradacion

proteolitica de los componentes del citoesqueleto (Beroske et al., 2021).
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Figura 8. Diagrama de las vias apoptoticas. La apoptosis puede desencadenarse mediante
dos vias, la via extrinseca (dependiente de ligando) o la via intrinseca (mitocondrial), dando como
resultado la activacion de las caspasas, que conduce a la apoptosis (imagen creada con
biorender.com).

e 9.1 Fases de la apoptosis

Durante la apoptosis se suceden una serie de eventos moleculares y celulares
gue culminan en la degradacion del ADN y la fragmentacion celular (figura 9). La
primera fase es la fase inductora, en la que se activan tanto factores apoptéticos
como antiapoptaticos de la familia de Bcl-2. En esta fase se establece el destino
celular, siendo el tnico punto reversible del proceso, ya que una vez el citocromo

C es liberado se inicia la muerte celular.

Una vez decidido el destino de muerte celular, se activan las principales
mediadoras de la apoptosis, las caspasas ejecutoras 7 y 3. La caspasa 3 induce
la activacion de la endonucleasa CAD, que se transloca al nacleo y promueve la

condensacion y posterior fragmentacién de la cromatina. A su vez, en el citosol,
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la caspasa 3 escindira la proteina Gelsolina, implicada en la polimerizacion de
los filamentos de actina, de forma que al eliminarla se desestructura la
organizacién citoplasmatica, induciendo una contraccién y condensacion de la
célula. Durante este proceso de condensacion las membranas celulares
generan estructuras parecidas a burbujas. A su vez, la membrana plasmética
sufre cambios en su organizacién, ya que uno de los procesos esenciales en la
apoptosis es la translocacion de la fosfatidilserina desde la cara interna hacia la
cara externa de la membrana plasmatica. Esta translocacion permite el
reconocimiento de la célula apoptética en estadios tempranos por parte de los
macrofagos, para su posterior eliminacion. Finalmente, la membrana sufre una
desestructuracion, se encoge y se pliega formandose los cuerpos apoptoticos,
los cuales contienen restos de cromatina, citoplasma y organelas (Cavalcante et
al., 2019; Chmurska et al., 2021; Elmore, 2007; Jan & Chaudhry, 2019).
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cuerpos apoptdticos

Figura 9. Secuencia de eventos en la apoptosis. La apoptosis provoca cambios morfolégicos
en las células, tanto en el nicleo como en la membrana plasmética, dando como producto final
la formacién de cuerpos apoptéticos (imagen adaptada de Abou-Ghali & Stiban, 2015).
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Tal y como se ha descrito anteriormente, el proceso de apoptosis en la célula
se da tanto en la DMT1 como en la DMT2, aunque que los mecanismos pueden
diferir entre ellos. Mientras que en la DMT1 es fundamentalmente un ataque
autoinmunitario sostenido que acaba destruyendo la masa de células B, en la
DT2 es una convergencia de varios factores lo que induce un incremento de la
apoptosis, entre los que destacan la glucotoxicidad, la lipotoxicidad y la

inflamacién crénica de bajo grado.

10. Estrés oxidativo y su papel en la apoptosis de la célula

Para el funcionamiento adecuado de la célula 3 pancreatica es esencial que el
metabolismo mitocondrial sea correcto, puesto que en la mitocondria se oxidan
los sustratos provenientes de la ruta glucolitica y se genera ATP mediante la
cadena de transporte electrénico mitocondrial, regulando la secrecién de
insulina. Durante el paso de los electrones por la cadena de transporte
electronico se pueden generar especies reactivas de oxigeno (ROS; del inglés,

Reactive Oxigen Species).

Estas ROS son pequefias moléculas con una elevada reactividad y una vida
media corta y que incluyen radicales libres derivados del oxigeno, como el anion
superéxido (O27) y el radical hidroxilo (OH?), o bien moléculas que no son
radicales libres como el peroxido de hidrégeno (H202) (Redza-Dutordoir & Averill-
Bates, 2016).

Durante el metabolismo mitocondrial de la glucosa en condiciones fisiolégicas se
produce un aumento en la produccién de ROS, fundamentalmente un incremento
en la produccion de H202, que actia como molécula sefializadora en la secrecion
de insulina (Pi et al.,, 2007). Sin embargo, durante la hiperglucemia la
concentracion intracelular de glucosa se eleva y los sustratos de la glucélisis son
mas accesibles, acelerando por tanto el ciclo de Krebs y la cadena de transporte
electrénico. Este incremento en el flujo de la cadena de transporte electrénico
hace que exista una mayor fuga de electrones, que reducen al Oz induciendo la
formacion de ROS (Sha et al., 2020).

47



Pese a que la mitocondria es la principal productora de ROS, también pueden
generarse en el reticulo, en la membrana plasmatica y en el citoplasma. La
célula B es altamente sensible al aumento de ROS, ya que los mecanismos
enzimaticos encargados de detoxificar las especies reactivas superoxido
dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y Glutation peroxidasa (GPX) son
relativamente débiles, por lo que la acumulacién de ROS puede desencadenar

un estado prolongado de estrés oxidativo (Lenzen, 2008).

Este desbalance en el metabolismo redox junto con un estrés oxidativo, produce
una accién deletérea tanto en la funcién como en la viabilidad de la célula B. Se
han postulado diferentes mecanismos para explicar el efecto citotdxico de la
acumulacion de ROS (figura 10). El primero de ellos sostiene gue el exceso de
ROS puede alterar diferentes macromoléculas, tales como proteinas, lipidos e
incluso el ADN, mediante una variedad de mecanismos que incluyen la oxidacion
y peroxidacion, que conlleva una disfuncién de estas moléculas, alterando la
fisiologia de la célula B (Newsholme et al., 2019). En la propia mitocondria, los
ROS pueden dafar el ADN mitocondrial, asi como otros componentes
mitocondriales, derivando en la liberacién del citocromo C al citoplasma y
activando la via de las caspasas para inducir apoptosis (Eguchi et al., 2021). La
acumulacion de ROS también provoca efectos genotdxicos, induciendo
modificaciones estructurales del ADN e incluso su rotura (She et al., 2017).
Ademas del dafio en la propia estructura del ADN, un aumento de ROS reduce
la union de PDX-1 al promotor del gen de la insulina. PDX-1 es un gen esencial
en el desarrollo y mantenimiento de la identidad de la célula B, asi como en la
expresion del gen de la insulina, por lo que este efecto reduciria la capacidad
secretora de la célula B (Gerber & Rutter, 2017). Finalmente, un incremento del
estrés oxidativo puede inducir la acumulacion de proteinas mal plegadas en el
lumen del reticulo, contribuyendo a un incremento del estrés del reticulo que si

no es compensado, favorecera la apoptosis de la célula 8 (Hasnain et al., 2016).
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Figura 10. Mecanismos por los que ROS puede activar la apoptosis. El incremento de ROS
genera apoptosis a través de varios de mecanismos, incluyendo el propio dafio mitocondrial, que
activa la via intrinseca. Esta via promueve la oxidacion y dafio de macromoléculas o de ADN e
induce un incremento del estrés de reticulo (imagen creada con biorender.com).
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La célula B secreta la hormona hipoglucemiante insulina en respuesta a un
incremento de la glucosa plasmatica, por lo que su correcto funcionamiento es
esencial para el mantenimiento de la homeostasis de la glucemia. La hormona
natural E2 posee un efecto protector sobre la célula B, tanto en su funcion como
en su viabilidad celular, protegiéndola frente a estimulos apoptéticos tales como
las citoquinas o el estrés oxidativo, entre otros. Esta proteccion sobre la célula

se produce a través de los receptores de estrégenos ERa, ERB y GPER.

Ademas de su ligando natural, los receptores de estrégenos pueden unir una
gran variedad de compuestos, entre los que se encuentra el Bisfenol A (BPA). El
BPA es el constituyente principal de los plasticos de policarbonato y es el agente
plastificante empleado en la produccion de una gran variedad de plasticos. Por
tanto, puede encontrarse en muchos objetos cotidianos, lo que da lugar a una
exposicién continuada de la poblacién a este compuesto, fundamentalmente a
través de la ingesta. Prueba de ello es que se ha detectado, en un porcentaje
muy elevado de la poblacion, bien BPA libre o bien sus conjugados. El BPA se
ha categorizado como un disruptor endocrino, capaz de alterar la accion de las
hormonas. Esta alteracion ocurre mediante su union a los receptores de

estrdgenos, por lo que es considerado un xenoestrégeno.

Estudios epidemioldgicos y modelos animales y moleculares han correlacionado
la exposicion al BPA con un aumento en la incidencia de diferentes patologias,
entre las que se incluye la diabetes mellitus tipo 2, debido tanto a la alteracion
en la secrecién de insulina como a su accién sobre los tejidos diana de la
hormona. A su vez, tanto en modelos ex vivo de animales como en lineas
celulares, se ha puesto de manifiesto que el BPA también puede incrementar

directamente la muerte de la célula B.

El E2 y el BPA presentan acciones opuestas sobre la viabilidad de la célula
empleando los mismos receptores. En la presente tesis, el objetivo principal ha
sido estudiar la implicacion de los receptores de estrégenos ERa, ERB y GPER
en la viabilidad de la célula 8, asi como su participacion en la apoptosis mediada
por el BPA. Para ello, hemos utilizado diferentes modelos de célula B vy
aproximaciones tanto farmacologicas como de biologia molecular, y hemos

analizado el papel de cada uno de estos receptores.
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Los objetivos especificos del presente trabajo son los siguientes:

1. Estudiar el mecanismo por el cual el BPA aumenta la apoptosis en la
célula 3 pancreatica.

2. Determinar la implicacion de los receptores GPER, ERa y ERB en la
apoptosis de la célula B pancreatica, asi como su participacion en la
muerte celular inducida por el BPA.

3. Establecer la posible intercomunicacién entre los receptores de

estrdgenos y su papel en la apoptosis.
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MATERIALES Y METODOS

55



56



1. Lineas celulares: INS-1E y EndoC-BH1

En la realizacion de este trabajo se han utlizado dos lineas celulares
procedentes de células B pancredticas: la linea INS-1E, derivada de rata y la
linea humana EndoC-BHL1. Sus caracteristicas, cultivo y manejo se detallan a

continuacion:

e 1.1 Linea celular INS-1E

La linea INS-1E (RRID: CVCL_0351) es una linea inmortal de célula
pancreatica de rata. Esta linea celular es un clon derivado de la linea celular
original INS-1, generada a través de un insulinoma inducido mediante la
irradiacion de rayos X en ratas macho (Asfari et al., 1992). La linea INS-1E
mantiene la funcién primordial de la célula B, ya que aumenta la secrecion de

insulina en respuesta a glucosa (Merglen et al., 2004).

La linea INS-1E fue mantenida en un medio de cultivo RPMI 1640 con 11 mM de

glucosa, suplementado segun lo descrito en la tabla 1.

Compuesto Concentracion Casa comercial
Piruvato sédico 1mM GIBCO 11360-039
HEPES 10 mM GIBCO 15630-056
2-mercaptoetanol 50 uM GIBCO 31350-010

FBS inactivado 5% HYCLONE SV30160.03
Estreptomicina 50mg/mL GIBCO 15140-122
penicilina 50 u/mL GIBCO 15140-122
RPMI 1640+GlutaMAX-1 GIBCO 61870-010

Tabla 1. Composicion del medio cultivo de la linea INS-1E.

Se comenz0d a trabajar con los pases 65 y 66, amablemente cedidos por el
laboratorio del Prof. Claes Wolheim de la Universidad de Ginebra (Suiza), y

desechandose cuando se alcanzaba el pase 80.

Las células fueron mantenidas en frascos de 25y 75 mL (Falcon), con 5y 13 mL
de medio respectivamente, reemplazado cada 72 horas, alcanzando en una
semana una confluencia de aproximadamente un 80%, determinada de visu,

bajo el microscopio.
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Semanalmente se realizd un subcultivo, el cual consistié en una tripsinizacion
utilizando una solucién comercial de tripsina-EDTA 0,05% (Gibco) durante 3
minutos a 37°C; posteriormente, la tripsina fue neutralizada afiadiendo al menos
3 veces mas de medio fresco de cultivo. La suspensién celular fue transferida a
un tubo de centrifuga de 15 mL (Falcon) y centrifugada a 1000 RPM durante 7
minutos; seguidamente, el sobrenadante fue retirado y el pellet de células fue

resuspendido en un volumen de 5 mL de medio de cultivo.

Para calcular el nimero de células por mililitro se llevé a cabo un recuento celular
empleando la camara de Neubauer. Para ello, se recogié de la suspension
celular 10 yL vy, bajo el microscopio, se contaron los 4 cuadrantes de la camara,

tras lo cual se empleé la siguiente férmula:

células

— (N2 células contadas
——= ( /4) X 10000

Con relacién a la siembra celular, segun el requisito experimental se usaron
placas de 96, 24 o 6 pocillos (Sarstedt), siendo el nimero sembrado para cada
una de las placas 10-15 mil, 100-150 mil o 1 millbn de células por pocillo,
respectivamente. Para el mantenimiento del cultivo, en cada frasco de 25 mL se

sembré 2,5 millones de células, y en el de 75 mL, 5 millones.

e 1.2 Linea celular EndoC-BH1

La linea EndoC-BH1 (RRID: CVCL_L909), procedente de un primordio
pancreatico fetal humano, es una linea de células 8 pancreaticas con capacidad
de sintetizar y secretar insulina (Andersson et al., 2015). Tanto para el
mantenimiento del cultivo como para los tratamientos se empleé como medio
base DMEM de baja glucosa (5,5 mM) suplementado acorde a lo descrito en la
tabla 2.
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Compuesto Concentracion Casa comercial

Transferrina humana 5,5 yg/mL Sigma T8158

Selenito sodico 6,7 ng/mL Sigma S55261
Albdmina, Fraccion V, 2% Roche diagnostic

libre de &cidos grasos 10775835001
Nicotinamida 10 mM HYCLONE SVv30160.03
2-mercaptoetanol 50 uM Sigma M3148
Estreptomicina 100 U/mL GIBCO 15140-122
penicilina 100 U/mL GIBCO 15140-122
DMEM baja glucosa GIBCO 31885023

Tabla 2. Composicion del medio de cultivo de la linea EndoC-BH1. *Antes del tratamiento, el
medio fue suplementado con FBS inactivado (2%).

Un requerimiento de esta linea celular es que las células deben crecer sobre un
lecho de Matrigel, formado por un medio DMEM de alta glucosa (25 mM)
complementado con lo descrito en la tabla 3. El Matrigel fue afiadido tanto al
frasco de cultivo como a las placas 3 horas antes de la siembra, incubandose a
37°C.

Compuesto Concentracion Casa comercial
ECM 1% Sigma E1270
Fibronectina bovina de 2 pg/mL Sigma F1141
plasma

Estreptomicina 50 U/mL GIBCO 15140-122
penicilina 50 U/mL GIBCO 15140-122
DMEM alta glucosa GIBCO 41965-039

Tabla 3. Composicion del lecho de Matrigel empleado en la linea EndoC-BH1

La linea celular fue empleada a partir del pase 62-63 y nunca mas alla del pase
80. Las células fueron mantenidas en frascos de 75 mL (TPP), con 13 mL de
medio de cultivo, llegando en una semana a una confluencia de

aproximadamente el 80%, determinada de visu bajo el microscopio.

Semanalmente se realizé un subcultivo que consistio en la tripsinizacion
utilizando una solucién comercial de tripsina-EDTA 0,05% (Gibco) durante 3

minutos a 37°C; posteriormente, la tripsina fue neutralizada con un medio de
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neutralizacién, compuesto por PBS y 20% de FBS inactivado, afiadiendo al
menos 3 veces mas de medio de neutralizacion. La suspension celular fue
transferida a un tubo de centrifuga (Falcon) y centrifugada a 0,5 RCF durante 5
minutos; seguidamente, el sobrenadante fue retirado y el pellet de células
resuspendido en un volumen de 5 mL medio de cultivo. Para calcular el nimero
de células por mililitro, se hizo el recuento con la cAmara de Neubauer, y bajo el
microscopio, se contaron los 4 cuadrantes de la camara. Para obtener el nimero

de células/mL se empleo la siguiente formula:

células

_ (N2 células contadas
— = /4) X 10000

Las células fueron sembradas en placas de 96 (TPP), a una densidad de 45 mil
células por pocillo, mientras que para el mantenimiento del cultivo celular se

sembraron entre 70 y 80 mil células por cm?.

2. Aislamiento y cultivo ex vivo de células aisladas de

islotes pancreaticos.

Las células aisladas de islotes pancreéticos fueron obtenidas a partir de ratones
macho adultos de la cepa C57BL/6J, tanto silvestres (WT, del inglés Wild-Type),
como ratones knockout para ERB (BERKO), con una edad comprendida entre 10
y 12 semanas, provenientes de la colonia del Servicio de Experimentacion
Animal (SEA) de la UMH.

Los animales se mantuvieron en condiciones estandarizadas y estables (ciclo 12
horas luz/12 horas oscuridad y una temperatura aproximada de 22°C), con
acceso libre a agua y comida. Los procedimientos empleados han sido
previamente evaluados y aprobados por el Comité de Etica de la UMH acorde a

la legislacion estatal y europea vigente.

El sacrificio de los ratones se realiz6 mediante dislocacién cervical. Tras la
esterilizacién de la zona quirlrrgica, las visceras abdominales se expusieron
realizando una laparotomia media completa, mostrando el colédoco, el cual fue
posteriormente canulado con una aguja por la que se perfundié una solucion de

1 mg/ml de la enzima colagenasa, preparada en medio de aislamiento (tipo V;
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Sigma), al interior del pancreas. La composicion del medio de aislamiento (en
mM) es la siguiente: 115 NaCl, 5 KCI, 10 NaHCOs3, 1,1 MgClz, 1,2 NaH2CO4, 2,5
CaClz, 25 HEPES, 0,25% BSA y 5 glucosa, ajustandose el pH a 7,4 con NaOH.

Se extrajo el pancreas lleno de colagenasa, liberandolo de los 6rganos
circundantes y se introdujo en un tubo de centrifuga de 15 mL, al que se completo
parcialmente con la solucion de colagenasa hasta que el pancreas quedo
completamente embebido. Empleando un bafio de agua a 37°C, el tubo se
sumergid para realizar la digestion enzimatica durante aproximadamente 7
minutos, determinandose visualmente el tiempo de digestién necesario para

cada experimento, puesto que puede variar en funcion del lote de la enzima.

La colagenasa fue neutralizada mediante la adicion de medio de aislamiento frio,
manteniendo el tubo en hielo y verticalmente para poder separar asi el
precipitado del péncreas disgregado. Para la obtencion de los islotes, el
sobrenadante se fracciond en tres partes, siendo volcados a una placa de Petri
estéril y recolectados uno a uno empleando una lupa binocular y una micropipeta.
Los islotes obtenidos fueron llevados al incubador a 37°C y 5% de CO:2 para
permitir su recuperacion al menos una hora antes de realizar el cultivo primario

de células dispersas.

Una vez transcurrido el tiempo de recuperacion, los islotes se introdujeron en un
tubo de centrifuga, y se centrifugaron durante 7 minutos a 1000 RPM. Tras la
retirada del sobrenadante, el pellet con los islotes fue resuspendido en una
solucion de 0,05% de Tripsina (Sigma). Se incubaron durante 3 minutos a 37°C
y la reaccion enzimatica fue neutralizada mediante la adicion de al menos 3

veces mas de medio de cultivo cuya composicion esta detallada en la tabla 4.

Compuesto Concentracion Casa comercial
FBS-Charcoal 8% HYCLONE SV30160.03
Glutamina 2mM

Estreptomicina 50 U/mL GIBCO 15140-122
Penicilina 50 U/mL GIBCO 15140-122
RPMI sin rojo fenol GIBCO 11835-063

Tabla 4. Composiciéon del medio de cultivo para células pancreaticas dispersas.

61



La suspension celular se centrifugé de nuevo a 1000 RPM durante 10 minutos,
descartando el sobrenadante y resuspendiendo el pellet con las células
disgregadas en un volumen de medio de cultivo determinado en funcién de la
densidad celular necesaria para tener 30 mil células por pocillo. La siembra de
células fue realizada en placas de 96 pocillos. Las placas, previamente, habian
sido tratadas con poli-L-lisina 0,01% (Sigma) al menos una hora para promover
la adhesién celular. El exceso de poli-L-lisina fue retirado lavandose tres veces

con H20 destilada y autoclavando.

3. Tratamiento celular.

Las lineas celulares, asi como las células dispersas de islotes murinos, fueron
cultivadas acorde a las necesidades especificas de cada una de ellas, e

incubadas a 37°C, con un 5% de saturacion de CO2 en una atmoésfera himeda.

Los distintos compuestos moduladores de la actividad estrogénica empleados,
asi como su estructura quimica y perfil farmacol6gico se encuentran descritos en
la figura 11. Todos ellos son de naturaleza hidrofébica, por lo que fueron
disueltos en dimetilsulféxido (DMSO, Sigma). La condicién denominada vehiculo

contiene DMSO isovolumétrico.
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receptores de estrogenos.
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Un coctel de citoquinas proinflamatorias fue empleado en determinados
experimentos como control positivo de muerte celular. Dicho coctel contenia IL-
1B recombinante humana e IFNy de rata (R&D Systems), preparadas acorde a
las indicaciones del fabricante y diluidas en medio completo, hasta alcanzar una
concentracion de uso de 10 U/mL de IL-18 y 100 U/mL de IFNy.

4. Transfeccion con ARN pequefio de interferencia.

La estrategia del ARN pequefio de interferencia (SiRNA, del inglés small
interfering RNA), conduce a la degradacion del ARN mensajero de interés,
impidiendo de esta forma la traduccion de la proteina (Tatiparti et al., 2017).
Tanto la linea INS-1E como la linea EndoC-BH1 fueron transfectadas con los
diferentes siRNAs para los receptores de estrégenos recogidos en la tabla 5.
Para realizar la transfeccion se usé una concentracion final de 30 nM de siRNA
(Santin et al., 2015) y como reactivo de transfeccion, lipofectamina RNAIMAX
(Invitrogen), que permite la formacion de liposomas para transportar el SiRNA al
interior celular (figura 12). Como control negativo se empled Allstars Negative
Control siRNA (siCTRL) (Qiagen, Venlo, Netherland) que no ejerce ningun efecto

sobre la viabilidad celular ni genera cambios en la expresion génica.

Las células fueron incubadas durante 16 horas con el siRNA en un medio de
transfeccion con la misma composicion que el medio de cultivo especifico para
cada linea celular (detallado anteriormente en la tabla 1, linea INS-1E y tabla 2,
EndoC-BH1), pero sin haber sido suplementado con antibiéticos ni BSA.
Transcurrido el tiempo de la transfeccion, el medio con el siRNA fue sustituido
por medio de cultivo especifico para cada linea completamente suplementado,

dejandose recuperar 48 horas antes de realizar ningan tratamiento.

En los casos de GPER en INS-1E y tanto para ERa como ER[3 en EndoC-H1,
se realizé un protocolo de doble transfeccién, ya que con una solo no se llegé a
silenciar el 50% la expresion. El protocolo de doble transfeccién consistio en la
incubaciéon de 30 nM de siCTRL o siRNA de interés durante 16 horas,
permitiendo su recuperacion durante 24 horas, tras las cuales se volvid a

exponer a las células al siRNA en idénticas condiciones.
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Figura 12. Mecanismo de accion de los siRNAs. Tras introducir en la célula el siRNA de doble
cadena mediante liposomas es separada, dando lugar a un siRNA monocatenario que puede ser
empleado por RISC como molde para la degradacion del ARN mensajero diana (imagen creada
con biorender.com).

SiCTRL

Rn
Gper
Rn Era
Rn Erf
HS
GPER
HS

ERa

HS
ERB

Nombre

Allstars

Negative Control
SiRNA
Rn_Gpr30_1
FlexiTube

SiRNA
(S101518335)
EsrlRSS302814
(3_RNAI)
Esr2RSS303096

Hs GPR30 1
FlexiTube
SiRNA
(S100430360)
HS ESR1 8
(S102784101)

HS ESR2 6
(S103083269)

Casa
comercial
Qiagen,
Venlo,
Netherlands
Qiagen,
Venlo,
Netherlands

Invitrogen,
Pasley, UK
Invitrogen,
Pasley, UK
Qiagen,
Venlo,
Netherlands

Qiagen,
Venlo,
Netherlands
Qiagen,
Venlo,
Netherlands

Secuencia (5" a 3)

Secuencia no facilitada

Secuencia no facilitada

GCUACAAACCAAUGCACCAUCGAUA

CCCAAAUGUGCUAUGGCCAACUUCU

Secuencia no facilitada

Secuencia no facilitada

Secuencia no facilitada
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Tabla 5. siRNAs para receptores de estrégenos empleados en la transfeccién: proteina de
interés, nombre del siRNA, fabricante y secuencia (Rn: Rattus norvegicus; Hs: Homo sapiens).

5. Western Blot

El Western Blot (WB) es una técnica que consiste en la deteccion especifica de
proteinas usando anticuerpos para las mismas. En este trabajo se emple6 el WB
en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) para confirmar el silenciamiento

por medio del siRNA de los diferentes receptores de estrogenos.

Las células fueron lavadas con PBS frio, y lisadas con el tampon de lisis de
Laemmli (glicerol 10%, DTT 0,1 M, Tris base 62,5 mM, SDS 2%, azul de
bromofenol 0,2 mg/mL). Las muestras recogidas fueron hervidas a 99°C durante
10 minutos con una agitacion de 800 RPM.

Los geles empleados contaban con 15 pocillos y se distribuian en dos secciones,
segun su porcentaje de acrilamida. La primera seccion se correspondia al gel
concentrador, preparado al 4% de acrilamida, mientras que la segunda seccién

era el gel separador, que presentaba una concentracion del 12% de acrilamida.

Para poder determinar la posicién en el gel en la que se encontraban las
proteinas de interés se emple6 un marcador de peso molecular (Thermo
Scientific). Se cargaron 25 uL de muestra, mientras que de marcador se cargaron
3 uL y 1 pL al principio y al final del gel, respectivamente. Los geles fueron
embebidos en el tampon de electroforesis (tabla 6). La electroforesis fue
realizada a 90 V y cuando las muestras se encontraban en la interfase entre el

concentrador y separador, se incremento el voltaje a 120 V.

Una vez transcurrida la electroforesis, se realizd la electrotransferencia en
condiciones humedas en una disposicidn “casete tipo sandwich”, donde se hace
pasar una corriente desde el catodo hasta el &nodo, induciendo asi la migracion
de las proteinas desde los geles de acrilamida hasta una membrana de fluoruro
de polivinilideno (PVDF) (Amersham). El PVDF posee una gran capacidad de
adsorcion de polipéptidos, pero presenta una alta hidrofobicidad, por lo que un
requisito previo a la transferencia es la “activacion” de la membrana empleando
metanol puro (PanReac Applychem). Para ello se bafaron las membranas en

metanol durante 2 minutos. Una vez activada la membrana de PVDF se realiz
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el montaje del sandwich. Los casetes fueron sumergidos en el tampoén de
transferencia (Tabla 6) y los parametros empleados fueron 90 V durante 90
minutos. La electrotransferencia es un proceso que genera una gran cantidad de
calor, por lo que, para evitar el recalentamiento del gel, en el interior de la cubeta
se incluyd un blogue de hielo, siendo este reemplazado a los 45 minutos del

proceso, mientras que exteriormente la cubeta también fue envuelta con hielo.

Tampon de electroforesis Tampon de transferencia
Reactivo Concentracién Reactivo Concentracién
Tris Base 25 mM Tris Base 25 mM
Glicina 192 mM Glicina 192 mM
SDS 0,1% Metanol 20 %

H20 destilada Hasta 1 L H20 destilada Hasta 2 L

Tabla 6. Composiciéon de los tampones de electroforesis y de transferencia.

Transcurrido el tiempo de la electrotransferencia, se realizé un bloqueo, el cual
consistié en leche desnatada en polvo al 5% (p/v) disuelta en TBS-T (150 mM
NaCl, 10 mM Tris base y 0,0005% Tween 20) durante una hora, a temperatura
ambiente y en agitacion suave. Una vez finalizado el bloqueo, se lavé la
membrana con TBS-T y se procedi6 a incubar con el anticuerpo primario (Tabla

7) durante toda la noche a 4°C y en agitacion suave.

Tras la incubacién con el anticuerpo primario, las membranas fueron lavadas tres
veces, diez minutos cada vez con TBS-T, y se incubd una hora con el anticuerpo
secundario conjugado con peroxidasa de rabano (Tabla 7) en agitacion suave a
temperatura ambiente. Finalmente, después de realizar tres lavados de diez
minutos cada uno con TBS-T, se procedid al revelado de las muestras. Las
imagenes fueron obtenidas mediante quimioluminiscencia, empleando como
sustrato de la reaccion el reactivo SuperSignal West Femto (Thermoscientific,) y

como detector de la sefial, ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad Laboratories).
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Proteina
diana

ERa

ERB

GPER

a-Tubulin

B-Actin

Goat
anti-
mouse
I9G

Goat
anti-
rabbit
IgG

Secuencia
epitopo

NA

NA

350 to the
C-terminus
of Human
GPCR
GPR30

NA

NA

NA

Nombre del
anticuerpo

Estrogen
Receptor
alpha
Monoclonal
Antibody
Estrogen
Receptor
Beta
Monoclonal
Antibody
Anti-G-
protein
coupled
receptor 30
antibody
Monoclonal
Anti-aTubulin
antibody

B-Actin
(D6A8)
Rabbit mAb
antibody
Goat Anti-
Mouse 1gG
(H+L) HRP
Conjugate
antibody
Goat Anti-
Rabbit 1IgG
(H+L) HRP
Conjugate
antibody

Fabricante,
n° catalogo

Invitrogen
Cat#t MA5-
13191

Invitrogen
Cat# MA5-
24807

Abcam Cat#
Ab-39742

Sigma, Cat#:
T9026

Cell
Signaling
Technology
Cat# 8457
Bio-rad,
Cat#
170-6516

Bio-rad Cat#
170-6515

Especie

Mouse
monoclonal

Mouse
monoclonal

Rabbit
(polyclonal)

Mouse,
monoclonal

Rabbit,
monoclonal

Goat,
Polyclonal

Goat,
Polyclonal

Dilucién

1:1000

1:2000

1:1000

1:5000

1:1000

1:5000

1:5000

RRID

AB_10986080

AB_2717280

AB_1141090

AB_477593

AB_10950489

AB_11125547

AB_11125142

Tabla 7. Anticuerpos empleados para Western Blot. *Los anticuerpos primarios fueron
preparados acorde a la dilucion indicada en la tabla y diluidos en TBS-T con BSA al 5% (p/v).
**|_os anticuerpos secundarios fueron diluidos a 1:5000 en TBS-T y leche desnatada al 5% (p/v).

6. Determinacién de la viabilidad celular.

e 6.1 Recuento de la apoptosis mediante marcajes de union al ADN

Una vez concluido el tiempo de exposicion a los distintos tratamientos, se analizd

la apoptosis. Para ello se incubaron las células con dos agentes fluorescentes e
intercalantes del ADN, el Hoechst 3342 (HO) (A ex/fem 350/ 461 nm) y el ioduro
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de propidio (Pl) (A exfem 535/ 617 nm) (Invitrogen). El fundamento de esta
técnica radica en que el HO permea las membranas celulares cuando la célula
se encuentra en un estado viable, mientras que el Pl solo puede permear al
interior de las células cuando la membrana se encuentra comprometida, como
es el caso de la apoptosis tardia o necrosis (Figura 13), permitiendo asi distinguir

entre los estados viable, apoptético y necrético (Lema et al., 2011).

Figura 13. Fundamento de la técnica de tincion HO/PI para cuantificacion de la apoptosis.
Las células viables expulsan el PI, mientras que el Hoechst tifie el nlcleo de color azul. En las
células apoptéticas tempranas, la condensacién de la cromatina puede ser reconocida por un
incremento en la intensidad del azul. Finalmente, en la apoptosis tardia, la membrana se
encuentra comprometida, y el Pl puede tefiir el nicleo de color rojo (imagen creada con
biorender.com).

Ambos compuestos se prepararon a una concentracion inicial de 1 mg/mL en
PBS estéril, filtrandose posteriormente con un filtro de tamafio de poro 0,2 um
(Filtropur S 0.2, SARSTEDT). Las concentraciones finales de cada fluoroforo
dependen del modelo que se vaya a emplear. En el caso de INS-1E, la
concentracion final empleada para cada uno de ellos fue 5 ug/mL, mientras que
para EndoC- BH1 y para las células primarias, la concentracion final es de 10

po/mL.

Respecto a EndoC-BH1, en la composicion de su medio lleva albumina (Tabla
2), que puede secuestrar a los agentes fluorescentes, por lo que para la
preparacion de la tincién se empled Unicamente el DMEM de baja glucosa. Se
incubaron las células a 37°C durante 15 minutos y posteriormente, se retiré la

mitad del medio y se afiadié el mismo volumen de medio fresco.
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Para el recuento celular se empleé un microscopio invertido (Zeiss-Vision,
Munich, Germany), el cual llevaba acoplado una lampara de mercurio para
generar la fluorescencia (Zeiss Fluo-Arc). Las muestras fueron visualizadas
usando el objetivo de 20X y al menos 600 células fueron contadas para cada una
de las condiciones experimentales. Puesto que la técnica es de visu, para evitar
posibles sesgos la viabilidad celular fue determinada por dos investigadores, uno
de ellos desconocedor de la identidad de los diferentes tratamientos celulares.
Los resultados entre ambos investigadores difiieron menos del 5%. Para el
calculo del porcentaje de apoptosis se aplicé la siguiente formula:

% Apoptosi _(Células apopt()ticas) 100
0 APOPEOSIS = Células totales

e 6.2 Determinacion de la apoptosis por citometria de flujo: Anexina V/PI

Durante el proceso de apoptosis, en los primeros estadios, la fosfatidilserina se
transloca a la hemicapa externa de la membrana plasmética, pudiendo entonces
ser reconocida por la anexina V, mientras que, al final de la apoptosis, la
membrana celular se encuentra comprometida, pudiendo por tanto permear el Pl
(Pietkiewicz et al, 2015).

Para la deteccion de la apoptosis mediante el citbmetro de flujo se utilizé el kit
comercial FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit with PI (Biolegend). La linea
INS-1E fue sembrada en placas de 6 pocillos y tratada de acuerdo con las
necesidades experimentales durante 48 horas, tras las cuales, las células fueron
despegadas de la placa de cultivos empleando la solucién comercial Accutase
(Thermo Fisher Scientific) durante 6 minutos a 37°C. Para la recuperacion de las
células en suspension, se centrifugd a 1400 RPM durante 7 minutos.
Seguidamente, las células fueron tefiidas con la Anexina V conjugada con
isotiocianato de fluoresceina (FITC), A ex/em 490/ 525 nm) (Anexina V-FITC) y

el P1 (A exlem 535/ 617 nm), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Las células, finalmente, fueron analizadas mediante el citbmetro FACSCanto |l
(BD Bioscience, Madrid, Espafia), el cual presentaba una rueda de filtros capaz
de recoger en un canal la fluorescencia emitida por el FITC y en otro canal la

sefal del PI. Se analizaron 20 mil eventos por cada condicién. Los datos
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obtenidos fueron procesados empleando el programa Flowing (Turku
Bioscience, Finlandia). Se dividieron todos los eventos de la muestra en
cuadrantes, segun la fluorescencia recogida en cada uno de dichos eventos. Los
datos estan representados como el porcentaje de eventos recogidos en cada
uno de los cuadrantes de la figura 14.

FITC

Pl

Figura 14. Distribucién de eventos segln su fluorescencia en el citdémetro de flujo. Los
eventos son recogidos y clasificados en funcidon del marcaje fluorescente que presenten. Las
dobles negativas suponen la poblacion viable, las FITC*/PI- son las apoptéticas tempranas,
FITC*/PI*, las apoptéticas tardias y FITC/PI*, las necroticas.

Puesto que el espectro de emisién del FITC solapaba con el espectro del Pl
(recuadro negro en la figura 15), fue necesario realizar una compensacion previa,
permitiendo eliminar dicha interferencia. Para ello, se incluyeron tres muestras
control: la primera sin tefiir nos permitia seleccionar la poblacién; la segunda,
solo presentaba la tincién de Anexina V-FITC y la tercera, solo marcada con el
PI.
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Figura 15. Espectro de emision de la fluorescencia del isotiocianato de fluoresceina (FITC)
y del ioduro de propidio (PI). Fluorescencia emitida por el FITC, (en verde) y por Pl (en rojo-
naranja). La excitacién de ambos fluoroforos se llevé a cabo empleando un laser a 488 nm. El
recuadro negro indica el solapamiento de los espectros de emision.

e 6.3 Determinacion de la viabilidad celular por colometria: MTT

El fundamento del MTT consiste en la reduccion por parte de las enzimas
mitocondriales dependientes de NADPH del reactivo MTT (Bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio), dando como producto sales de formazan,
de color morado (figura 16), pudiendo correlacionarse una mayor cantidad de

cristales generados con una mayor viabilidad celular (Kumar et al., 2018).

by e

Mitochondrial reductase N=N

@rN\N*@ 7N d_h?—@

5-(4,5-dimethylthiazole-2-yl)-
1,3-diphenylformazon
MIT (Formazan)

3-(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-
2,5-diphenyltetrazolium bromide

Figura 16. Reduccion de MTT a cristales de formazan mediante la accién de la reductasa
mitocondrial (imagen tomada de Farooq et al., 2020).

Se sembraron tanto la linea INS-1E como EndoC-BH1 en placas de 96 pocillos
y posteriormente, fueron tratadas acorde a las necesidades experimentales,
realizandose cada tratamiento en 4 replicados. Transcurridas 48 horas de

tratamiento, se adicion6 el reactivo MTT (0,5 mg/mL final) (Sigma-Aldrich)
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incubandose 3 horas a 37°C para permitir la generacion de cristales de formazan.
Puesto que dichos cristales son insolubles en agua, pero solubles en DMSO, se
retir6 el medio con cuidado y se afadié 100 yL de DMSO. Finalmente, la
absorbancia fue medida a una longitud de 595 nm empleando el lector de placas
iMark Microplate Reader (Bio-Rad laboratories). Para la representacion de los
datos, la absorbancia obtenida en el vehiculo fue asumida como 100% de
viabilidad.

7. Deteccion de los heterodimeros

e 7.1 Coinmunoprecipitacion (ColP)

Los receptores de estrogenos ERa y ER, al unirse el ligando dimerizan, dan
lugar tanto a homodimeros como a heterodimeros. Para evaluar la formacion de
heterodimeros, se empled la coinmunoprecipitacion (ColP), que permite purificar
los complejos de proteina-proteina especificos de todo el lisado celular. Para
llevar a cabo la ColP se us6 el kit Dynabeads Protein G (Thermo Fisher
Scientific). La linea INS-1E fue sembrada en placas de 6 pocillos y tratada acorde
a las necesidades experimentales durante 24 horas, tras las cuales, las células
fueron lavadas dos veces con PBS frio y lisadas con el tampén de
inmunoprecipitacion (50 mM Tris pH 7,5, 4 mM NaCl, 2 mM MgClz, 10 mM NaF,
1 mM PMSF, 1% Triton X-100 y un coctel de inhibidores de proteasas (Roche
Diagnostics)). Con el raspador de células se recogieron las muestras y, para la
fragmentacion del ADN, se hizo pasar las células a través de una jeringuilla con

una aguja de 30G, dejandose posteriormente una hora en hielo.

Las muestras fueron centrifugadas a 20 mil RCF durante diez minutos a 4°C
recogiendo el sobrenadante y almacenando 30 UL del mismo para utilizarlo como

input.

Para la eliminacién de uniones inespecificas, se incubd el lisado celular con los
Dynabeads en agitacion rotatoria durante una hora a 4°C, separando las
muestras de los Dynabeads Protein G gracias a un iman. Seguidamente,
mediante el método de Bradford (detallado en el apartado 9 de esta seccién) se
realiz6 la cuantificacion de proteinas, ajustdndose la concentracién a la menor

de ellas y empleando como diluyente el tampdn de inmunoprecipitacién.
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Se dividio la muestra en dos fracciones idénticas que fueron incubadas bien con
el anticuerpo anti-ERf o bien con un IgG no especifico durante la noche a 4°C
en agitacién rotatoria. Puesto que el anticuerpo anti-ER(, durante esta
incubacion, habia sido capaz de unirse a ERB y para aislarlas del resto del lisado
celular, se incubaron tanto las muestras que llevaban anti-ERB como el IgG no
especifico durante 1 hora con los Dynabeads Protein G a 4°C y en agitacion

rotatoria, empleando el iman para separar los Dynabeads Protein G.

Finalmente, los Dynabeads Protein G fueron lavados tres veces con el tampén
de inmunoprecipitacion con el 1% de Triton-X 100, dos veces con el tampén de
inmunoprecipitacion con el 0,1% de Triton-X 100, y una vez con el tampén de

inmunoprecipitacion sin Triton-X 100.

Para recuperar las proteinas precipitadas se afiadieron 25 yL de tampdn Laemli
y se calentaron las muestras a 99°C durante diez minutos en agitacion. El analisis
se realiz6 mediante una electroforesis SDS-PAGE, segun lo descrito en el

apartado 4 de la presente seccion.

e 7.2 Ensayo de ligadura de proximidad in situ (In_situ Proximity Ligand
Assay) (PLA

La determinacion intracelular de heterodimeros se realiz6 mediante el PLA. Para
ello se empled el kit Doulink In Situ Red Starter (Sigma-Aldrich), siguiendo las

instrucciones del fabricante.

La linea INS-1E fue sembrada en cubreobjetos de 24 mm de diametro
pretratados con Poli-L-lisina, acorde a lo descrito en el punto 2.2 de este
apartado. Tras lavarlas con PBS, las células se fijaron con paraformaldehido al
4% durante 15 minutos a temperatura ambiente. Para mayor capacidad de
acceso de los anticuerpos al interior de las células, después de la fijacion se
realiz6 una permeabilizacion celular, empleando una disolucion del detergente

Triton-X 100 al 0,1% durante 5 minutos a temperatura ambiente.

Para evitar las uniones inespecificas, se prepar6 el tampén de bloqueo acorde a
las instrucciones del fabricante y se incubaron las preparaciones con la solucion
de blogueo durante 1 hora a 37°C. Seguidamente, se incubaron durante la noche

los anticuerpos primarios (recopilados en la tabla 8) a 4°C. Las muestras, a
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continuacion, fueron lavadas 2 veces, 5 minutos cada vez, en agitacion suave
con el tampén de lavado A (preparado acorde con las instrucciones del

fabricante).

Seguidamente se incubaron las muestras con la solucién de PLA probe durante
1 hora a 37°C. Posteriormente, la solucién de ligasa fue afiadida e incubada a
37°C durante 100 minutos. Finalmente, las muestras fueron lavadas 2 veces, 10
minutos cada vez, en agitacion suave con el tampén de lavado B (preparado
acorde con las instrucciones del fabricante) y secadas a temperatura ambiente

en oscuridad.

Las muestras fueron montadas con el medio de montaje, que ya incluia el agente
fluorescente DAPI. Para la visualizacion de los heterodimeros se uso un
microscopio confocal (Zeiss Confocal LSM900), empleando un objetivo de 63X,
con una camara acoplada (Zeiss-Vision, Munich, Alemania). Las imégenes
obtenidas fueron analizadas usando el software ZEN (version 3.2, Zeiss-Vision,

Munich, Alemania).

Proteina Nombre del Fabricante, Especie Dilucién  RRID

diana anticuerpo | n°catalogo

ERa Estrogen Thermo Rabbit, 1:200 AB_ 1098177
Receptor Fisher monoclonal 9
apha Scientific;

Monoclonal Cat no. MA5-
Antibody 14501

(SP1)
ERp Estrogen Thermo Mouse, 1:2000 AB 558839
Receptor beta  Fisher monoclonal

Monoclonal Scientific;
Antibody Cat no. MA1-
(14C8) 23217

Tabla 8: Anticuerpos empleados durante el ensayo del PLA.

75



8. Medida de la generacion de ROS intracelular.

Las lineas INS-1E y EndoC-BH1 fueron sembradas en placas negras de 96
pocillos (Corning) y tratadas acorde a las necesidades experimentales,
realizandose cada tratamiento por duplicado. Como control positivo del
experimento se empled la menadiona, un inductor de ROS mediante la activacion

de ciclos REDOX, que provocan una acumulacion de ROS (Loor et al., 2010).

Tras la incubacién de 24 horas con los compuestos estrogénicos y de 90 minutos
con la menadiona, se realizé una medida de la generacién de ROS. Para ello se
empled una sonda fluorescente, 27" -diclorofluoresceina diacetato (DCF Aex/em
504/524 nm) (Sigma Aldrich). El DCF presenta la particularidad de que, cuando
se encuentra en estado reducido, genera poca fluorescencia. Sin embargo, al
ser oxidada por la presencia de ROS, su fluorescencia se incrementa (Kim &
Xue, 2020). Las células fueron incubadas con 10 yM de DCF disuelto en DMSO
durante 30 minutos, en oscuridad, a 37°C. Finalmente, la fluorescencia fue
medida en el lector de placas POLARSTAR (BMG Labtech, Alemania). Los
resultados de fluorescencia fueron normalizados por la concentracion de

proteina total de cada muestra, medida por el método Bradford.

9. Método Bradford

La cantidad de proteina total fue evaluada espectrofotométricamente empleando
el método de Bradford. La medida se realiz6 en una placa de 96 pocillos
incubando 10 pl del lisado celular con 200 pl de reactivo de Bradford. Para
permitir la reaccion, el reactivo y la muestra de proteinas se incubaron durante 5
minutos a temperatura ambiente y en agitacién suave. Seguidamente, se analizé
el valor de absorbancia a 595 nm para cada condicién. Dicha lectura se realiz6
mediante el lector de placas iMark Microplate Reader (Bio-Rad, Hercules, CA,
USA). Para la obtencion de la concentracién de proteinas, se cotej6 la
absorbancia obtenida de las muestras con una recta patrén elaborada con BSA
en concentraciones crecientes (0, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4 y 0,5 mg/ml). Como blanco,
en el caso de la recta patron se empled H20d, mientras que para las muestras

se uso el tampodn de lisis pertinente.
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10. Estadistica

Los datos han sido representados como la media + error estdndar (SEM). En
base al disefio experimental y a los grupos de interés a comparar se realizé un
Student’s t-test (T-test) cuando solo se queria comparar dos grupos, o un test
ANOVA, cuando se realizaban comparaciones entre tres 0 mas grupos. En el
caso de que los datos no siguiesen la normalidad, se realizaron test no
paramétricos. En todos los casos se considerd la presencia de diferencias

significativas con un p < 0,05.
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1. El estradiol y el BPA presentan efectos diferentes en la

viabilidad de la célula 8
Con el objetivo de investigar las acciones que ejercian tanto la hormona natural
17-B-estradiol (E2) como el xenoestrogeno Bisfenol A (BPA) sobre la viabilidad
celular, se emplearon dos lineas de célula §3: la linea INS-1E de rata y la linea
humana EndoC-BH1. Ambas lineas fueron expuestas a concentraciones desde
10 pM a 1000 nM de E2 y BPA, a fin de establecer una dosis-respuesta durante
24 horas de tratamiento. La apoptosis se evalué empleando la técnica de tincién
fluorescente Hoechst/Pl (HO/PI), expresandose los resultados en porcentaje de
apoptosis. Cuando las células fueron expuestas al E2, no se observé ningln
efecto sobre la viabilidad (figura 17a, b), salvo una ligera disminucién de la
apoptosis en el caso de las INS-1E con la dosis de 1 uM, respecto al vehiculo
(figura 17a). Sin embargo, cuando las células fueron incubadas con BPA, tanto
en la linea INS-1E como EndoC-BH1 se observé un aumento de muerte celular

dependiente de la dosis en todo el rango de concentraciones empleado (figura
17cy d).
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Figura 17. Efecto del E2 y del BPA en la apoptosis de la célula B. Las lineas celulares INS-
1E (a-c) y EndoC-BH1 (b-d) fueron tratadas con el vehiculo (barras blancas) y con
concentraciones nanomolares de E2 (barras grises) o BPA (barras rojas) durante 24 horas. La
apoptosis se determind empleando la técnica del HO/PI. Los datos se muestran como la media
+ SEM de 4-6 experimentos independientes, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 respecto al vehiculo.
ANOVA One-way.

Los resultados mostrados fueron validados con dos técnicas adicionales: el

ensayo de MTT vy la deteccidn de la apoptosis mediante citometria de flujo.

Respecto a los resultados alcanzados con la técnica MTT, las lineas INS-1E y
EndoC-BH1 fueron incubadas con dosis crecientes de BPA y E2 durante 48
horas, tras las cuales se analiz6 la absorbancia a 595 nm. Tal y como se muestra
en la figura 18, el E2 no indujo ningun efecto sobre la viabilidad celular, ni en
INS-1E (figura 18a) ni en EndoC-BH1 (figura 18b). Sin embargo, en el caso del
BPA, todas las dosis analizadas mostraron un claro descenso en la viabilidad
celular tanto en INS-1E (figura 18c) como en EndoC-BH1 (figura 18d), de forma
similar a lo obtenido con el contaje HO/PI.

El segundo método fue la deteccion de la apoptosis por citometria de flujo en la
linea INS-1E. En este caso tratamos las células con E2 1 nM, BPA 1 nM y un
coctel de citoquinas proinflamatorias (IL-18 (10 U/mL) + IFNy (100 U/mL)) como
control positivo durante 48 horas. A continuacion, se despegaron de la placa de
cultivo y se marcaron doblemente con Anexina V-FITC y PI para finalmente
procesar las diferentes poblaciones celulares usando un citdmetro de flujo.
Mientras el E2 1 nM no alter6 la viabilidad celular, el BPA 1 nM aument6 la
apoptosis significativamente (Veh = 9,3 £ 0,1%; BPA = 22,2 + 3,1%) (figura 18e).
Estos datos demostraron que el E2 no genera ningln cambio en la apoptosis,

mientras que el BPA disminuye la viabilidad de la célula .
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Figura 18. El E2 y el BPA ejercen efectos diferentes sobre la viabilidad de la célula B. Las
lineas celulares INS-1E (a-c) y EndoC-BH1 (b-d) fueron tratadas con el vehiculo (barras blancas),
E2 (barras grises) o BPA (barras rojas) durante 48 horas. La viabilidad celular se determind
mediante MTT. (e) La linea INS-1E fue tratada con vehiculo (barras blancas), E2 1 nM (barras
grises), BPA 1 nM (barras rojas) y un coctel de citoquinas (IL-1 10 U/mL + IFNy 100 U/mL)
durante 48 horas, tras las cuales fueron analizadas mediante citometria de flujo con los marcajes
fluorescentes Annexina y V-FITC/PIl. Los datos se muestran como la media + SEM de 4-5
experimentos independientes, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, respecto al vehiculo. ANOVA One-
way.
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2. EI BPA genera un incremento en la produccion de ROS
induciendo apoptosis.
Se ha establecido que el BPA en la célula B podria promover un aumento de la
apoptosis mediante la induccién de estrés oxidativo (Lin et al., 2013). Por ello,
decidimos comprobar si en nuestros modelos, la muerte celular observada
estaba mediada por un incremento de ROS. Ambas lineas celulares fueron
incubadas con BPA 1 nM junto con la presencia o ausencia del agente reductor
N acetil cisteina 3 mM (NAC 3 mM) durante 24 horas, tras las cuales se midi6 la

generaciéon de ROS citoplasméatico empleando la sonda fluorescente DCF-.

Tal y como se observa en la figura 19, el BPA increment6 la produccion de ROS
tanto en INS-1E (figura 19a) como en EndoC-BH1 (figura 19b) (3,5+1,2y 4,2 +
1,2 veces en INS-1E y en EndoC-BH1, respectivamente). Dicho aumento fue
completamente bloqueado en presencia de la NAC. Para evaluar si existia una
correlacion entre esta generacion de ROS y el aumento en la apoptosis descrito
anteriormente, se empled el mismo disefio experimental evaluando la muerte

celular con la tincion HO/PI.

El BPA en ausencia de NAC aumentd la apoptosis. Sin embargo, cuando las
células eran incubadas con la combinacion BPA+NAC, no se detecté ningun
efecto sobre la muerte celular en ambos modelos (INS-1E: Veh= 2,3 + 0,1%;
BPA= 7,3 £ 0,1%; Veh+NAC= 2,4 + 0,2%; BPA+NAC= 2,4 + 0,2%. EndoC-BH:
Veh=11,6 + 0,4%; BPA= 16,6 £ 0,6%; Veh+NAC= 12,4 £ 0,7%; BPA+NAC=12,6
+ 0,8%) (figura 19c y d). Estos resultados sugieren que la apoptosis inducida por
el BPA podia estar mediada por un aumento en la produccion de ROS.
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Figura 19. El BPA induce un incremento de la apoptosis a través de ROS. Las lineas celulares
INS-1E (a) y EndoC-BH1 (b) fueron tratadas con vehiculo (barras blancas) o BPA 1 nM (barras rojas)
en presencia o ausencia del NAC 3 mM durante 24 horas. La produccion de ROS fue medida
empleando la sonda DCF y normalizada por la proteina total. INS-1E (c) y EndoC-BH1 (d) fueron
tratadas con vehiculo o BPA 1nM en presencia o ausencia del NAC 3 mM durante 24 horas. La
viabilidad celular se determiné mediante la tincion HO/PI. Los datos se muestran como la media +
SEM de 3-5 experimentos independientes. **p<0,01, ***p<0,001 respecto al vehiculo. ##p=<0,01,
##p<0,001 indicado por barras. ANOVA Two-way.

3. Papel de GPER en la apoptosis de la célula 3.

Una vez demostrado que el E2 y el BPA presentan efectos diferentes sobre la
apoptosis de la célula B, nos dispusimos a averiguar qué papel mediaba cada

uno de los tres receptores de estrdgenos sobre la viabilidad celular, comenzando
por GPER.

En otros modelos celulares se ha descrito que el BPA puede ejercer sus acciones
a través del receptor GPER (Qie et al., 2021). Por ello, para evaluar el papel que
presentaba este receptor en la apoptosis mediada por el BPA en la célula B, se
realizo el bloqueo farmacolégico de GPER empleando su antagonista G15 a una
concentracion 10 nM, en combinacion con BPA 1 nM, tanto en la linea INS-1E
como en EndoC-BH1. Se realizé una preincubacion con el G15 de tres horas y
seguidamente se expusieron las células a BPA 1nM en presencia 0 ausencia del

antagonista G15 durante 24 horas y se midio la apoptosis con la técnica HO/PI.
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Los resultados obtenidos en la linea INS-1E (figura 20a) empleando el
antagonista de GPER G15 en combinacion con BPA, mostraron que aquellas
células con la via de GPER bloqueada mostraban una reduccion del 74 + 5% del
efecto apoptético del BPA (Veh=1,9 + 0,1%; BPA=7,0 £ 0,3%, veh+G15=24 +
0,2%; BPA+G15=3,7 £ 0,2%). En el caso de la linea humana EndoC-BH1 (figura
20b), el antagonista promovié un aumento de la apoptosis en condiciones
basales y bloqueé el efecto del BPA (Veh= 13,8 + 0,2%; BPA= 19,2 + 0,3%;
Veh+G15= 19,1 + 0,2%; BPA+G15= 13,5 + 0,7%).
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Figura 20. El antagonista de GPER, G15, previene los efectos del BPA sobre la apoptosis.
Las lineas INS-1E (a) y EndoC-BH1 (b) fueron pretratadas con vehiculo o con el antagonista de
GPER, G15 a 10 nM durante 3 horas, tras lo cual las células fueron tratadas con vehiculo (barras
blancas) o BPA 1 nM (barras rojas) en presencia o ausencia de G15 10 nM durante 24 horas. La
viabilidad se determind empleando la técnica HO/PI. Los datos se muestran como la media +
SEM de 3-4 experimentos independientes, ***p<0,001 respecto al vehiculo; ## p<0,01, ###
p=<0,001, indicado por barras, ANOVA Two-way.

Habiendo descrito mediante el antagonismo de GPER que el BPA podria ejercer
parte del efecto observado mediante este receptor, quisimos corroborar estos
resultados realizando un silenciamiento génico en ambas lineas celulares
utilizando el siRNA (del inglés small interfering RNA). Las células fueron
transfectadas tanto con el siRNA CONTROL (siCTRL), como con el siRNA de
GPER (siGPER) especifico para cada linea a una concentracioén final ambos de
30 nM.

Respecto a la linea INS-1E, se requirié un protocolo de doble transfeccion, tras
la cual las células fueron tratadas con el vehiculo o BPA 1 nM durante 24 horas,
donde se evalu6 la apoptosis mediante la técnica HO/PI. El silenciamiento génico

fue confirmado a nivel proteico mediante la técnica Western Blot (WB). La
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transfeccion con siGperl promovio un descenso del 52 + 9% en la expresion del
receptor (figura 21a y c). De acuerdo con lo mostrado en la figura 21b, en
ausencia de ligando, cuando la expresion de GPER estaba reducida, se
generaba un incremento en la apoptosis. Por otro lado, las células con la
expresion del receptor reducida mostraron una disminucion en la apoptosis
mediada por BPA (siCTRL: Veh=4,4 £ 0,2; BPA=9,4 + 0,2. siGperl: Veh=6,2 +
0,4%, BPA= 7,9+0,4%). Aplicando el indice apoptético se obtuvo que siGperl
reducia la apoptosis inducida por BPA un 64 + 6% (SiCTRL= 5,2 + 0,2; siGperl=
1,8 £ 0,5) (figura 21d).
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Figura 21. El silenciamiento de GPER previene parcialmente la apoptosis inducida por el
BPA en lalinea INS-1E. Las células fueron transfectadas con un protocolo de doble transfeccion
para siCTRL o siGperl. Tras dejar recuperar las células durante 24 horas, fueron tratadas con
vehiculo (barras blancas) o BPA 1 nM (barras rojas) durante 24 horas. (a) Imagen representativa
del silenciamiento para GPER. (b) Viabilidad celular de las células transfectadas con siCTRL o
con siGperl, tratadas con vehiculo o BPA 1nM. La viabilidad se determiné empleando la técnica
HO/PI. (c) Andlisis de densitometria para el silenciamiento génico de GPER, usando la o-
Tubulina (a-Tub) como control de carga. (d) Representacion de la viabilidad celular empleando
el indice apoptotico. Los datos se muestran como la media + SEM de 4 experimentos
independientes, (b, c) * p<0,05, **p<0,01, ***p=<0,001 respecto al vehiculo; #p=<0.05, ## p=<0.01,
indicado por barras, ANOVA Two-way. (d) **p<0,01, respecto al siCTRL, t-test.

Las células EndoC-BH1 fueron transfectadas con el siCTRL o el siRNA
especifico para GPER (siGPER1). En este caso, una Unica transfeccién fue

suficiente para obtener un descenso en la expresion de un 54 + 4% respecto al
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control (figura 22a y c). En relacién con la viabilidad celular, en este ensayo no
se describié ningiin aumento en la apoptosis al silenciar GPER. Al evaluar la
apoptosis generada por el BPA 1 nM en la situacion control, se observo un
aumento significativo de la misma (Veh= 15,6 = 1,0%; BPA= 21,3 £+ 0,6%),
mientras que las células transfectadas con sSiGPER1 se encontraban
parcialmente protegidas frente a la muerte celular mediada por BPA (Veh= 16,6
+ 1,0%; BPA= 18,6 + 1,2%) (figura 22b). EIl indice apopt6tico mostrd un
descenso del 57 + 8% en la apoptosis de las células con GPER silenciado
(siCTRL=6,7 £ 0,7; SiIGPER1= 2,9 + 0,5) (figura 22d).
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Figura 22. El silenciamiento de GPER previene parcialmente la apoptosis inducida por el
BPA en la linea EndoC-BH1. Las células fueron transfectadas con un protocolo de una Unica
transfeccion para el siCTRL o siGPERL1. Tras dejar recuperar las células durante 24 horas, fueron
tratadas con vehiculo (barras blancas) o BPA 1 nM (barras rojas) durante 24 horas. (a) Imagen
representativa del silenciamiento para GPER, (b) Viabilidad celular de las células transfectadas
con el siCTRL o con siGPER1, tratadas con vehiculo o BPA 1 nM. La viabilidad se determiné
empleando la técnica HO/PI. (c) Analisis de densitometria para el silenciamiento génico para
GPER, usando la B-actina como control de carga. (d) Representacién de la viabilidad celular
empleando el indice apoptético. Los datos se muestran como la media + SEM de 5 experimentos
independientes, (b, c) ***p<0,001 respecto al vehiculo; #p=<0,05, ## p<0,01, ### p<0,001 indicado
por barras. ANOVA Two-way. (d) **p<0,01, respecto al siCTRL, T-test.
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La apoptosis causada por el BPA se podia prevenir parcial o totalmente con el
silenciamiento de GPER o empleando su antagonista, lo que sugeria que el
efecto proapoptotico del BPA involucraba a este receptor. Por ello, decidimos
explorar si el agonista de GPER, G1, podria tener algun efecto sobre la viabilidad
celular.

La linea INS-1E fue tratada con G1 de 0,1 a 1000 nM, durante 24 horas, tras las
cuales medimos la supervivencia celular mediante la tincion HO/PI,
obteniéndose un incremento de la muerte celular en todas las dosis empleadas
(figura 23a).

Debido a que el G1 aumentaba la apoptosis, decidimos comparar los efectos
proapoptéticos del G1 100 nM y de BPA 1 nM, tanto en la linea INS-1E (figura
23b) como en la linea EndoC-BH1 (figura 23c), observandose que en ambos
modelos G1 aumentaba la muerte celular respecto al control; sin embargo, el
efecto no llegaba a equipararse al inducido por el BPA (INS-1E: Veh=1,4 + 0,1%;
G1=3,3+0,3 %; BPA= 6,6 + 0,4%; EndoC-BH1: Veh= 13,4 + 0,4%; G1= 18,1 +
0,7%; BPA= 20,1 £ 0,4%).
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Figura 23. La activacion farmacolégica de GPER conduce aun incremento de la apoptosis.
(a) La linea INS-1E fue tratada con el vehiculo y con 0,1, 1, 10, 100 y 1000 nM de G1 (barras
azules) durante 24 horas. Las lineas INS-1E (b) y EndoC-BH1 (c) fueron tratadas con el vehiculo,
G1100 nMy BPA 1 nM durante 24 horas. La viabilidad se determin6 empleando la técnica HO/PI.
Los datos se muestran como la media + SEM de 3-6 experimentos independientes*p<0,05
**p<0,01, ***p=<0,001 respecto al vehiculo. ANOVA One-way.

4. El antagonista de ERa y ER inhibe la apoptosis inducida
por BPA en la célula B.
Los resultados farmacolégicos, asi como los obtenidos con el silenciamiento de
GPER, sugerian que este receptor mediaba parte de los efectos observados en
la muerte celular mediada por BPA, pero no de forma completa, ya que cuando
la via de GPER no estaba disponible alin perduraba un remanente de apoptosis.
A su vez, con el agonista se replicaba de forma parcial el efecto observado por
el BPA. Nuestro laboratorio ha demostrado que el BPA puede actuar sobre la
célula B através de ERay ERB (Nadal et al., 2018). Por tanto, decidimos estudiar

si ERa y ERp jugaban un papel en la apoptosis del BPA.

Ambas lineas celulares fueron incubadas con el BPA junto con el antagonista de
ERay ERB ICI 182,780 (ICI) 1 uM durante 3 horas y posteriormente, con BPA 1
nM en presencia o ausencia de ICI durante 24 horas. La apoptosis fue analizada

mediante la técnica HO/PI.

En ambos modelos celulares, en ausencia del ICI, el BPA 1 nM increment6
significativamente la muerte celular (INS-1E: Veh= 3,4 £ 0,2 %; BPA=7,8 + 0,4%.
EndoC-BH1; Veh= 13,8 £ 0,6 %; BPA= 21,2 + 0,2%). A su vez, tanto en la linea
INS-1E (figura 24a) como en la linea EndoC-BH1 (figura 24b), los efectos
apoptéticos del BPA se eliminaron en presencia del ICI, sugiriendo que los
receptores clasicos participan en los efectos proapoptéticos del BPA.
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Figura 24. El antagonista de ERa y ERB ICI 182,780 previene la apoptosis inducida por el
BPA en la célula B. Las células INS-1E (a) y EndoC-BHL1 (b) fueron pretratadas con vehiculo o
el antagonista ERa y ERp, ICI 182,780 1 uM durante 3 horas, después de lo cual, las células
fueron tratadas con vehiculo o BPA 1 nM en presencia o ausencia de ICI durante 24 horas. La
viabilidad se determin6é empleando la técnica HO/PI. Los datos se muestran como la media +
SEM de 4 experimentos independientes, ***p<0,001 respecto al vehiculo, ### p<0,001, indicado
por barras. ANOVA Two-way.

5. Papel de ERa en la apoptosis de la célula B.

A continuacioén, abordamos el papel de cada uno de los receptores de estrégenos

clasicos ERa y ER en la muerte celular.

En la linea INS-1E, empleamos el antagonista de ERa MPP 100 nM, en
presencia o ausencia de BPA 1 nM durante 24 horas, tras una preincubacion
previa de 3 horas solo con el antagonista. Se evalué la viabilidad celular

empleando la técnica HO/PI.

De acuerdo con los datos de la figura 25, el antagonismo de ERa indujo un
incremento de la muerte celular basal. Por otra parte, el bloqueo farmacoldgico
de ERa redujo el efecto apoptético del BPA (Veh= 1,6 + 0,1%; BPA=7,1 + 0,4%;
Veh+MPP= 2,7 £ 0,3%; BPA+MPP= 4,0 £ 0,4%).
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Figura 25. El bloqueo farmacoldgico de ERa bloquea la apoptosis inducida por el BPA. Las
células INS-1E fueron pretratadas con vehiculo o el antagonista de ERa, MPP 100 nM durante 3
horas, después de lo cual las células fueron tratadas con vehiculo o BPA 1 nM en presencia o
ausencia de MPP 100 nM durante 24 horas. La viabilidad se determindé empleando la técnica
HO/PI. Los datos se muestran como la media + SEM de 5 experimentos independientes *p<0,05,
***p<0,001 respecto al vehiculo. ANOVA Two-way.

Para confirmar el papel de ERa en la apoptosis inducida por el BPA, decidimos
emplear el siRNA especifico para este receptor en las nuestras dos lineas

celulares.

En la linea INS-1E, las células fueron transfectadas con el siCTRL o siEra y
tratadas con BPA 1 nM durante 24 horas. La viabilidad celular fue medida por la

técnica del HO/PI y el silenciamiento fue confirmado mediante WB.

La transfeccion con siEra, produjo un descenso del 55 + 5 % en la expresion de
ERa respecto al siCTRL (figura 26a y c¢). En relacién con la viabilidad, el
silenciamiento de ERa incrementé la muerte celular en comparacion al siCTRL.
Por otro lado, en aquellas células con la expresién de ERa reducida, el aumento
de muerte celular producido por BPA se encontraba suprimido (figura 26b)
(siCTRL: Veh= 4,2 + 0,2%; BPA= 8,9 + 0,4%; siEra: Veh= 5,9 + 0,2%; BPA=
6,6+0,3%). En el indice apoptético se evidencié una disminucion del 84 + 6% en
el efecto del BPA cuando ERa se encontraba silenciado (siCTRL= 4,9 £ 0,4;
siEra= 0,8 * 0,3) (figura 26d).
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Figura 26. El silenciamiento de ERa previene parcialmente la apoptosis inducida por el
BPA en la linea INS-1E. Las células fueron transfectadas con el siCTRL o siEra. Tras dejar
recuperar las células durante 48 horas, fueron tratadas con vehiculo (barras blancas) o BPA 1
nM (barras rojas) durante 24 horas. (a) Imagen representativa del silenciamiento de ERa (b)
Viabilidad celular de las células transfectadas con el siCTRL o con siEra, tratadas con vehiculo
0 BPA 1 nM. La viabilidad se determind empleando la técnica HO/PI. (c) Andlisis de densitometria
para el silenciamiento génico para ERa usando la a-Tubulina (a-Tub) como control de carga (d)
Representacion de los datos de viabilidad empleando el indice apoptoético. (b,c) *p<0,05,
**p=<0,01, ***p<0,001 respecto al vehiculo; ## p<0,001 indicado por barras. ANOVA Two-way.
(d) ***p=0,001, respecto al siCTRL, T-test.

En la linea EndoC- BH1 empleamos el siCTRL y el siRNA especifico para ERa
(siERa) en un protocolo de doble transfeccion. Las células se trataron con BPA
1nM durante 24 horas; después se midi6 la apoptosis mediante la técnica de

HO/PI y el silenciamiento se analizé por WB.

Las células transfectadas con siERa redujeron la expresién del receptor un 35 +
4% (figura 27a y c¢). En cuanto a la viabilidad celular, el silenciamiento de ERa
no origind un incremento en la muerte celular. Sin embargo, BPA 1 nM aumento
la apoptosis en la situacion control, pero no en aquellas células que presentaban
disminuida la expresion de ERa (siCTRL: Veh=9,2 + 0,9 %; BPA= 15,2 + 1,1%;
siERa: Veh=11,3 £ 0,9 %; BPA= 13,1 + 0,7%) (figura 27b). Finalmente, el indice
apoptético mostré que en las células con ERa reducido, los efectos del BPA
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disminuyeron un 68+7% respecto al siCTRL (siCTRL 6,7 + 1,1; siERa 2,1 £ 0,5)
(figura 27d).

o8]
o
N
g
*
*
*

CTRI siERn
v gia 8P4

=
[4)]
1

Rz

Apoptosis (%)
=
o

BActn

o

ERa/B-Actine
indice apoptético <

Figura 27. El silenciamiento de ERa previene parcialmente la apoptosis inducida por el
BPA en la linea EndoC-BH1. La linea EndoC-BH1 fue transfectada con el siCTRL o siERa en
un protocolo de doble transfeccion. Tras dejar recuperar las células durante 48 horas, fueron
tratadas con vehiculo (barras blancas) o BPA 1 nM (barras rojas) durante 24 horas. (a) Imagen
representativa del silenciamiento de ERa. (b) Viabilidad celular de las células transfectadas con
el siCTRL o con siERa, tratadas con vehiculo o BPA 1nM. La viabilidad se determin6 empleando
la técnica HO/PI. (c) Analisis de densitometria para el silenciamiento génico para ERa usando
la B-actina como control de carga (d) Representacion de los datos de viabilidad celular
empleando el indice apoptético. Los datos se muestran como la media + SEM de 4 experimentos
independientes, (a,c) **p<0,01, ***p<0,001 respecto al vehiculo; ## p<0,01 indicado por barras.
ANOVA Two-way. (d) ** p<0,01 respecto al siCTRL, T-test.

En base a los resultados mostrados, ERa era esencial en la muerte celular
mediada por el BPA. Por ello, decidimos realizar una activacion farmacoldgica
empleando el agonista PPT para comprobar si la activacion del receptor inducia
un incremento de la apoptosis. La linea INS-1E fue tratada con una dosis
creciente de PPT (1 a 1000 nM) mientras que en la linea EndoC-BH1 evaluamos
la dosis de 1 nM. Las células fueron incubadas durante 24 horas y la apoptosis
fue medida con la técnica HO/PI. Como se observa en la figura 28, no se detectd

efecto en ninguna linea celular cuando éstas se expusieron al agonista de ERa.
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Figura 28. La activacion de ERa no promueve ningun efecto en la viabilidad celular. (a) La
linea INS-1E fue tratada con vehiculo o con el agonista de ERa, PPT a 1, 10, 100 y 1000 nM (b)
la linea EndoC-BH1 fue tratada con el vehiculo o el agonista de ERa 1 nM durante 24 horas. La
viabilidad se determiné empleando la técnica HO/PI. Los datos se muestran como la media +
SEM de 3-6 experimentos independientes.

6. Papel de ERPB en la apoptosis de la célula 3.

En paralelo a lo mostrado con el receptor ERa, también se estudio el papel de
ERB en la apoptosis de la célula B. Para ello, se emplearon las mismas
estrategias que para ERa y ademas se usaron ratones knockout del receptor de
ERB (BERKO).

En la linea INS-1E, ERpB fue inhibido farmacol6gicamente con el antagonista
PHTPP 1 uM en presencia o ausencia del BPA 1 nM durante 24 horas, tras una
preincubacion de 3 horas con el antagonista. La viabilidad celular fue calculada
empleando la técnica HO/PI. Cuando ERf se encontraba bloqueado se promovio
un incremento significativo de la apoptosis basal. A su vez, la combinacién de
PHTPP+BPA eliminé el efecto apoptético del BPA (Veh= 2,3 = 0,2%, BPA=6,9
+ 0,1%; Veh+PHTPP= 4,0 + 0,4%; BPA+PHTPP= 5,1 + 0,4%) (figura 29a).

Para confirmar la implicacion de ERB en la muerte celular mediada por el BPA
se emplearon células dispersadas de islotes pancreaticos procedentes de
ratones silvestres (WT) y de ratones knockout para ERB (BERKO). Estos ratones
BERKO han sido genéticamente manipulados para que ninguna de sus células
disponga de copias funcionales de ERB (Krege et al., 1998). Las células
dispersas fueron incubadas con el vehiculo o con BPA (1, 10 y 100 nM) durante

48 horas, tras las cuales se midio la apoptosis empleando la técnica HO/PI.
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Segun se muestra en la figura 29b, en las células WT el BPA aumenté la
apoptosis en todas las dosis analizadas. Sin embargo, cuando se analizaron las
células provenientes de BERKO no se observo efecto del BPA a ninguna de las
dosis, poniendo de manifiesto la necesidad de ERB para la muerte celular
inducida por el BPA.
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Figura 29. Papel de ER en la apoptosis inducida por el BPA. (a) Las células INS-1E fueron
pretratadas con vehiculo o el antagonista de ERB, PHTPP 1 uM durante 3 horas, después de lo
cual, las células fueron tratadas con vehiculo (barras blancas) o BPA 1 nM (barras rojas) en
presencia o ausencia de PHTPP 1 yM durante 24 horas. (b) células de islotes pancreéticos de
raton WT y BERKO, fueron tratadas con vehiculo o BPA o con BPA (1, 10 y 100 nM) durante 48
horas. La viabilidad se determiné empleando la técnica HO/PI. Los datos se muestran como la
media £ SEM de 3-5 experimentos independientes, ** p<0,01 ***p<0,001 respecto al vehiculo; ##
p<0,01, ### p<0, 001, respecto al BPA. ANOVA Two-way.

Para estudiar mas a fondo el papel de este receptor en la muerte celular mediada
por BPA se realizaron los experimentos empleando el siRNA de ER[, tanto en
la linea INS-1E (siErB) como en la linea EndoC-BH1 (SiERp).

Células de la linea INS-1E fueron transfectada con siCTRL o con siErg, tras lo
cual se trataron con BPA 1nM durante 24 horas. La viabilidad celular se analiz6
mediante la tincién HO/PI y el silenciamiento fue confirmado a nivel proteico por
WB. La transfeccion con siErB produjo un descenso del 40 + 3% en la expresion
de este receptor (figura 30a y c). En cuanto a la viabilidad celular, el
silenciamiento de ERB incrementaba de forma notoria la muerte celular. A su
vez, el efecto apoptotico del BPA se encontraba parcialmente disminuido en
aquellas células con la expresion de ERP reducida (siCTRL: Veh= 4,6 + 0,2%;
BPA= 9,7 £ 0,2%; siErB: Veh=9,5 + 0,9%, BPA= 10,5 + 1,0%) (figura 30b).
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Finalmente, el indice apoptético disminuia un 80 + 11% en el caso del siErf
(siCTRL=5,4 £ 0,4, siErB= 1,1 £0,3) (figura 30d).
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Figura 30. El silenciamiento de ER previene la apoptosis inducida por el BPA en lalinea
INS-1E. Las células fueron transfectadas con el siCTRL o siErf. Tras dejar recuperar las células
durante 48 horas, fueron tratadas con vehiculo (barras blancas) o BPA 1 nM (barras rojas)
durante 24 horas. (a) Imagen representativa del silenciamiento de Er3; (b) Viabilidad celular de
las células transfectadas con el siCTRL o con siER@, tratadas con vehiculo o con BPA 1nM. La
viabilidad se determiné empleando la técnica HO/PI. (c) Analisis de densitometria para el
silenciamiento génico para ERB, usando la a-Tubulina (a-Tub) como control de carga. (d)
Representacion de la viabilidad celular empleando el indice apoptotico. Los datos se muestran
como la media + SEM de 4 experimentos independientes (b,c) * p<0,05, ***p<0,001 respecto al
vehiculo; #p=<0,05, ## p<0,01 indicado por barras. ANOVA Two-way. (d) ***p<0,001, respecto al
SiCTRL, T-test.

En la linea EndoC-BH1 se empled un protocolo de doble transfeccion, tras el cual
se realizo el tratamiento con BPA 1 nM durante 24 horas. La apoptosis se
examino por medio de la técnica de HO/PI y el silenciamiento fue confirmado por
WB.

Empleando siERS se consiguié un descenso en la expresion del receptor de un

63+5% (figura 31a y c). En cuanto a la apoptosis, el silenciamiento de ER3 no
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promovié ningiin cambio en la viabilidad celular. Sin embargo, en la apoptosis
inducida por el BPA, se observé un aumento en la condicién control y en las
células transfectadas con siER, aunque en menor medida (siCTRL: Veh= 10,7
+ 0,8%; BPA=14,9 + 1,0% SiERB: Veh= 13,9 + 1,1%; BPA= 16,7 £+ 0,9%) (figura
31b). Esta disminucién del efecto apoptotico del BPA se aprecia mejor al analizar
el indice apoptotico, que se encuentra reducido un 33 £ 12% respecto al siCTRL
(siCTRL 4,8 £ 0,3; siERB 3,3 £ 0,5) (figura 31d).
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Figura 31. El silenciamiento de ERB previene parcialmente la apoptosis inducida por el
BPA en la linea EndoC-BH1. Las células fueron transfectadas con el siCTRL o siERB en un
protocolo de doble transfeccion. Tras dejar recuperar las células durante 48 horas, fueron
tratadas con vehiculo (barras blancas) o BPA 1 nM (barras rojas) durante 24 horas. (a) Imagen
representativa del silenciamiento de ERp; (b) Viabilidad celular de las células transfectadas con
el siCTRL o con siERR, tratadas con vehiculo o con BPA 1 nM. La viabilidad se determiné
empleando la técnica HO/PI. (c¢) Andlisis de densitometria para el silenciamiento génico para
ERB, usando la B-actina como control de carga. (d) Representacion de la viabilidad celular
empleando el indice apoptético. Los datos se muestran como la media + SEM de 4 experimentos
independientes, (b, c) *p<0,05, ****p<0,0001 respecto al vehiculo; ### p<0,001 indicado por
barras. ANOVA Two-way. (d) *p<0,05, respecto al siCTRL, T-test.

Puesto que tanto el antagonista como el silenciamiento de ER[ protegian frente
a la apoptosis inducida por el BPA, decidimos evaluar si la activacion de ERf

promovia un aumento de la muerte celular. Células de la linea INS-1E fueron
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expuestas a dosis crecientes del agonista de ERB DPN (1, 10, 100 y 1000 nM),
mientras que las de la linea EndoC-BH1 fueron incubadas con 1 nM de DPN. Las
células fueron tratadas durante 24 horas y la apoptosis medida con la técnica del
HO/PI. Tal y como se observa en la figura 32, el agonista de ER[3 no produjo
ningun efecto en la viabilidad celular.
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Figura 32. Efecto del agonista de ER, DPN, en la apoptosis de la célula beta pancreatica.
(a) La linea INS-1E fue tratada con vehiculo (barras blancas) o con 1, 10, 100 y 1000 nM de DPN
(barras moradas) durante 24 horas. (b) La linea EndoC-BH1 fue tratada con vehiculo (barra
blanca) o DPN 1 nM (barras moradas) durante 24 horas. La viabilidad se determiné empleando

la técnica HO/PI. Los datos se muestran como la media + SEM de 3-5 experimentos
independientes.

7. El BPA requiere de ERa, ERB y GPER para inducir la
apoptosis en la célula B.

Los resultados mostrados hasta aqui sugerian que los tres receptores estaban
implicados en la apoptosis mediada por el BPA. Por ello decidimos evaluar si los
agonistas a los tres receptores empleados simultdneamente promovian la
muerte celular de igual manera que el BPA.

Las lineas INS-1E y EndoC-BH1 fueron incubadas con G1, la combinacion de
PPT y DPN y finalmente los tres agonistas y BPA 1 nM (usado como referencia)
durante 24 horas, tras las cuales se evalud la viabilidad celular usando la técnica
HO/Pl. En ambos modelos, el G1 y la combinacién de los dos agonistas
incrementé la muerte celular, siendo esta menor que la obtenida por el BPA.
Finalmente, la combinacién de los tres agonistas promovio un incremento de la
apoptosis similar al BPA (INS-1E: Veh=1,4 + 0,1%, G1=4,4 £ 0,1%, P+D=3,5 +
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0,2%, G+P+D= 7,0 = 0,7%, BPA= 7,3 £ 0,2%; EndoC-BH1: Veh= 13,4 + 0,6%,
G1=18,2 £ 0, 7%, P+D= 16,6 + 0,8%, G+P+D= 19,6 + 0,6%, BPA=19,3 * 0,6%)
(figura 33a y b) sugiriendo asi que el BPA requiere de los tres receptores para

poder ejercer su efecto.

Una vez demostrado que la combinacion de los tres agonistas incrementaba la
muerte celular de manera similar al BPA, quisimos estudiar si actuaban también
a través de un mecanismo dependiente de ROS (figura 19). Para ello, la linea
INS-1E fue tratada con BPA 1 nM y con los tres agonistas durante 24 horas, tras
las cuales se midio la generacion de ROS con la sonda fluorescente DCF. Tal y
como se muestra en la figura 33c, el coctel de agonistas incrementd la
produccion de ROS 4,3+1,3 veces respecto a la situacién control, de forma
analoga al BPA, apuntando por tanto a que la muerte observada por la

combinacion de los tres agonistas podria estar causada por el aumento de ROS.

Para confirmar esta hipotesis, realizamos un experimento en el que se incubaron
las células con los tres agonistas junto con el agente reductor NAC 3 mM durante
24 horas, tras las cuales se evalu6 la muerte celular mediante la técnica HO/PI.
Tal y como se observa en la figura 33d, en ausencia de la NAC la exposicién a
los tres agonistas generd un incremento de la muerte celular. Sin embargo, la
presencia del agente reductor previno totalmente el aumento de la apoptosis
(Veh=2,1 + 0,1%; G+P+D= 6,4 + 0,2%; Veh+NAC= 2,4 + 0,2%; G+P+D+NAC=
2,8 + 0,2%), lo que indica que la apoptosis inducida por los tres agonistas esta

mediada por un incremento de ROS.
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Figura 33. La exposicidon conjunta a agonistas de los tres receptores de estrégenos
incrementa la apoptosis de manera similar al BPA. (ay b) Las lineas celulares INS-1E (a) y
EndoC-BH1 (b) fueron tratadas con vehiculo (barras blancas), la combinacién de los tres
agonistas (G+P+D; barras amarillas) o BPA 1 nM (barras rojas) durante 24 horas. La viabilidad
celular se determin6 mediante la tincién HO/PI. (c y d) La linea INS-1E fue tratada con vehiculo,
la combinacion de los tres agonistas o BPA 1nM durante 24 horas. La produccion de ROS fue
medida empleando la sonda DCF y normalizada por la proteina total. (d) Las células fueron
tratadas con vehiculo o con la combinacion de los tres agonistas en presencia o ausencia del
NAC 3 mM durante 24 horas. La viabilidad celular se determiné mediante la tincién HO/PI. Los
datos se muestran como la media + SEM de 3-6 experimentos independientes. (a-c) **p<0,01,
*** p<0,001001 respecto al vehiculo, ANOVA One-way, (d) ***p<0,001 respecto al vehiculo.
###p<0,001 indicado por barras. ANOVA Two-way.

La activacién de GPER con su agonista G1 incrementaba la muerte celular de
una forma similar a la que provocaba el BPA, aunque a menor escala (figura 23).
Por ello decidimos evaluar si actuaba también aumentando la produccién de
ROS. Para ello, la linea INS-1E fue tratada con el agonista de GPER G1 100 nM

durante 24 horas, tras las cuales se analiz6 la produccion de ROS con la sonda
DCF.

En la figura 34a, se observa que G1 aumentaba ROS 1,8+0,3 veces respecto al
vehiculo, sugiriendo que la apoptosis estaria mediada por el aumento en la

produccion de ROS. Para confirmar esta hipétesis se analizé la viabilidad celular
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cuando se combinaba el agente antioxidante NAC 3 mM con el agonista G1
durante 24 horas. En ausencia del agente reductor, G1 incrementé
significativamente la apoptosis respecto al vehiculo. Sin embargo, la presencia
de NAC inhibié completamente la muerte celular mediada por el agonista (Veh=
2,2 + 0,5%; G1= 4,3 + 0,7%; Veh+NAC= 2,7 + 0,6%; G1+NAC= 2,3 + 0,2%)
(figura 34b).
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Figura 34. El agonistade GPER, G1, induce la muerte celular a través de la generacion de
ROS. (a) La linea celular INS-1E fue tratada con vehiculo (barra blanca) o G1 100 nM (barra
azul) durante 24 horas. La produccion de ROS fue medida empleando la sonda DCF y
normalizado por la proteina total. (b) La linea INS-1E fue tratada con vehiculo (barras blancas) o
G1 100 nM (barras azules) en presencia o ausencia del NAC 3 mM durante 24 horas. La
viabilidad celular se determin6 mediante la tincién HO/PI. Los datos se muestran como la media
+ SEM de 4-5 experimentos independientes. (a) ***p<0,001, Student’s-test, (b) ***p<0,001
respecto al vehiculo. #p<0,05 indicado por barras. ANOVA Two-way.

Se ha descrito que G1 podria unirse a la isoforma de 36 kDa de ERa, activandola
(Kang et al., 2010). Por tanto, para confirmar que el G1 actuaba a través de
GPER se realiz6 un experimento de silenciamiento génico, usando el siRNA de
GPER en combinacién con el G1.

En la linea INS-1E se realiz6 un protocolo de doble transfeccion, tras lo cual las
células fueron incubadas con el vehiculo y el agonista durante 24 horas.
Posteriormente se midié la apoptosis con la técnica HO/PI y se confirmé el
silenciamiento mediante WB. El silenciamiento produjo un descenso de 58 + 7%
en la expresion de GPER (figura 35a y ¢). Respecto a la viabilidad celular, en la
situacion control G1 aumenté la apoptosis significativamente. Sin embargo, en

las células con la expresién de GPER reducida el G1 no tuvo ningun efecto
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(figura 35b y d). Esto demuestra, por tanto, que en nuestro modelo G1 actia
preferentemente a través de receptor GPER.
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Figura 35. El silenciamiento de GPER previene la apoptosis inducida por G1 en la linea
celular INS-1E. Las células fueron transfectadas con un protocolo de doble transfeccion para el
siCTRL o siGperl y fueron tratadas con vehiculo (barras blancas) o G1 100 nM (barras azules)
durante 24 horas. (a) Imagen representativa del silenciamiento para GPER; (b) Viabilidad celular
de las células transfectadas con el siCTRL o con SiGperl, tratadas con vehiculo o0 G1 100 nM.
La viabilidad se determindé empleando la técnica HO/PI; (c) Analisis de densitometria para el
silenciamiento génico para GPER, usando la a-Tubulina (a-Tub) como control de carga; (d)
Representacion de la viabilidad celular empleando el indice apoptético. Los datos se muestran
como la media + SEM de 4 experimentos independientes, (b, c) **p<0,01, ***p<0,001 respecto al
vehiculo; ### p<0,001, indicado por barras. ANOVA Two-way. (d) *p<0,05, respecto al siCTRL,
T-test.

Como se observa en la figura 24, el BPA requiere de ERa y ERB para mediar la
apoptosis. A su vez, en base a los resultados obtenidos en la figura 20, GPER
también se encuentra implicado en los efectos apoptéticos del BPA. Estos datos
en conjunto nos sugieren que podria establecerse una intercomunicacion entre
GPER y los receptores clasicos, para mediar los efectos en la apoptosis inducida
por BPA en las células B pancreaticas. Para estudiar dicha intercomunicacion

expusimos las dos lineas celulares al agonista G1 en presencia o ausencia del
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ICI durante 24 horas, tras las que analizamos la apoptosis mediante la técnica
HO/PI.

Segun los resultados de la figura 36, en ambos modelos celulares la ausencia
del antagonista ICI, G1 era capaz de promover un incremento significativo de la
apoptosis. Sin embargo, cuando los receptores clasicos se encontraban
bloqueados por el ICI observamos como el efecto apoptético del G1 quedaba
eliminado (INS-1E: Veh= 2,3 + 0,1%; G1= 6,0 + 0,3%, Veh+ICl= 2,4 + 0,1%;
G1+ICI 3,0 + 0,6%; EndoC-BH1: Veh= 11,8 + 0,2%; G1= 16,8 + 0,2%, Veh+ICI=
11,8 + 0,3%; G1+ICl 12,2 + 0,3%).
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Figura 36. El antagonista de ERa y ERB ICI 182,780 previene la apoptosis inducida por G1
100 nM en la célula B. Las células INS-1E (a) y EndoC-BH1 (b) fueron pretratadas con vehiculo
o con el antagonista ERa y ER, ICI 182,780 1uM durante 3 horas, después de lo cual, las células
fueron tratadas con vehiculo (barras blancas) o G1 100nM (barras azules) en presencia o
ausencia de ICI 182,780 1uM, durante 24 horas. La viabilidad se determin6 empleando la técnica
HO/PI. Los datos se muestran como la media + SEM de 4-5 experimentos independientes,
***n<0,001 respecto al vehiculo, ## p<0,01 ###p<0,001, indicado por barras, ANOVA Two-way.

Estos resultados proponian que ERa y ER[ podrian encontrarse aguas abajo de
la sefializacién de GPER mediando la muerte celular, por lo que para estudiar en
profundidad el papel que presentaba cada uno de los receptores clasicos en la
apoptosis inducida por GPER, tanto en la linea INS-1E como en EndoC-BH1,
realizamos una diseccion farmacolégica empleando los antagonistas de ERa
(MPP 100nM) y de ERB (PHTPP 1uM), en combinacion con G1 durante 24 horas.
La apoptosis fue determinada empleando la técnica HO/PI. Los antagonistas,

como en los casos anteriores, fueron preincubados durante 3 horas.
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En la linea INS-1E, el antagonista de ERa MPP promovia un aumento de la
muerte basal. A su vez, la combinacion de MPP+G1 mostré como al inhibir ERa,
el efecto de G1 se bloqueaba (Veh=2,0 + 0,1%; G1=6,2 + 0,2%, Veh+MPP= 3,4
+ 0,3%; G1+MPP= 3,4 + 0,3%) (figura 37a).

En la misma linea celular, el antagonista de ERB, PHTPP, aumentd la muerte
celular de forma basal, pero previno los efectos apoptéticos de G1. (Veh=2,0 £
0,2%; G1= 4,9 + 0,4%, Veh+PHTPP= 3,4 + 0,2%; G1+PHTPP= 3,5 + 0,3%)
(figura 37b).

En EndoC-BH1, el bloqueo de la via de ERa promovié por un lado el incremento
de la apoptosis basal y por otro, elimind los efectos apoptoticos de G1 (Veh=
11,0 + 0,5%; G1= 16,6 + 0,3%, Veh+MPP= 14,4 + 0,4%; G1+MPP= 13,7 + 0,5%)
(figura 37c).

En el mismo modelo, y conforme a lo mostrado en la figura 37d, observamos que
el antagonista PHTPP aumenté de manera basal la muerte celular. A su vez, la
inhibicion de ERP bloqued los efectos apoptéticos de G1 (Veh=11,8 + 0,5%; G1=
16,6 + 0,3%, Veh+PHTPP= 14,0 + 0,5%; G1+PHTPP= 14,1 + 0,8%).
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Figura 37. El bloqueo farmacoldgico de ERa y ERB inhibe la apoptosis inducida por el G1.
(a y c) Las lineas INS-1E (a) y EndoC-BH1 (c) fueron pretratadas con vehiculo o con el
antagonista de ERa MPP 100nM durante 3 horas, después de lo cual, las células fueron
incubadas con vehiculo (barras blancas) o G1 100 nM (barras azules) en presencia 0 ausencia
de MPP 100nM durante 24 horas. (c y d) La linea INS-1E (c) y EndoC-BH1 (d) fueron pretratadas
con vehiculo o con el antagonista de ERB PHTPP 1 uyM durante 3 horas, después de lo cual, las
células fueron incubadas con vehiculo o G1 100 nM en presencia y ausencia de PHTPP 1uM
durante 24 horas. La viabilidad se determiné empleando la técnica HO/PI. Los datos se muestran
como la media + SEM de 4-5 experimentos independientes. **p<0,01 ***p<0,001 respecto al
vehiculo; ## p<0.01, ### p<0.001, indicado por barras, ANOVA Two-way.

La implicacién de los receptores clasicos en la muerte celular mediada por GPER
fue corroborada mediante un abordaje complementario. En la linea INS-1E,
silenciamos ERa y ERB por separado, y ambos simultaneamente. Las células
fueron incubadas con G1 durante 24 horas y la viabilidad analizada mediante la

técnica HO/PI. El silenciamiento se confirmé mediante WB.

Los resultados obtenidos mediante esta aproximacién evidenciaron que el
silenciamiento de tanto de ERa como de ERB promovia un incremento de la
muerte celular, siendo mayor para ERB. A su vez, el doble silenciamiento
promovié un aumento de la apoptosis similar al obtenido silenciando solo ERp.
Estos datos sugerian un papel significativo de ERB en la supervivencia de la
célula B (figura 38b).

Por otro lado, mientras que en la situacion control G1 incrementé la apoptosis,
en células que tenian silenciado uno de los receptores o bien ambos a la vez, no
se producia efecto de G1 (siCTRL: Veh= 5,3 + 0,2%; G1= 9,4 + 0,7%; siEra:
Veh= 9,8 + 0,9% G1= 10,9 + 0,9; siErB: Veh= 15,8 + 0,6%; G1= 16,8 + 0,6;
siEral/B: Veh= 17,4 + 0,3% G1= 17,6 + 0,4%) (figura 38b y e). Estos resultados
obtenidos mediante el silenciamiento estan en concordancia con lo observado

mediante la aproximacion farmacolégica.

Para ahondar mas en la implicacion de ER[B en el proceso de muerte celular
mediada por la activacion de GPER, empleamos nuevamente los ratones
BERKO. Las células dispersas procedentes de ratones WT y BERKO fueron
tratadas con G1 durante 48 horas, tras las cuales se determind la supervivencia
celular mediante la técnica HO/PI. En las células provenientes de ratones WT la

exposicion al agonista G1 promovié un incremento de la apoptosis. Por el
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contrario, en las células BERKO, G1 no indujo dicho efecto apoptotico (WT: Veh=
4,8 £0,6; G1=7,9 £ 0,8 BERKO: Veh=4,4 + 0,3; G1= 4,4 + 0,2) (figura 38f).
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Figura 38. Papel de ERa y ERPB en la apoptosis inducida por G1 en la linea INS-1E. (a-e)
Las células fueron transfectadas con el siCTRL, siEra, siErf o siEra/B. Tras dejar recuperar las
células durante 48 horas, fueron tratadas con vehiculo (barras blancas) o G1 100nM (barras
azules) durante 24 horas. (a) Imagen representativa del silenciamiento para ERa y ER, (b)
Viabilidad celular de las células transfectadas con el siCTRL, siEra, siErf o siEra/B, tratadas con
vehiculo o G1 100nM durante 24 horas. La viabilidad se determiné empleando la técnica HO/PI.
(c, d) Andlisis de densitometria para el silenciamiento génico para ERa (c) y ERB (d), usando la
a-Tubulina (a-Tub) como control de carga. (€) Representacion de la viabilidad celular empleando
el indice apoptotico. (f) Células de islotes pancreaticos de raton WT y BERKO fueron tratadas
con vehiculo o G1 100 nM durante 48 horas. La viabilidad se determin6 empleando la técnica
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HO/PI. Los datos se muestran como la media + SEM de 4 experimentos independientes, (b-d y
f) *p=0,05, **p<0,01, ***p<0,001 respecto al vehiculo; ### p<0,001, indicado por barras, ANOVA
Two-way. (e) *p<0,05, **p<0,01 respecto al siCTRL, ANOVA One-way

8. Efecto del estradiol y el BPA en la formacion de
heterodimeros ERa/f3

Para realizar sus acciones biolégicas, tras unirseles el ligando, ERa y ERB
forman homodimeros y heterodimeros (Levin & Hammes, 2016; Razandi et al.,
2004). Debido a que nuestros datos sugieren que parte del efecto del BPA sobre
la apoptosis esta directamente mediado por ERa y ER, estudiamos si la union
de E2 o BPA estabilizaria la formacién de homodimeros y de heterodimeros de
ERa/B. Usando herramientas bioinforméticas se predijo que mientras el E2 era
promovia la estabilizacion de los homodimeros y heterodimeros, el BPA
estabilizaba el homodimero ERBB y disminuia la estabilizacion del
heterodimero ERa/f (Babiloni-Chust et al., 2022).

Para investigar la formacion de heterodimeros in vitro, en primer lugar,
realizamos un ensayo de PLA (del inglés Proximity Ligand Assay), el cual permite
detectar in situ las interacciones fisicas entre dos proteinas. Para ello, la linea
INS-1E fue tratada con el E2 1 nM, el BPA 1 nM o bien el agonista G1 100 nM,
durante 24 horas, tras las cuales, las células fueron fijadas y la formacion de
heterodimeros detectada mediante la prueba del PLA, mostrando los
heterodimeros como fluorescencia emitida en rojo (Texas red). En la situacion
control ya se detectaron heterodimeros preformados. A su vez, el E2 1nM
promovié la formacion de heterodimeros ERa/B, observandose cémo hay un
incremento en la fluorescencia. Por el contrario, tanto el BPA 1nM como el G1
100nM disminuian el nimero de heterodimeros al disminuir la sefial del PLA
(figura 39a).

Para demostrar esta observacion de manera cuantitativa, en la misma linea
celular se realizé un ensayo de coinmunoprecipitacién, en el cual las células
fueron nuevamente incubadas con el E2, el BPA y G1 durante 24 horas y lisadas
posteriormente. La formacion de heterodimeros fue analizada mediante la
inmunoprecipitacion de ERp y visualizando ERa mediante WB. Como control

negativo del experimento se empled un anti-IgG no especifico.
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Como se muestra en la figura 39b y c, se pudo detectar la presencia de
heterodimeros en condiciones basales. Conforme a lo observado en el PLA, el
E2 1 nM incremento la formacién de heterodimeros 1,4+0,1 veces. Sin embargo,

el BPA 1 nM redujo dicha formacién 0,2+0,1 veces respecto al control.

Finalmente, decidimos evaluar si G1 era capaz también de alterar la formacion
de heterodimeros. Para ello, se replicO el experimento previo, pero esta vez
empleando el G1, obteniéndose una disminucion en la formacion de

heterodimeros de 0,3+0,1 veces respecto a la situacién control (figura 39d-e).
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Figura 39. El E2 y el BPA tienen un efecto diferente sobre la formacién de heterodimeros.
(a) La linea celular INS-1E fue tratada con vehiculo, E2 1nM, BPA 1nM o G1 100nM durante 24
horas. Los heterodimeros fueron detectados usando el ensayo in situ de proximidad, en el que
los heterodimeros se representan como puntos rojos (Texas red) y el nicleo se muestra en azul
(DAPI). (b-e) La linea celular INS-1E fue tratada con vehiculo (barras blancas), E2 1nM (barras
grises), BPA 1 nM (barras rojas) o G1 100 nM (barras azules) durante 24 horas. Las células se
lisaron y se recogi6 la proteina para la coinmunoprecipitacion empleando el anticuerpo anti-ER.
Se empleé como control negativo un IgG no especifico. Tanto el inmunoprecipitado como la
proteina total (input) fueron analizados mediante western blot (b,d) Imagen representativa de 3-
5 experimentos independientes. Los resultados de densitometria estan mostrados como la union
especifica de ERa a ERp (c,e). Los valores fueron normalizados por GAPDH y posteriormente
por el valor del vehiculo para cada experimento, normalizado como 1. Los datos se muestran
como la media +SEM de 3-5 experimentos independientes (c) **p<0,01 respecto al vehiculo;
##p=<0,01 indicado por barras. ANOVA One-way (e) *p<0,05 respecto al vehiculo. T-test.
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La hormona natural E2 posee un efecto protector sobre la célula B, tanto en su
funcién como en la supervivencia celular, ya que es capaz de protegerla frente a
estimulos apoptéticos, tales como las citoquinas, el estrés oxidativo o la
glucolipotoxicidad, entre otros (Tiano & Mauvais-Jarvis, 2012). Dicha proteccion
se produce mediante la unién del E2 a los receptores de estrogenos ERa, ERf

y al receptor de estrdgenos acoplado a proteinas G (GPER) (Liu et al., 2009).

Los receptores de estrogenos, ademas de unir la hormona natural, pueden ser
diana de diferentes sustancias entre las que se encuentran varios EDCs, como
el BPA. En la célula 3, el BPA mimetiza en parte los efectos ejercidos por el E2
mediante las mismas vias, aumentando tanto la sintesis como la secrecion de

insulina (Alonso-Magdalena et al., 2008; Soriano et al., 2012).

En la presente tesis se demuestra que en los modelos de célula  tanto humanos
(EndoC-BH1) como de rata (INS-1E), dosis bajas de BPA, en el rango pico y
nanomolar, aumentan la apoptosis, mientras que las mismas dosis de la

hormona natural no presentan ningun efecto sobre la viabilidad celular.

Este rango de dosis bajas es el rango al que estamos expuestos la mayoria de
la poblacibn humana de forma habitual (Colorado-Yohar et al., 2021). Estas
concentraciones se encuentran varios ordenes de magnitud por debajo de la
constante de afinidad del BPA por los receptores de estrogenos clasicos (Kuiper
et al.,, 1998), que es del orden micromolar. Sin embargo, desde hace unas
décadas se conoce que estos receptores pueden iniciar una sefalizacion
extranuclear y que el BPA, en el rango nanomolar, es capaz de activar también
dichas vias de sefializacién, con una potencia similar a la de la hormona natural
y que podrian ser responsable del efecto apoptético observado (Nadal et al.,
2018; Alonso-Magdalena et al., 2012).

Estos resultados, en los que mostramos que dosis medioambientalmente
relevantes de BPA son capaces de promover un aumento de la apoptosis, junto
con diferentes publicaciones que demuestran que dosis a las que estamos
expuestos de BPA son capaces de alterar la funcion de la célula g (Villar-Pazos
et al., 2017; Martinez-Pinna et al., 2019) sugieren que el BPA presenta acciones
sobre la célula B en dosis consideradas como seguras. Ademas, junto con los

efectos descritos sobre la alteracion en la secrecion de insulina y la resistencia
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a la accién de esta hormona en los tejidos periféricos (Alonso-Magdalena et al.,
2006; Soriano et al., 2012), este efecto apoptético del BPA sobre la célula £,
observado tanto por nosotros como por otros investigadores (Carchia et al.,
2015; Lin et al., 2013), contribuye al efecto diabetogénico del BPA.

1. El BPA genera la muerte celular mediante un incremento
de ROS

Se sabe que el BPA es capaz de promover un incremento en la produccion de
especies reactivas de oxigeno en la célula B (Lin et al., 2013; Xin et al., 2014).
En la presente tesis demostramos como la exposicién a 1 nM de BPA, tanto en
los modelos celulares de rata (INS-1E) como humanos (EndoC-BH1),
promueve un aumento en la produccibn de ROS y asociado a ello, un

incremento en la apoptosis.

La mitocondria es esencial para el correcto funcionamiento de la célula 3, puesto
que, mediante la produccion de ATP, acopla el aumento de la glucemia a la
secrecion de insulina (Pi et al., 2007). La cadena de transporte mitocondrial es
la mayor productora de ROS dentro de la célula (Murphy, 2009). Pese a que en
este estudio no se describe como el BPA es capaz de producir el aumento en la
produccion de ROS, Carchia y colaboradores demostraron que el BPA, en la
célula B y a la misma dosis empleada por nosotros, produce un desbalance en
la mitocondria, alterando la funcion de la misma, puesto que es capaz de reducir
la expresion de genes implicados tanto en la respiracion mitocondrial como en el
proceso de fosforilacién oxidativa e induciendo, por tanto, un incremento en la
produccion de ROS (Carchia et al., 2015). En linea con estos resultados, Lin y
colaboradores mostraron como el BPA puede alterar la funcion de esta organela
y activar la via mitocondrial de la apoptosis, provocando un incremento de la
muerte celular (Lin et al., 2013). Por tanto, es plausible asumir que, en nuestros
modelos celulares, el BPA esta alterando la funcién mitocondrial y asociado a

ello, incrementando ROS y desencadenando la apoptosis.
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2. Papel de los receptores de estrogenos en la muerte
mediada por el BPA.

Dado que el xenoestrogeno BPA se une a los receptores de estrogeno, pero

produce efectos distintos a los del E2 sobre la supervivencia de la célula B,

hemos investigado el papel de GPER, ERa y ERB en la viabilidad de estas

células, asi como su implicacion en la muerte celular mediada por BPA.

GPER es un receptor de estrégenos acoplado a proteinas G, con una afinidad
por la hormona natural de 6 nM (Thomas et al., 2005), inferior a la que presentan
los receptores clasicos (0,05 y 0,07 nM para ERa y ERp, respectivamente)
(Kuiper et al., 1998). A su vez, también se ha descrito que este receptor puede
ser diana de distintos EDCs, entre los que se incluye el BPA (Qie et al., 2021).
Se ha publicado en diferentes modelos que el BPA, a través de GPER, puede
presentar efectos adversos tales como inducir apoptosis en células granulosas
(Huang et al., 2021), promover la activacion de vias de sefializacion
intracelulares conduciendo a la expresion génica (Pupo et al., 2012) o favorecer
la adhesidon y migraciéon de las células de cancer de mama MDA-MB-231
(Castillo-Sanchez et al., 2020).

La célula B pancreatica expresa el receptor GPER (Balhuizen et al., 2010; Kumar
et al., 2011). En el presente trabajo demostramos, en primer lugar, que el BPA 1
nM, a través del receptor GPER, promueve un aumento de la muerte celular, vy,
en segundo lugar, que su activacion mediante el uso del agonista puede

promover la apoptosis de la célula B.

La constante de afinidad del BPA por GPER es de aproximadamente 600 nM
(Thomas & Dong, 2006). Sin embargo, los datos mostrados en la presente tesis
sugieren que dosis tan bajas como 1 nM, muy por debajo de dicha constante de
afinidad, producen efectos bioldgicos relevantes a través de este receptor,
promoviendo la muerte de la célula B. Existen evidencias previas de que dosis
picomolares o nanomolares de BPA, a través de GPER, son capaces de
provocar efectos celulares. LaPensee y colaboradores, en 2009, pusieron de
manifiesto que una dosis de 1 nM de BPA, la misma empleada en este trabajo,
a través del receptor de GPER, conferia proteccion a las células de cancer de

mama frente a los agentes terapéuticos (LaPensee et al., 2009). Mas aun, dosis
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de 100 pM aumentan los marcadores inflamatorios generados por el tejido
adiposo mamario (Cimmino et al., 2019). Estas evidencias ponen de manifiesto
gue dosis mucho menores que la constante de afinidad producen efectos

biolégicos relevantes, lo cual concuerda con nuestros resultados.

Cuando analizamos con detenimiento los datos obtenidos, no era posible
explicar el efecto observado con el BPA actuando solo a través de GPER, ya que
cuando inhibiamos el receptor farmacol6gicamente o con el SiRNA, quedaba un
remanente de apoptosis que no era dependiente de GPER, mientras que, con el
agonista G1, solo se observaba un incremento parcial de la muerte celular, sin
llegar a equipararse a la generada por el BPA. Ello sugeria que, ademas de este
receptor, para mediar los efectos apoptéticos del BPA debian de estar implicados

otros receptores, tales como ERa y ERp.

Previamente se habia descrito que el antagonista ICI 182,780, un antagonista
tanto de ERa como de ER, bloqueaba otros efectos mediados por el BPA en la
célula B (Alonso-Magdalena et al., 2008). También se ha descrito que el bloqueo
de los receptores clasicos inhibe la apoptosis mediada por BPA en otros modelos
celulares (Liu et al., 2013). Nuestros datos, junto con los de dos Santos et al.,
2022, demuestran que cuando ERa y ERPB se encuentran bloqueados por
el ICI, los efectos apoptéticos del BPA se anulan en nuestros dos modelos
de estudio, poniendo de manifiesto la participacion de los receptores clasicos

de estrégenos en la muerte mediada por BPA en la célula B.

Atendiendo a los resultados obtenidos para el receptor ERa, nos
encontrdbamos con dos escenarios diferentes. Por un lado, en aquellas
células con bloqueo farmacoldgico o silenciamiento del receptor detectamos
un aumento basal de la apoptosis; por el contrario, cuando la via de ERa no se

encontraba disponible, el efecto apoptético del BPA se encontraba reducido.

Estos hallazgos permiten corroborar dos puntos importantes. En primer
lugar, ERa se encuentra protegiendo la supervivencia celular en ausencia de
ligando, ya que cuando es silenciado, o bloqueado empleando el antagonista,
esta proteccion basal se anula, lo que se traduce en un incremento de la
muerte celular. En segundo lugar, los datos aportados en el presente trabajo
sugieren que el BPA requiere de ERa, pero su efecto seria diferente al de su

agonista
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PPT, ya que este Ultimo es incapaz de generar en ninguna de las dosis

analizadas un incremento de la muerte celular.

Una de las primeras evidencias que ponian de manifiesto la importancia de este
receptor para la supervivencia celular fue aportada por Le May y colaboradores
en 2006, que observaron que el raton knockout para ERa se encontraba
gravemente predispuesto a la diabetes inducida por estreptozotocina,
demostrando la importancia de este receptor en la supervivencia celular (le May
etal., 2006). Posteriormente, se ha probado que ERa reduce el estrés de reticulo
y presenta una accién protectora sobre la mitocondria. Zhou y colaboradores
manifestaron que el silenciamiento de ERa en la linea de célula B MIN 6
promovia un incremento de la apoptosis en la célula B, siendo esta una situacion
similar a la obtenida por nosotros. A su vez también demostraron que silenciar
ERa alteraba la funcion mitocondrial, incrementando el estrés oxidativo e
induciendo apoptosis (Zhou et al., 2018), por lo que, pese a que en este trabajo
no se aborda especificamente el mecanismo de muerte celular inducido por el
silenciamiento, es factible asumir que los efectos aqui observados sobre el
incremento de la muerte celular cuando ERa esta inhibido o silenciado se

produzcan mediante los mismos mecanismos.

La inhibicibn farmacoldgica o el silenciamiento bloqueaban las acciones
mediadas por el BPA. Se sabe que este disruptor endocrino, en la célula 3, puede
activar ERa y promover la expresion del gen de la insulina en una sefializacion
iniciada fuera del nucleo (Alonso-Magdalena et al., 2008), poniendo de
manifiesto que este receptor media algunos efectos observados por el BPA.
Nuestros resultados demuestran que ERa es esencial para la muerte celular
mediada por BPA, ya que cuando la via de este receptor no se encontraba
disponible los efectos apoptéticos no se producian. Sin embargo, con el agonista
especifico para este receptor, el PPT, no se detectd ningin cambio en la
viabilidad celular, o que sugiere que el BPA requiere de ERa, pero para la muerte

celular no estaria actuando como un agonista del receptor.

Por tanto, nosotros sugerimos que en la célula B, ERa estaria mediando una
proteccion basal en ausencia de ligando, pero que a su vez se requiere de este

receptor para ejercer la muerte celular mediada por BPA.
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En el caso de ERp, cuando se inhibia farmacol6gicamente o se silenciaba, se
observaba un incremento de la muerte basal. Ademas, al bloquear la via de ER
el efecto apoptético del BPA se reducia. En 2009, Liu y colaboradores habian
mostrado, empleando el ratdbn BERKO, como este se encontraba ligeramente
predispuesto a la diabetes inducida por estreptozotocina (Liu et al., 2009). En
dicho estudio se sugiere que este receptor participa de una manera discreta en
la proteccion de la célula (3 frente al estrés oxidativo. No obstante, atendiendo a
los resultados obtenidos en el presente trabajo, parece que este receptor media
un papel esencial en la supervivencia celular en condiciones basales, puesto que
cuando silenciabamos ER[, se producia un porcentaje de apoptosis superior a
cuando se silenciaba ERa. Nuestros resultados ponen de manifiesto que este

receptor también es esencial en la supervivencia de la célula B.

Estudios previos del laboratorio mostraron que dosis nhanomolares de BPA a
través del receptor ERpB alteraban la funcién de la célula B, promoviendo la
secrecion de insulina y modulando la expresion de canales idnicos esenciales
para su correcto funcionamiento (Martinez-Pinna et al., 2019; Soriano et al.,
2012; Villar-Pazos et al., 2017). Nosotros aqui mostramos que este receptor es
también esencial para los efectos apoptoticos del BPA. Muestra de ello es que
cuando se encuentra bloqueado o silenciado, no hay efecto del BPA sobre la
muerte celular; sin embargo, el agonista especifico para ERB, DPN, no promovié
ningun efecto en la viabilidad celular, sugiriendo que el BPA, aunque requiere de
ERB, promoveria efectos diferentes a los que desencadenaria su agonista en el

proceso de la apoptosis.

En 2009, Liu y colaboradores habian demostrado farmacol6gicamente y
empleando ratones knockout para cada receptor, que los tres receptores
presentaban un papel protector en la viabilidad de la célula B cuando era
expuesta a estimulos apoptoéticos y que dicha proteccién era independiente de
la sefalizacion ERE (Liu et al., 2009). Nosotros aqui mostramos como tanto la
inhibicién farmacolégica de los receptores como su silenciamiento, promueven
un incremento de la muerte celular, lo que sugiere que, en condiciones basales,
en ausencia de ligando y de estimulos apoptéticos, dichos receptores se

encuentran participando activamente en la supervivencia celular.
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Tomando en conjunto los resultados mostrados en el presente trabajo, la accién
de los tres receptores de estrdgenos seria hecesaria para que el BPA produzca
sus efectos apoptéticos, lo cual confirmamos mediante el uso simultaneo de los
tres agonistas, que genera un incremento de la apoptosis de manera similar a la
obtenida con el BPA a través de un mecanismo que implica un incremento en la
produccion de especies reactivas de oxigeno. Estos resultados refuerzan la idea
de que se requieren los tres receptores para mediar las acciones deletéreas del
BPA. Por tanto, pese a que el BPA presenta una baja afinidad por cada uno de
los receptores por separado, dosis de 1nM podrian ejercer su efecto mediante
un mecanismo de amplificacién basado en una intercomunicacion establecida
entre los tres receptores de estrogenos, dando lugar a un incremento de la

apoptosis.

3. GPER induce la apoptosis mediante los receptores de
estrogenos clasicos.

En la célula B esta bien descrito que la activacion de GPER promueve una
proteccion frente a estimulos apoptoticos tales como H202 (Liu et al., 2009) o
citoquinas proinflamatorias (Kumar et al., 2011). Sin embargo, en el presente
trabajo demostramos que la activacion de GPER tanto por el BPA como por su
agonista G1, en ausencia de estimulos nocivos, presenta un efecto
proapoptético y que dicho incremento de la muerte celular ocurre a través de un
aumento en la generacion de ROS. Varios ejemplos se han detallado en lineas
de cancer de mama sobre este efecto apoptotico de la activacion de GPER. En
las lineas MCF-7 y SkBr3 (una linea que solo expresa el receptor GPER), se ha
probado que el agonista G1 provoca un aumento de la muerte celular
(WeiRenborn et al., 2014). Ademas, Wei y colaboradores en 2014 mostraron
cdmo en la linea SkBr3, el G1 induce un aumento de la apoptosis debido a un
descenso en el potencial de la membrana mitocondrial y, asociado a ello, un
incremento de ROS que desemboca en la induccion de la muerte celular (Wei
et al., 2014). Por otro lado, Deliu y colaboradores mostraron cémo las neuronas
espinales, cuando eran tratadas con las mismas dosis de G1 empleadas en el
presente trabajo, eran capaces de incrementar la produccién de ROS tanto en el
citoplasma como a nivel mitocondrial de forma similar a la que se describe aqui
(Deliu et al., 2012).
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Los datos mostrados con el BPA a lo largo del presente trabajo sugieren que se
establece una intercomunicacion entre los diferentes receptores de estrogenos
para llevar a cabo el incremento de apoptosis por el BPA y a su vez, que GPER
podria interaccionar con los receptores clasicos. En nuestros modelos INS-1E y
EndoC-BH1, cuando los receptores clasicos de estrdgenos se encontraban
blogueados o bien silenciados, observamos que el efecto apoptotico del G1 se

encontraba completamente eliminado.

En otros modelos celulares, se ha mostrado que el efecto ejercido por el receptor
GPER puede ser mediado a través la sefializacion de los receptores clasicos. En
las lineas HEK293, COS7 y SkBr3, Kang y colaboradores, en 2010, demostraron
gue GPER regula la expresion de ERa (Kang et al, 2010). Una
intercomunicaciéon funcional entre GPER y los receptores nucleares ha sido
descrita en varios estudios. En la linea de cancer ovarico BG-1, se ha reportado
la necesidad de la expresién conjunta GPER y ERa para un aumento en la
proliferacion celular inducida tanto por la hormona natural como por el agonista
de GPER, G1 (Albanito et al.,, 2007). Mas aln, mediante experimentos de
coinmunoprecipitacién, en una linea de cancer endometrial se ha comprobado
gue GPER y ERa pueden interaccionar fisicamente y que dicha interaccion se
potencia en presencia de la hormona estradiol (Vivacqua et al., 2009). En el
presente trabajo se ha mostrado que el G1 ejerce sus efectos via ERa, ERB y
GPER, indicando una posible intercomunicacion entre los diferentes receptores

para mediar la muerte celular.

Los datos obtenidos en la presente tesis demuestran que el efecto de GPER
sobre la apoptosis de la célula B es dependiente de los receptores nucleares. Sin
embargo, nuestros experimentos no permiten aclarar el mecanismo mediante el
cual se establece esta comunicaciéon entre el receptor GPER y los receptores
clasicos de estrégenos. La sefializacion por GPER es compleja e implica la
generacion del segundo mensajero AMPc, la movilizaciéon de calcio desde
depdsitos intracelulares y la activacion de quinasas, entre otros mecanismos
(Luo & Liu, 2020). A su vez, se conoce que GPER puede interaccionar
fisicamente con ERa. Por lo tanto, serian necesarios estudios que describan
cdmo se establece esta intercomunicacidbn para poder comprender este

mecanismo de muerte celular.
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Pese a que aqui mostramos que, en la célula B, la sefalizacion de GPER es
dependiente aguas abajo de los receptores clasicos, Kumar y colaboradores
mostraron como la secrecién de insulina mediada por este receptor era
independiente de los receptores nucleares, ya que cuando estos se encontraban
bloqueados en presencia del antagonista ICl, este proceso no se encontraba
inhibido (Kumar et al., 2011). Tomando en conjunto este estudio con nuestros
datos, se sugiere que GPER puede presentar dos tipos de sefalizacién para
mediar sus efectos en la célula B: la primera seria una sefializacion
independiente de los receptores de estrégenos clasicos, mediando por ejemplo
la secrecion de insulina, mientras que la segunda seria dependiente de ERa y

ERB y estaria involucrada en la viabilidad celular.

La sinergia observada en este mecanismo por parte de los receptores de
estrogenos muestra la gran complejidad que presenta el estudio de los
disruptores endocrinos. Ya no solo seria esencial saber la constante de afinidad
de un compuesto para cada uno de los receptores, sino que, a su vez, la
existencia de vias de sefalizacion no clasicas, asi como una intercomunicacion
entre los diferentes receptores, puede aumentar la dificultad para establecer el

mecanismo de la disrupcion endocrina.

4. Heterodimerizacion de los receptores de estrégenos

ERa y ERp, para ejercer su accion biologica se dimerizan tras la union del
ligando, dando lugar a los homodimeros ERaa y ERB(, y al heterodimero ERaf3
(Levin & Hammes, 2016). A su vez, diferentes ligandos son capaces de
estabilizar tanto los homodimeros como los heterodimeros in vitro e in vivo
(Paulmurugan et al., 2011). Los datos obtenidos en la presente tesis sostienen
gue parte de los efectos generados tanto por el BPA como por G1 son
dependientes de ERa y ERB.

Nuestros resultados bioinformaticos predijeron que la hormona natural
promoveria la formacién tanto de homodimeros como del heterodimero. Por el
contrario, el BPA promoveria la estabilizacién del homodimero ERB, pero no
promoveria la formacion o estabilizacion del heterodimero ERaf (Babiloni-Chust
et al., 2022). Al analizar los resultados obtenidos tanto con el PLA como con la

coinmunoprecipitacion se observé un efecto diferencial en la dinamica de los
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heterodimeros: el E2 promovia la estabilizacion del heterodimero, pero el BPA'y
el G1 favorecian la no estabilizacion de este, coincidiendo con los modelos

predichos mediante las herramientas bioinformaticas.

En base a las observaciones de que la hormona natural E2 no generaba
apoptosis o incluso promovia la supervivencia favoreciendo la formacién de
heterodimeros, mientras que, por el contrario, el BPA y el G1 presentaban un
efecto proapoptético e inducian la no estabilizacion del heterodimero,
propusimos un modelo en el que los heterodimeros presentaban un papel
protector sobre la viabilidad celular y que, en una situacion de desestabilizacion
del mismo inducida por el BPA o el G1, la proteccion mediada por el
heterodimero se encontraria reducida, traduciéndose en un aumento de la

apoptosis.

La forma mediante la cual se establece la estabilizacién o no del heterodimero
en presencia del E2 y el BPA, respectivamente, es algo que con los resultados
obtenidos en el presente trabajo no podemos esclarecer. Podria ser que la
desestabilizacién del heterodimero por parte del BPA promoviera, mediante un
equilibrio quimico, la formacion de los homodimeros; en base a los resultados
bioinformaticos dicho equilibrio se encontraria desplazado hacia ERBB. Estos
cambios en las diferentes formaciones podrian a su vez alterar la supervivencia
celular y, por tanto, incrementar la apoptosis en presencia del G1 o del BPA.
Tampoco se puede descartar las diferentes combinaciones entre las distintas
isoformas observadas tanto en ERa como en ERPB, pudiendo ser una
combinacion en concreto la que promoviera el aumento en la supervivencia. Se
sabe que diferentes isoformas de ER[ pueden llegar a antagonizar la accion de
ERa, al dimerizar entre ellas y suprimir su accion (Vrta¢nik et al., 2014). Por otra
parte, un efecto directo del BPA sobre ERa y ERPB en la no estabilizacién del
heterodimero podria ayudar a explicar el efecto residual que se observa en la

apoptosis cuando GPER se encuentra bloqueado o silenciado.

En el modelo que proponemos en el presente trabajo, esquematizado en la figura
40, la proteccion mediada por los estrégenos en la célula B depende de tres
receptores: los homodimeros ERaa y ERB vy el heterodimero ERaf. Mediante

el uso de herramientas farmacolégicas y del silenciamiento génico, hemos
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puesto de manifiesto que la inhibicion las vias de estos receptores promueve un
aumento de la apoptosis y que los tres receptores son esenciales para las

acciones apoptoticas del BPA.

Nuestros resultados sostienen que la unién de la hormona natural 17- estradiol
promoveria la formacion de heterodimeros y una proteccion de la apoptosis. Por
el contrario, el BPA o el agonista de GPER, G1, que incrementan la muerte
celular, estarian ejerciendo su accion apoptética mediante la ruptura de los
heterodimeros, perdiéndose por tanto esta proteccion basal otorgada por los

receptores de estrégenos.

Pese a que el BPA presenta una baja afinidad por los receptores de estrégenos
clasicos y su IC50 para GPER es de 630 nM, de acuerdo con los resultados aqui
mostrados el efecto proapoptotico del BPA ocurre a dosis tan bajas como 1nM.
Este efecto parece tener lugar mediante la intercomunicacién entre los tres
receptores, que daria lugar la ruptura del heterodimero y, por consiguiente, un
incremento de la muerte celular. A través de qué mecanismo se establece esa
intercomunicacion y como se origina la ruptura del heterodimero son cuestiones
gue mediante nuestros datos no podemos contestar. Futuros estudios seran
necesarios para tratar de esclarecer este mecanismo y si la ruptura de los
heterodimeros y la apoptosis consiguiente es organodependiente o es un

mecanismo general.

”

22 65 2H

\\_ APOPTOSIS // \\  APOPTOSIS

) e & F a4

123



Figura 40. Modelo propuesto sobre el papel protector de los receptores de estrogenos
en la supervivencia de la célula B. (a) En condiciones basales, en la célula 8 se encontrarian
presentes tanto los homodimeros como el heterodimero y la union del E2 al receptor
potenciaria la presencia de ambos, reflejando el papel protector de dicha hormona; (b) por el
contrario, la activacion de GPER por BPA o por E2 promoveria la destruccion del heterodimero,
perdiéndose una de las vias de proteccion y generando el incremento de la apoptosis

detectado (imagen tomada de Babiloni-Chust et al., 2022).
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CONCLUSIONES
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1. La exposicién a la hormona natural E2 no ejerce ningun efecto sobre la
viabilidad de las células B, mientras que el BPA, desde el rango picomolar,
aumenta la apoptosis en estas células de una manera dependiente de la

dosis.

2. La activacion del receptor de estrogenos GPER, bien por BPA o por su
agonista G1, es capaz de promover un incremento de la apoptosis en la

célula B.

3. Los receptores de estrogenos clasicos ERa y ERB, en ausencia de
ligando, promueven la supervivencia de la célula B. Dicha proteccion se

encuentra reducida en presencia del BPA, favoreciendo asi la apoptosis.

4. Se requiere de una intercomunicacion entre GPER vy los receptores
clasicos de estrégenos, para mediar los efectos apoptoticos tanto del BPA
como de GPER.

Proponemos, por tanto, que la proteccion basal de la apoptosis en la célula 8 se
llevaria a cabo por los homodimeros ERaa, ERBB y el heterodimero ERaf.
Dependiendo del ligando unido, la poblacién de heterodimeros varia, puesto que
con el E2 se promueve una formacion de los heterodimeros, pero tanto con el
BPA como el G1, dichos heterodimeros no se encuentran estabilizados, por
tanto, el efecto protector del heterodimero se encuentra bloqueado, lo que se

traduce en un incremento de la apoptosis.
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1. Natural hormone E2, from picomolar to micromolar range, does not have
any viability effect on pancreatic f cell. BPA at the same doses can
increase the apoptosis in a dose-dependent manner. This apoptosis is

mediated by ROS production.

2. GPER activation by BPA or its agonist G1 induce a 3 cell apoptosis.

3. The classical oestrogen receptors ERa and ER, in a basal situation are
involved at the basal protection of the 8 cell viability. This protection might

be disturbed by BPA, thereby increasing apoptosis.

4. A GPER and classical estrogen receptors crosstalk, which are

downstream, might be needed to BPA and GPER apoptotic effects.

We propose that the basal protection of apoptosis in the 8 cell would be conferred
by the homodimers ERaa, ERBB and the heterodimer ERaf3. Depending on the
bound ligand, the population of heterodimers changes. While with E2 a formation
of heterodimers is promoted, both BPA and G1, heterodimers are not stabilized,
therefore, the protective branch of the heterodimer is found blocked, which

translates into an increase in apoptosis.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Handling Editor: Adrian Covaci 17p-estradiol protects pancreatic f-cells from apoptosis via the estrogen receptors ERa, ERf and GPER.
Conversely, the endocrine disruptor bisphenol-A (BPA), which exerts multiple effects in this cell type via the

Keywords: same estrogen receptors, increased basal apoptosis. The molecular-initiated events that trigger these opposite

Apoptosis actions have yet to be identified. We demonstrated that combined genetic downregulation and pharmacological

Bisphenol-A

e blockade of each estrogen receptor increased apoptosis to a different extent. The increase in apoptosis induced by
Endocrine disruptors

BPA was diminished by the pharmacological blockade or the genetic silencing of GPER, and it was partially

gii&ggﬁig reproduced by the GPER agonist G1. BPA and G1-induced apoptosis were abolished upon pharmacological in-
17p-estradiol hibition, silencing of ERa and ERB, or in dispersed islet cells from ERp knockout (BERKO) mice. However, the
Estrogen receptors ERa and ERp agonists PPT and DPN, respectively, had no effect on beta cell viability. To exert their biological
actions, ERa and ERpP form homodimers and heterodimers. Molecular dynamics simulations together with
proximity ligand assays and coimmunoprecipitation experiments indicated that the interaction of BPA with ERa
and ERp as well as GPER activation by G1 decreased ERap heterodimers. We propose that ERap heterodimers
play an antiapoptotic role in beta cells and that BPA- and G1-induced decreases in ERap heterodimers lead to
beta cell apoptosis. Unveiling how different estrogenic chemicals affect the crosstalk among estrogen receptors

should help to identify diabetogenic endocrine disruptors.
1. Introduction Sex differences exist in the prevalence of diabetes. Premenopausal
women have a lower incidence of diabetes than men (Gannon et al.,
Loss of functional beta cell mass is a critical component contributing 2018; Kautzky-Willer et al., 2016). These sex differences can be partially

to the hyperglycemia observed in individuals with type 1 or type 2 attributed to the action of 17p-estradiol (E2) through three estrogen
diabetes. The interaction between the individual genetic background receptors (ERs), i.e., estrogen receptors o (ERa) and § (ERP) (Heldring
and environmental factors determines the progression of beta cell et al., 2007) and the G protein-coupled estrogen receptor (GPER/
dysfunction and death (Eizirik et al., 2020). GPR30) (Revankar et al., 2005; Thomas et al., 2005). After ligand
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binding, ERa and ERf can either form homo and heterodimers and act as
transcription factors or tether other DNA-bound transcription factors
(Heldring et al., 2007). In addition to their nuclear-initiated actions, ERa
and ER can trigger extranuclear-initiated effects after dimerization and
activate a variety of signaling pathways (Levin and Hammes, 2016).

All three ERs protect beta cells from different apoptotic insults
(Balhuizen et al., 2010; le May et al., 2006; Liu et al., 2009), yet the role
of E2 can be disrupted by environmental chemicals that compete for the
same receptors and modify the physiological pathways activated by the
natural hormone (Gore et al., 2015). Bisphenol-A (BPA), which is used as
a model of endocrine disrupting chemicals that alter insulin secretion
and insulin sensitivity in mice (Alonso-Magdalena et al., 2010, 2006),
has been implicated in the etiology of diabetes (Alonso-Magdalena et al.,
2011; Sargis and Simmons, 2019). At concentrations similar to those
found in human blood (Vandenberg et al., 2010), BPA increases
pancreatic insulin content via ERa (Alonso-Magdalena et al., 2008) and
regulates ion channel expression and function as well as augments in-
sulin release in an ERf-mediated manner (Marroqui et al., 2021;
Martinez-Pinna et al., 2019; Soriano et al., 2012). In INS-1 cells and
mouse dispersed islet cells, BPA induces mitochondrial dysfunction, ROS
production and NF-xB activation, which culminates in beta cell
apoptosis (Carchia et al., 2015; Lin et al., 2013).

Because E2 and BPA have opposite actions on beta cell survival, we
decided to investigate the molecular initiating event (MIE) (Allen et al.,
2014) underlying the pro-apoptotic effect of BPA. Using several beta cell
models, including the EndoC-pH1 cell line, which is a model of human
beta cells recommended for screening studies (Tsonkova et al., 2018),
we show that ERa, ERp and GPER mediate beta cell survival. Our find-
ings suggest that ERap heterodimerization is key to this antiapoptotic
role and that G1, a GPER agonist, and BPA induce apoptosis via a
mechanism involving the reduction in ERop heterodimers downstream
of GPER.

2. Materials and methods
2.1. Chemical substances and animals

Bisphenol-A was purchased from MP Biomedicals (Cat no. 155118;
Santa Ana, CA, USA). 17p-Estradiol (E2, Cat no. E8875) was obtained
from Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, USA). Propylpyrazoletriol (PPT,
Cat no. 1426), diarylpropionitrile (DPN, Cat no. 1494), G1 (Cat no.
3577), ICI 182,780 (Cat no. 1047), PHTPP (Cat no. 2662) and methyl-
piperidinopyrazole (MPP, Cat no. 1991) were obtained from Tocris
Cookson (Bristol, UK).

Mice with knockout of the Erg gene (also known as Esr2) (BERKO
mice), supplied by Jan-Ake Gustafsson’s laboratory, were generated as
previously described (Krege et al., 1998). Wild-type littermates and
BERKO mice were obtained from the same supplier and colony and kept
under standard housing conditions (12 h light/dark cycle, food ad libi-
tum). Experimental procedures were performed according to the Spanish
Royal Decree 1201/2005 and the European Community Council direc-
tive 2010/63/EU. The ethical committee of Miguel Hernandez Univer-
sity reviewed and approved the methods used herein (approval IDs:
UMH-IB-AN-01-14 and UMH-IB-AN-02-14).

2.2. Culture of cell lines and dispersed islet cells

Rat insulin-producing INS-1E cells (RRID: CVCL_0351, kindly pro-
vided by Dr. C. Wollheim, Department of Cell Physiology and Meta-
bolism, University of Geneva, Geneva, Switzerland) were cultured as
previously described (Santin et al., 2016). Human insulin-producing
EndoC-pH1 cells (RRID: CVCL_L909, Univercell-Biosolutions, France)
were cultured in Matrigel/fibronectin-coated plates as previously
described (Ravassard et al., 2011). INS-1E and EndoC-BH1 cells have
been shown to be free of mycoplasma infection. Pancreatic islets were
isolated using collagenase (Sigma, St Louis, MO, USA) as previously
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described (Alonso-Magdalena et al., 2008). Islets were dispersed into
single cells and cultured in polylysine-coated plates as previously
described (Martinez-Pinna et al., 2019). Cell lines and dispersed cells
were kept at 37 °C in a humidified atmosphere of 95% Oz and 5% CO».

2.3. RNA interference

The optimal siRNA concentration (30 nM) and conditions for small
interfering RNA (siRNA) transfection using Lipofectamine RNAiMAX
lipid reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) were previously estab-
lished (Santin et al., 2016). Allstars Negative Control siRNA (Qiagen,
Venlo, the Netherlands) was used as a negative control (siCTRL). siRNA
targeting Era (also known as Esr1; siERa), Erf} (siERf) or Gper1 (siGPER1)
(Qiagen, Venlo, the Netherlands) were used herein (Supplementary
Table 2). Of note, GPER silencing in INS-1E cells as well as ERa and ER}
silencing in EndoC-pH1 cells were performed in a two-step transfection
protocol (Marroqui et al., 2015). Briefly, cells were exposed to 30 nmol/1
siCTRL or siGPER1/siGper1 for 16 h, washed and allowed to recover in
culture for 24 h. Next, cells were exposed again to the same siRNAs for
16 h, allowed to recover in culture for 48 h, and then used for the
subsequent experiments. Transfection with siRNAs was performed in
BSA- and antibiotic-free medium.

2.4. Cell viability assessment by DNA-binding dyes

The percentage of apoptosis was determined after staining with the
DNA-binding dyes Hoechst 33,342 and propidium iodide as previously
described (Santin et al., 2016). To avoid bias, cell viability was assessed
by two different observers, one of whom was unaware of the sample
identity. The agreement of results between both observations was higher
than 90%.

2.5. Flow cytometric analysis

Apoptotic cells were analyzed by flow cytometry using the FITC
Annexin V Apoptosis Detection Kit with propidium iodide (BioLegend,
San Diego, CA, USA) following the manufacturer’s instructions. Briefly,
INS-1E cells were detached and dissociated using Accutase (Thermo
Fisher Scientific). The cell suspension was washed twice with PBS (200 g
for 7 min) and subjected to Annexin V-fluorescein isothiocyanate
(FITC)/PI staining according to the manufacturer’s instructions (FITC
Annexin V Apoptosis Detection Kit with PI; BioLegend, San Diego, CA,
USA). Cells stained with Annexin V (both Annexin V- and Annexin V'/
PI'-cells) were detected using a FACSCanto II (BD Biosciences, Madrid,
Spain) flow cytometer.

2.6. Caspase 3/7 activity

Caspase 3/7 activity was determined using the Caspase-Glo® 3/7
assay (Promega, Madison, WI, USA) following the manufacturer’s in-
structions. Briefly, following treatment, cells were incubated with Cas-
pase-Glo® 3/7 reagent at room temperature before luminescence was
recorded with a POLASTAR plate reader (BMG Labtech, Germany).

2.7. MTT assay

Cell viability was measured by the colorimetric assay showing
reduction of MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenylte-
trazolium bromide) (Sigma-Aldrich) as previously described (Denizot
and Lang, 1986; Mosmann, 1983). Briefly, MTT prepared in RPMI 1640
without phenol red was added (final concentration: 0.5 mg/ml) and
incubated at 37 °C for 3 h. Upon incubation, the supernatant was aspi-
rated, and 100 ml of DMSO was added to dissolve formazan crystals. The
absorbance was measured at 595 nm using an iMark™ Microplate
absorbance reader (Bio-Rad, Hercules, CA), and the percentage of cell
viability was calculated.
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2.8. Real-time PCR

Quantitative RT-PCR was performed in a CFX96 Real-Time System
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). RNA was extracted with the
RNeasy Micro kit (Qiagen), and cDNA was prepared with the High-
Capacity cDNA Reverse Transcription kit (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA). Amplification reactions were performed as previously
described (Villar-Pazos et al., 2017). Values were analyzed with CFX
Manager Version 1.6 (Bio—Rad) and expressed as the relative expression
with respect to control values (2_“0‘) (Schmittgen and Livak, 2008).
Gapdh and B-actin were used as housekeeping genes for rat and human
samples, respectively. The primers used herein are listed in Supple-
mentary Table 2.

2.9. DCF assay

Oxidative stress was measured using the fluorescent probe 2',7'-
dichlorofluorescein diacetate (DCF; Sigma-Aldrich) as previously
described (Cunha et al., 2016). Briefly, cells seeded in 96-well black
plates were loaded with 10 pM DCF for 30 min at 37 °C and washed with
PBS. DCF fluorescence was quantified in a POLASTAR plate reader (BMG
Labtech, Germany). Data are expressed as DCF fluorescence corrected by
total protein.

2.10. Western blotting

Cells were washed with cold PBS and lysed in Laemmli buffer.
Immunoblot analysis was performed by overnight incubation with an-
tibodies against ERa, ERpB, GPER, p-actin, GAPDH and a-tubulin. After-
ward, the membranes were incubated for 1 h at room temperature with
peroxidase-conjugated antibodies (1:5000) as secondary antibodies.
SuperSignal West Femto chemiluminescent substrate (Thermo Scienti-
fic, Rockford, IL, USA) and ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad Laboratories)
were used to detect immunoreactive bands. Densitometry analysis was
performed with Image Lab software (version 4.1, Bio-Rad Laboratories).
The antibodies used herein are listed in Supplementary Table 3.

2.11. In situ proximity ligation assay (PLA)

In situ PLA was performed using a Duolink® In Situ Red Starter Kit
(Sigma-Aldrich) following the manufacturer’s instructions with slight
modifications (INCLUDE Iwabuchi E, Miki Y, Ono K, et al., J Steroid
Biochem Mol Biol 165:159-169, 2017)(Iwabuchi et al., 2017). Briefly,
cells grown on coverslips were washed with PBS and fixed with 4%
paraformaldehyde (VWR Chemicals, Spain). Then, the cells were
washed with PBS and permeabilized with 0.1% Triton-X-100. Subse-
quently, the cells were incubated for 30 min at 37 °C with a blocking
solution and incubated overnight at 4 °C with the corresponding pri-
mary antibodies (Supplementary Table 3). PLA probe solution was
added and incubated for 1 h at 37 °C. Ligation-Ligase solution was
added, and coverslips were incubated for 30 min at 37 °C. Subsequently,
amplification-polymerase solution was added and incubated for 100 min
at 37 °C. Of note, all incubations at 37 °C were performed using a pre-
heated humidity chamber. Finally, coverslips were washed with a spe-
cific buffer and mounted with a minimal volume of Duolink in situ
mounting medium with DAPI®. ER dimers were observed using a Zeiss
Confocal LSM900 microscope equipped with a camera (Zeiss-Vision,
Munich, Germany), and images were acquired at x63 magnification and
analyzed using ZEN software (version 3.2; Zeiss-Vision, Munich,
Germany).

2.12. Coimmunoprecipitation
INS-1E cells were washed with cold PBS, lysed in cold immunopre-

cipitation buffer (50 mmol/l Tris, pH 7.5, 4 mmol/l NaCl, 2 mmol/]
MgCly, 10 mmol/1 NaF, 1 mmol/l PMSF, 1% Triton X-100 and Complete
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Protease inhibitor mixture, Roche Diagnostics) for 30 min on ice and
centrifuged at 20,000 x g for 10 min at 4 °C. Cell lysates were precleared
for 1 h at 4 °C with Dynabeads Protein G (Thermo Fischer Scientific; Cat
no. 10003D). The same amounts of protein were incubated overnight at
4 °C, either with an anti-ERf antibody or nonspecific rabbit IgG (Santa
Cruz Biotechnology) used as a negative control. Upon overnight incu-
bation, immunoprecipitates were incubated for 1 h at 4 °C with Dyna-
beads Protein G, washed six times with cold immunoprecipitation buffer
and resuspended in 5x Laemmli buffer. Immunoprecipitates and total
protein (input) were subjected to SDS-PAGE and immunoblotted with
mouse anti-ERa antibody. The antibodies used herein are listed in
Supplementary Table 3.

2.13. Molecular docking and dynamics simulations

More than 300 human ERa-ligand-binding domain (LBD) (UniProt
code: P03372) and 32 human ERB-LBD (UniProt code: Q92731) struc-
tures were resolved from cryptographic data. Because these structures
contained unresolved residues in mobile regions of the protein that
diffracted poorly, the lost amino acids were reconstructed after gener-
ation of a homology model at the Swiss-Model server (Biasini et al.,
2014; Marroqui et al., 2021). After unresolved gap elimination, models
for the hERa-LBD monomer (Protein Data Bank entry 5DXE as template)
and the hERB-LBD monomer (Protein Data Bank entry 30LS as template)
were generated. From these monomeric structures, homo and hetero-
dimers were reconstructed using the GRAMM-X server (Tovchigrechko
and Vakser, 2006). E2 and BPA molecular docking simulations within
the cavity of each LBD were performed using YASARA structure software
(version 20.12.24) (Marroqui et al., 2021). Molecular dynamics simu-
lations of the structures with the best docking calculations were per-
formed with YASARA structure software (version 20.10.24) (Marroqui
et al.,, 2021). The intermolecular protein interaction energy for homo
and heterodimer subunits was calculated using Folds 5.0 software
(Delgado et al., 2019).

2.14. Statistical analysis

Experimenters were not blinded to group assignment and outcome
assessment. GraphPad Prism 7.0 software (GraphPad Software, La Jolla,
CA, USA; https://www.graphpad.com) was used for all statistical ana-
lyses. Data are expressed as the mean + SEM. To assess differences be-
tween groups, we used two-tailed Student’s t test or ANOVA when
appropriate. For nonparametric data, we used Mann-Whitney and
Kruskal-Wallis ANOVA tests (followed by Dunn’s test), depending on
the experimental groups involved in the comparison. A p value < 0.05
was considered to be statistically significant.

3. Results

In INS-1E (Fig. 1a) and EndoC-BH1 cells (Fig. 1b), E2 (10 pM/I to 1
uM) either had no effect or decreased apoptosis. Conversely, BPA
increased apoptosis in both cell lines in a dose-dependent manner
(Fig. 1c, d). Similar results were observed in dispersed islet cells from
female mice (Fig. 1e). These results were confirmed by three other ap-
proaches, i.e., flow cytometry analysis (Fig. 1f), caspase 3/7 activity
(Fig. 1g) and MTT assay (Supplementary Fig. 1). When E2 and BPA were
added together, 1 nM E2 prevented BPA-induced apoptosis (Fig. 1h),
suggesting that E2 and BPA initiate common pathways.

Previous work demonstrated that BPA induced oxidative stress in
beta cells (Carchia et al., 2015; Lin et al., 2013). Similarly, we observed
that BPA upregulated genes encoding the antioxidant enzymes super-
oxide dismutase (Sod2), glutathione peroxidase 4 (Gpx4) and catalase
(Cat) (Supplementary Fig. 2a-c) and increased reactive oxygen species
(ROS) generation (Supplementary Fig. 2d, e). The antioxidant N-ace-
tylcysteine abolished BPA-induced ROS production in INS-1E (Supple-
mentary Fig. 2d) and EndoC-pH1 cells (Supplementary Fig. 2e). Of note,
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Fig. 1. E2 and BPA have different effects on beta cell viability. INS-1E (a,c) and EndoC-pH1 cells (b,d) were treated with vehicle (white bars), E2 (grey bars) or
BPA (red bars) for 24 h. (e) Dispersed islet cells from female mice were treated with vehicle (white bars) or BPA (red bars) for 48 h. Apoptosis was evaluated using
Hoechst 33,342 and propidium iodide staining. (f) INS-1E cells were treated with vehicle (white bar), E2 1 nM(grey bar) or BPA 1 nM (red bar) for 48 h. Annexin V-
FITC-positive cells were analyzed by flow cytometry. (g) EndoC-pH1 cells were treated with vehicle (white bar), E2 1 nM (grey bar) or BPA 1 nM (red bar) for 48 h.
Caspase 3/7 activity was measured by a luminescent assay. Results are expressed as % vehicle-treated cells. (h) INS-1E were treated with vehicle (white bar), E2 1 nM
(grey bar), BPA 1 nM (red bar) or a combination of both (red bars + E2) for 24 h. Apoptosis was evaluated using Hoechst 33,342 and propidium iodide staining. Data
are shown as means + SEM of 3-6 independent experiments. (a-i) *p < 0.05, **p < 0.01 and ***p < 0.001 vs Vehicle, by one-way ANOVA. (h) **p < 0.01 vs Vehicle;

##p < 0.01 and **#p < 0.001 vs BPA 1 nM. One-way ANOVA.

N-acetylcysteine prevented BPA-induced apoptosis in both cell lines
(Supplementary Fig. 2f, g), reinforcing that oxidative stress is involved
in BPA-induced apoptosis. Of note, E2 did not change the ROS levels
(data not shown). These results indicate that ROS production is a key
event involved in BPA-induced beta cell apoptosis.

Because previous results indicate that BPA acts via ERs in beta cells
(Alonso-Magdalena et al., 2008; Martinez-Pinna et al., 2019; Soriano
et al., 2012), we evaluated the expression of ERa, ERf and GPER in INS-
1E and EndoC-pH1 cells by quantitative RT-PCR and western blot.
Considering ERa expression as 1, mRNA analyses showed that the ratio
GPER:ERo:ERf was 100:1:0.3 for INS-1E cells (Supplementary Fig. 3a)
and 675:1:3.3 for EndoC-pH1 cells (Supplementary Fig. 3b). This
expression pattern was confirmed at the protein level, where GPER was
the most highly expressed of the three receptors (Supplementary Fig.
3c).

3.1. GPER mediates BPA-induced apoptosis

We first assessed whether GPER participated in BPA-induced
apoptosis. The GPER antagonist G15 reduced BPA-triggered apoptosis
in INS-1E and EndoC-pH1 cells (Fig. 2a, b). Doses as low as 100 pM of the
GPER agonist G1 induced apoptosis in INS-1E cells (Supplementary Fig.
4a). In comparison with 1 nM BPA, 100 nM G1 presented a significantly
smaller effect on apoptosis in both cell lines (Fig. 2c, d). To further study
the role of GPER in beta cell survival, we used siRNAs to inhibit GPER
expression in INS-1E and EndoC-pH1 cells (Fig. 2e-j, Supplementary Fig.
4b, c). GPER silencing promoted apoptosis under basal conditions in
INS-1E cells but not in EndoC-pH1 cells (Fig. 2f, i). Moreover, GPER-
inhibited cells were less susceptible to BPA-induced apoptosis than
control cells (Fig. 2f, g, i, j). Similar data were obtained with a second,
independent siRNA (data not shown). These results indicate that GPER
activation is part of the mechanism whereby BPA elicits apoptosis.

3.2. ERa and ERp are involved in BPA-induced apoptosis

We then investigated whether ERa and ERp were also implicated in
BPA-induced apoptosis. In both cell lines, the pure antiestrogen ICI

182,780 abolished the BPA effect on apoptosis (Fig. 3a, b). Treatment
with the ERa antagonist methylpiperidinopyrazole (MPP) induced
apoptosis under basal conditions, while propylpyrazoletriol (PPT), an
ERa agonist, did not change viability (Fig. 3¢, Supplementary Fig. 5a, b).
In INS-1E cells, MPP abolished BPA-induced apoptosis (Fig. 3c). To
further characterize ERa participation in cell survival and BPA-induced
apoptosis, we silenced ERa expression in INS-1E and EndoC-pH1 cells
using specific siRNAs (Fig. 3d, g, Supplementary Fig. 5c-e). ERa
knockdown augmented apoptosis under basal conditions and prevented
BPA-induced apoptosis in both cell lines (Fig. 3e, f, h, i). We confirmed
these data with a second, independent siRNA (data not shown).

Regarding ERP, while its antagonist 4-(2-phenyl-5,7-bis(tri-
fluoromethyl)pyrazolo[1,5-a]pyrimidin-3-yl)phenol ~ (PHTPP) also
induced apoptosis under basal conditions, the ER( agonist diary-
Ipropionitrile (DPN) had no effect on beta cell viability (Fig. 4a, Sup-
plementary Fig. 6a, b). ERpP inhibition by siRNAs (Fig. 4c, f,
Supplementary Fig. 6¢-h) induced a substantial increase in apoptosis,
mainly in INS-1E cells; importantly, BPA-elicited apoptosis was partially
lost following ERS silencing (Fig. 4d, e, g, h). Comparable results were
observed with a second, independent siRNA (data not shown). Finally,
the effects of BPA on viability were abrogated in dispersed islet cells
from BERKO mice (Fig. 4b).

3.3. Crosstalk among ERa, ERf and GPER mediates beta cell survival

Because our data indicate that GPER signaling triggers beta cell
apoptosis via downstream activation of ERax and ERf, we sought to
examine this hypothesis. First, we observed that G1-induced apoptosis
was abolished by the antiestrogen ICI 182,780 (Fig. 5a, b). Because G1
may also bind to and activate a 36-kDa variant of ERa, ERa36 (Kang
et al., 2010), we silenced GPER (Fig. 5¢, Supplementary Fig. 7a) to test
whether G1 affected apoptosis via GPER. Of note, G1 did not affect
apoptosis in GPER-silenced cells (Fig. 5d, Supplementary Fig. 7b),
indicating that, in our cell system, G1 acts preferentially through GPER.
Moreover, MPP (ERa antagonist) and PHTPP (ERf antagonist) pre-
vented G1-induced apoptosis (Fig. 5e-h). Then, we tested the G1 effects
on apoptosis upon silencing ERa or ERp separately (siEra and siErf) or
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Fig. 2. BPA-induced apoptosis requires GPER. (a,b) INS-1E (a) and EndoC-pH1 cells (b) were pre-treated with vehicle or GPER antagonist G15 10 nM for 3 h.
Afterwards, cells were treated with vehicle (white bars) or BPA 1 nM (red bars) in the absence or presence of G15 10 nM for 24 h. (c,d) INS-1E (c) and EndoC-pH1
cells (d) were treated with vehicle (white bars), G1 100 nM (blue bars) or BPA 1 nM (red bars) for 24 h. Apoptosis was evaluated using Hoechst 33,342 and propidium
iodide staining. (e-j) INS-1E (e-g) and EndoC-pH1 cells (h-j) were transfected with siCTRL or with a siRNA targeting GPER (siGper1 or siGPERI). Cells were treated
with vehicle (white bars) or BPA 1 nM (red bars) for 24 h. (e,h) Protein expression was measured by western blot. Representative images of four (e) or five (h)
independent experiments are shown. (f,i) Apoptosis was evaluated using Hoechst 33,342 and propidium iodide staining. (g,j) BPA-induced apoptosis data from
Fig. 5f (g) and Fig. 5i (j) are presented as apoptotic index. Data are shown as means + SEM of 4-6 independent experiments. (a,b) **p < 0.01 and ***p < 0.001 vs
untreated vehicle; ##p <0.01, ###p < 0.001 as indicated by bars. Two-way ANOVA. (¢,d) **p < 0.01 and ***p < 0.001 vs vehicle, by one-way ANOVA. (f,i) **p <
0.01 and ***p < 0.001 vs siCTRL vehicle; *p < 0.05 and *#p < 0.01 as indicated by bars. Two-way ANOVA. (g,j) **p < 0.01 vs siCTRL, by two-tailed Student’s t test.

simultaneously (siEra/Erf) (Fig. 5i, Supplementary Fig. 7c-e). As pre- Supplementary Fig. 7f). The G1 effect on apoptosis was lost in ERa-, ERp-
viously described above, ERa or ERf knockdown induced beta cell or ERa/ERp-deficient cells (Fig. 5i, Supplementary Fig. 7f). In addition,
death, and silencing of both receptors simultaneously induced apoptosis G1 induced apoptosis in dispersed islet cells from WT mice, but its effect
to the same extent observed in ER-inhibited cells (Fig. 5i, on apoptosis was completely blunted in dispersed cells from BERKO
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Fig. 3. ERa mediates BPA-induced apoptosis. (a,b) INS-1E (a) and EndoC-pH1 cells (b) were pre-treated with vehicle or antiestrogen ICI 182,780 1 pM for 3 h.
Afterwards, cells were treated with vehicle (white bars) or BPA 1 nM (red bars) in the absence or presence of ICI 182,780 1 uM for 24 h. (c) INS-1E cells were pre-
treated with vehicle or ERx antagonist MPP 100 nM for 3 h. Afterwards, cells were treated with vehicle (white bars) or BPA 1 nM (red bars) in the absence or presence
of MPP 100 nM for 24 h. Apoptosis was evaluated using Hoechst 33,342 and propidium iodide staining. (d-i) INS-1E (d-f) and EndoC-pH1 cells (g-i) were transfected
with siCTRL or with a siRNA targeting ERa (siEra or siERq). Cells were treated with vehicle (white bars) or BPA 1 nM (red bars) for 24 h. (d,g) Protein expression was
measured by western blot. Representative images of four independent experiments are shown. (e,h) Apoptosis was evaluated using Hoechst 33,342 and propidium
iodide staining. (g,j) BPA-induced apoptosis data from Fig. 5e (f) and Fig. S5h (i) are presented as apoptotic index. Data are shown as means + SEM of 4-5 inde-

pendent experiments. (a-c) *p < 0.05 and ***p < 0.001 vs untreated vehicle;

#HH#H

< 0.001 as indicated by bars. Two-way ANOVA. (e,h) **p < 0.01 and ***p < 0.001

vs siCTRL vehicle; *##p < 0.001 as indicated by bars. Two-way ANOVA. (f,i) **p < 0.01 vs siCTRL, by two-tailed Student’s t test.

mice (Fig. 5j). These results indicate that ERp seems to be more
important than ERa for beta cell survival and that ERa and ERp are
required for GPER effects on viability.

3.4. ER heterodimerization

After ligand binding, ERa and ERp form homodimers and hetero-
dimers to exert their biological actions (Levin and Hammes, 2016;
Razandi et al., 2004). Because our data suggest that part of the BPA
effect on apoptosis is directly mediated by ERa and ERp, we sought to
study whether the binding of E2 or BPA would stabilize ER homo and/or
heterodimers. We performed docking and molecular dynamics simula-
tions using human structural models of ERa and ERp. Our models were
obtained from resolved dimeric structures of the ER LBD where the
protein is cocrystallized with ligands E2 and BPA bound to the LBD
cavity that is closed by the transactivation helix H12 (Fig. 6a-c). Fig. 6
depicts models of the ERa-ERa homodimer (ERao; Fig. 6a), ERB-ERp
homodimer (ERpB; Fig. 6b) and ERa-ERP heterodimer (ERaf; Fig. 6¢).

Molecular docking simulations resulted in lower Gibbs free energy
changes for E2 (-11.05 and —10.86 kcal/mol for hERa-LBD and hER-
LBD, respectively) compared with BPA (-8.15 and —8.37 kcal/mol for

hERa-LBD and hERB-LBD, respectively). These values are similar to
those observed for rat ERs (Marroqui et al., 2021) and agree with the
higher affinity of both receptors for E2 (compared with BPA) (Kuiper
et al., 1997). We used these protein-ligand complexes as the starting
point to initiate molecular dynamics simulations of the ligands within
the cavity for 200 ns. Then, we analyzed the monomer-monomer
interaction energy (Fig. 6d-f), the trajectory of the ligands within the
LBD pocket (Supplementary Fig. 8) and the solvation binding energy of
E2 and BPA bound to the LBD cavity (Fig. 6g-i).

When we examined the monomer—monomer interaction energy with
E2 or BPA bound to both cavities of the LBD, we found that for ERax
homodimers, the frequency distribution of the intermolecular interac-
tion energy between monomers was lower for E2 than for BPA (Fig. 6d).
This indicates that E2 stabilizes the ERaa homodimer more than BPA.
For ERBP homodimers, E2 and BPA presented a similar interaction en-
ergy, suggesting comparable ERPp stabilization with both ligands
(Fig. 6e). When the interaction energy for ERoaf heterodimers was
analyzed, E2 presented a much lower interaction energy than BPA,
indicating that BPA does not stabilize heterodimers (Fig. 6f). The tra-
jectory of E2 and BPA within the cavity behaves differently; E2 showed
minimal deviations during the 200 ns simulation time for both
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Fig. 4. ERp mediates BPA-induced apoptosis. (a) INS-1E cells were pre-treated with vehicle or ERp antagonist PHTPP 1 uM for 3 h. Afterwards, cells were treated
with vehicle (white bars) or BPA 1 nM (red bars) in the absence or presence of PHTPP 1 uM for 24 h. (b) Dispersed islet cells from WT and BERKO mice were treated
with vehicle (white bars) or BPA (red bars) for 48 h. Apoptosis was evaluated using Hoechst 33,342 and propidium iodide staining. (c-h) INS-1E (c-e) and EndoC-pH1
cells (f-h) were transfected with siCTRL or with a siRNA targeting ERp (siErp or siERp). Cells were treated with vehicle (white bars) or BPA 1 nM (red bars) for 24 h.
(c,f) Protein expression was measured by western blot. Representative images of four independent experiments are shown. (d,g) Apoptosis was evaluated using
Hoechst 33,342 and propidium iodide staining. (e,h) BPA-induced apoptosis data from Fig. 5d (e) and Fig. 5g (h) are presented as apoptotic index. Data are shown as

means + SEM of 3-5 independent experiments. (a) **p < 0.01 and ***p < 0.001 vs untreated vehicle;

##p < 0.01 as indicated by bars. Two-way ANOVA. (b) ***p <

0.001 vs WT vehicle; *##p < 0.001 vs respective WT. Two-way ANOVA. (d,g) ***p < 0.001 vs siCTRL vehicle; *p < 0.05 and *##p < 0.001 as indicated by bars. Two-
way ANOVA. (e,h) *p < 0.05 and ***p < 0.001 vs siCTRL, by two-tailed Student’s ¢ test.

homodimers and for the heterodimer (Supplementary Fig. 8), suggesting
a high stability of the hormone within the LBD pocket in the homo and
heterodimers. Conversely, BPA shows rapid structural rearrangements
for both homodimers and heterodimers (Supplementary Fig. 8), a
behavior previously shown for monomers (Li et al., 2018; Marroqui
et al., 2021). This suggests a less stable binding of BPA compared to E2
for the three configurations of dimers.

To investigate the binding affinity of both ligands in homo and
heterodimers, we analyzed the frequency distribution of the solvation
binding energy values of E2 and BPA bound to each type of dimer (Wang
et al., 2016) (Fig. 6g-i). Of note, positive values indicate strong
ligand-protein binding (Marroqui et al., 2021). E2 binding to both
homodimer cavities, LBD-ERax (Fig. 6g) and LBD-ERBp (Fig. 6h), shows
very similar values. In the heterodimer, however, the solvation energy
values were higher for E2 binding to the ERa monomer forming the

heterodimer (75 kcal/mol) than for E2 binding to the ERp monomer of
the heterodimer (63 kcal/mol) (Fig. 6i). For BPA, the solvation binding
energy values for homodimers were 30-35 kcal/mol for LBD-ERax
(Fig. 6g) and 55-60 kcal/mol for LBD-ERpf (Fig. 6i), which indicates
that BPA showed higher affinity for ERfp than for ERaa. When we
analyzed LBD-ERap, the frequency distribution of the solvation energy
deviated from a Gaussian distribution, especially for BPA bound to the
beta subunit of the heterodimer (Fig. 6i). This suggests a much lower
BPA affinity for LBD-ERap compared with LBD-ERBf. In summary, these
simulations indicate that BPA affinity is higher for ERBp than for ERoa
and ERaf. Binding of E2 should stabilize the three forms, preferentially
ERoa, while BPA would mainly stabilize ERff and, to a much lesser
extent, ERoa and would not stabilize ERaf.

To further explore how E2, BPA and G1 affect heterodimer forma-
tion, we performed an in situ proximity ligand assay (PLA) and
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Fig. 5. A GPER crosstalk with ERa
and ERp induces apoptosis. (a,b)
INS-1E (a) and EndoC-BH1 cells (b)
were pre-treated with vehicle or
antiestrogen ICI 182,780 1 uM for 3 h.
Afterwards, cells were treated with
vehicle (white bars) or G1 100 nM
(blue bars) in the absence or presence
of ICI 182,780 1 pM for 24 h.
Apoptosis was evaluated using
Hoechst 33,342 and propidium iodide
staining. (c,d) INS-1E were trans-
fected with siCTRL or with a siRNA
targeting GPER (siGper1). Cells were
treated with vehicle (white bars) or
G1 100 nM (blue bars) for 24 h. (c)
Protein expression was measured by
western blot. Representative images
of four independent experiments are
shown. (d) Apoptosis was evaluated
using Hoechst 33,342 and propidium
iodide staining. (e-h) INS-1E (e,g)
and EndoC-pH1 cells (f,h) were pre-
treated with vehicle, ERa antagonist
MPP 100 nM (e,f) or ERp antagonist
PHTPP 1 uM (g,h) for 3 h. Afterwards,
cells were treated with vehicle (white
bars) or G1 100 nM (blue bars) in the
absence or presence of MPP 100 nM
(e,f) or PHTPP 1 uM (g,h) for 24 h.
Apoptosis was evaluated using
Hoechst 33,342 and propidium iodide
staining. (g,h) INS-1E cells were
transfected with siCTRL or siRNAs
targeting ERa (siEra) and ERB (siErf)
or ERa and ERP simultaneously
(siEra/Erp.) Cells were treated with
vehicle (white bars) or G1 100 nM
(blue bars) for 24 h. Apoptosis was
evaluated using Hoechst 33,342 and
propidium iodide staining. (e)
Dispersed islet cells from WT and
BERKO mice were treated with
vehicle (white bars) or G1 100 nM
(blue bars) for 48 h. Apoptosis was
evaluated using Hoechst 33,342 and
propidium iodide staining. Data are
shown as means + SEM of 4-5 inde-
pendent experiments. (a,b,e-h) **p <
0.01 and ***p < 0.001 vs untreated
vehicle; ###p < 0.001 as indicated by
bars. Two-way ANOVA. (d,i) *p <
0.05, **p < 0.01 and ***p < 0.001 vs
siCTRL vehicle; #p < 0.001 as indi-
cated by bars. Two-way ANOVA. (j)
**p < 0.01 vs WT vehicle; ##p <0.01
as indicated by bars. Two-way
ANOVA.
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Fig. 6. Effect of BPA and E2 on the molecular dynamics for the LBD of the homodimer- or heterodimer-ER. Secondary structure models of closed LBD-ER as (a)
alpha homodimer, (b) beta homodimer and (¢) alpha-beta heterodimer. The H12 helix has been colored dark green (alpha monomers) or dark blue (beta monomers).
The structure of E2 (green sticks for carbons) is included within the LBD cavities of both subunits. (d) Frequency distributions of the intermolecular protein Foldx-
calculated interaction energy for the subunits of the alpha homodimer, (e) beta homodimer and (f) alfa-beta heterodimer in the presence of BPA or E2 ligands in each
H12 closed LBD cavity. (g) Frequency distributions of the molecular mechanics Poisson-Boltzmann surface area (MM/PBSA) solvation binding energy values of each
ligand bound to cavity of the alpha homodimer, (h) beta homodimer or (i) alpha-beta heterodimer in the presence of BPA or E2 ligands inside of the closed LBD.
YASARA software-calculated MM|PBSA values more positive energies indicate better binding of the compound bound to the protein. A Gaussian curve overlaps

discrete data.

coimmunoprecipitation. The PLA analysis showed a small number of
heterodimers (shown as red dots) in vehicle-treated cells, which greatly
increased upon E2 exposure for 24 h (Fig. 7a, Veh and E2 panels). In the
presence of BPA or G1, however, very few red dots were observed,
suggesting that these compounds decreased heterodimer formation
(Fig. 7a, BPA and G1 panels). Coimmunoprecipitation assays indicated
that ERa directly bound to ERp (Fig. 7b-e). In agreement with the PLA
data, the interaction between ERa and ERf} was augmented by E2 and
significantly reduced by BPA (Fig. 7b, ¢) and G1 (Fig. 7d, e). Altogether,
these results suggest that E2 promotes ERaf heterodimerization, while
BPA and G1 disrupt ERaf formation.

4. Discussion

BPA is an endocrine disruptor with diabetogenic properties (Alonso-
Magdalena et al., 2011; Sargis and Simmons, 2019). In adult mice, BPA
increases serum insulin levels and induces insulin resistance (Alonso-
Magdalena et al., 2006). In adult humans, BPA rapidly changed plasma
insulin levels (Stahlhut et al., 2018), and epidemiological studies have
linked BPA exposure to type 2 diabetes development (Ranciere et al.,
2019; Wang et al., 2019). When administered to pregnant mice, BPA
altered insulin release, beta cell mass, and the metabolome in male
offspring (Alonso-Magdalena et al., 2010; Bansal et al., 2017; Cabaton

et al., 2013) as well as altered glucose homeostasis in mothers later in
life (Alonso-Magdalena et al., 2015, 2010). In vivo results demonstrating
an increase in BPA-induced apoptosis are scarce. BPA exposure during
pregnancy decreased beta cell mass and increased apoptosis six months
after delivery (Alonso-Magdalena et al., 2015). Increased apoptosis and
decreased beta cell mass were also described in first- and second-
generation male offspring born to mothers treated with BPA during
pregnancy (Bansal et al., 2017). In adult male mice treated with strep-
tozotocin, BPA exacerbated endoplasmic reticulum stress in a mecha-
nism involving altered Ca2* signaling but did not induce apoptosis (Ahn
et al., 2018). Here, we show that environmentally relevant doses of BPA
increase beta cell apoptosis in an ERa-, ERf-, and GPER-dependent
manner. Furthermore, molecular dynamics simulations together with
PLA and coimmunoprecipitation data indicate that BPA binding to ERa
and ERp, as well as GPER activation, decreased ERaf heterodimers. Of
note, the assessment of the in vivo effects of BPA on apoptosis in an
animal model that may be linked to the findings described in this work is
still missing and warrants further investigation.

It has been shown that E2 protects beta cells from several proapo-
ptotic stimuli, such as oxidative stress (le May et al., 2006), proin-
flammatory cytokines (Contreras et al., 2002) and high glucose
(Kooptiwut et al., 2018). These studies suggest that ERa is crucial for
pancreatic islet survival. For example, E2 prevented streptozotocin-
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Fig. 7. E2 and BPA have differential effects on ERa/p heterodimer formation. (a) INS-1E cells were treated with vehicle, E2 1 nM, BPA 1 nM or G1 100 nM for
24 h. Heterodimers were detected using in situ proximity ligand assay, where heterodimers are represented as red dots (Texas red) and nuclei are shown in blue
(DAPI). (b-e) INS-1 E cells were treated with vehicle (white bars), E2 1 nM (grey bars), BPA 1 nM (red bars) (b,c) or G1 100 nM (blue bars) (d,e) for 24 h. Cells were
lysed and proteins collected for co-immunoprecipitation with anti-ERf antibody. Nonspecific rabbit IgG was used as a negative control. Inmunoprecipitates and total
protein (Input) expression were measured by western blot. Representative images of three to five independent experiments are shown (b,d) and densitometry results
are presented for ERa-specific binding to ERp (c,e). Values were normalised by GAPDH and then by the value of vehicle-treated cells of each experiment (considered
as 1). Data are shown as means + SEM of 3-5 independent experiments. (¢) **p < 0.01 vs vehicle; ##p < 0.01 as indicated by bars. One-way ANOVA. (e) *p < 0.05 vs

vehicle, by two-tailed Student’s t test.

induced beta cell apoptosis in vivo and protected mice from insulin-
deficient diabetes in an ERa-dependent manner (le May et al., 2006).
Furthermore, ERa preserved mitochondrial function and attenuated
endoplasmic reticulum stress in a context where ERa silencing promoted
ROS production and induced beta cell apoptosis (Zhou et al., 2018).
Here, ERa knockdown or treatment with the ERa antagonist MPP
induced beta cell apoptosis, reinforcing an antiapoptotic role of this
receptor even in the absence of added ligands. In the presence of ER
ligands, we observed two different scenarios: while an ERa agonist had
no effect on viability, BPA induced ROS production and beta cell
apoptosis, indicating that BPA disrupts the ERa antiapoptotic role. Our
findings indicate that ERp also plays a pro-survival role in beta cells
because either its silencing or antagonism with PHTPP leads to
apoptosis. Interestingly, the percentage of apoptosis in ERp-silenced
cells was much higher than that in ERa-deficient cells, suggesting that
ERpP may be more important for beta cell survival. The BPA effect on
apoptosis was abrogated in ERp-inhibited cells, indicating that ERp is
also involved in BPA-induced apoptosis. The antiapoptotic protection
conferred by ERs is in line with previous findings in islets from ERa- and
ERp-knockout mice (Liu et al., 2009).

After ligand binding, ERa and ERp form homo and heterodimers to
exert their biological effects (Levin and Hammes, 2016). Different ER
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ligands stabilize ERax and ERp homo and heterodimers in a variety of
combinations that mediate the effect of those ER ligands (Paulmurugan
et al.,, 2011). Our bioinformatic results predicted that E2 favors the
formation of ERaa, ERBB and ERap. BPA, however, stabilized ERBf but
did not stabilize ERap heterodimers. Based on these results, we proposed
a model where ERaa, ERB and ERap are antiapoptotic under basal
conditions. Upon binding, E2 favors ERap heterodimers as well as ERoo
and ERPP homodimers, thus protecting beta cells from apoptosis.
Conversely, ERap heterodimer formation does not occur in the presence
of BPA; in fact, the number of ERap heterodimers is even decreased by
BPA exposure. How can the change in the degree of ERuaf hetero-
dimerization influence apoptosis levels? With the experiments described
in this work, we cannot know exactly, but we can speculate that the
nonformation of heterodimers in the presence of BPA or G1 will increase
the proportion of free ERx and ERf that could form dimers of ERax and
ERPp in the presence of BPA and, according to our bioinformatics data,
preferentially ERPf. This modification of the dimer and heterodimer
populations may lead to a lower basal protection from apoptosis, visu-
alized in our experiments as an increase in apoptosis (Fig. 8). Another
possibility that we cannot rule out is that in the presence of E2 or BPA,
different combinations of heterodimers are formed with the five existing
isoforms of ERf. In this work, we show the presence of ERf isoforms in



I. Babiloni-Chust et al.

20 Ofeh
I

APOPTOSIS

Environment International 164 (2022) 107250

eSS &

APOPTOSIS //

Fig. 8. Scheme summarizing our model for E2 and BPA effects on beta cell apoptosis. (a) In basal conditions, ERa, ERf homodimers and ERaff heterodimers
exist and protect beta cells from apoptosis. These dimers are also stabilized by E2. (b) Activation of GPER by G1 or BPA decreases ERap heterodimers and increases
apoptosis. Binding of BPA to ERa and/or ERp disfavors ERofp formation. Created with BioRender.com.

pancreatic beta cells (ESM 5). It has been previously shown that
different ERp isoforms can give rise to opposite effects even in the same
cell type (Leung et al., 2006; Yan et al., 2021). This possibility warrants
further study.

A direct effect of BPA on ERa and ERp heterodimerization may
explain the part of the BPA apoptotic effect that is neither blocked by
GPER antagonism nor fully achieved by GPER activation. Nonetheless,
we demonstrated that GPER activation by either BPA or G1 contributes
to beta cell apoptosis. Because BPA binds to GPER in other cell systems
(Thomas and Dong, 2006) and induces rapid nongenomic effects
(Chevalier et al., 2014), it is plausible to assume that BPA acts as a GPER
agonist in beta cells. Both cell lines expressed GPER mRNA and protein
to a higher extent than ERa and ERf. Quantification of protein levels
between both cell lines is difficult with the present data; nonetheless,
there is a trend to higher levels of GPER in EndoC-$H1 compared to INS-
1E. This may explain why the effect of G1 was stronger in the human cell
line than in the rat cell line. In any case, similar results were obtained
throughout the whole manuscript despite the differences in GPER
expression between both cell lines.

Because the G1 and BPA effects were abolished in the presence of an
ER antagonist, after ER knockdown and in islet cells from BERKO mice,
we suggest that ERax and ERp are responsible for the effect of GPER
activation. Remarkably, E2, which binds to and activates GPER
(Revankar et al., 2005; Thomas et al., 2005), does not behave as G1 or
BPA. The reason for these differences remains elusive. Crosstalk between
GPER and ERa has been described for E2 and environmental estrogens
(Qie etal., 2021). GPER interacts with ERa signaling directly by physical
association and indirectly by GPER activity, modifying ERa expression
and/or function (Romano and Gorelick, 2018). Crosstalk with ERp has
been less studied, and in this work, the mode of crosstalk is another open
question for future studies.

Thus, along with BPA effects on insulin secretion and insulin sensi-
tivity, the BPA-induced apoptosis described by us (present data) and
others Carchia et al., 2015; Lin et al., 2013) may contribute to eluci-
dating the diabetogenic effects of BPA described above. In this work,
BPA induces apoptosis at doses within the picomolar and nanomolar
ranges, which agrees with both in vivo and in vitro studies showing that
BPA has effects at low doses (Soto et al., 2021; vom Saal and Vanden-
berg, 2021). Although BPA shows a low affinity for ERa and ER (Kuiper
et al., 1998; Molina-Molina et al., 2013) and binds to GPER with an ICsq
of 630 nM (Thomas and Dong, 2006), it is plausible to expect that an
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amplification of the response to BPA caused by the crosstalk among the
three ERs contributes to the proapoptotic effect induced by low con-
centrations of BPA.

Currently, there is a lack of methods for testing EDCs that disrupt
metabolism and metabolic functions (Legler et al., 2020). The MIE
triggered by BPA and the subsequent increase in ROS production should
help to develop novel cellular testing methods to identify other EDCs
with diabetogenic properties. Moreover, our results reinforce the need to
incorporate ERx and ERp homodimer and heterodimer formation in tests
to identify EDCs, as has been already proposed for ERa dimer formation
(Kim et al., 2021). Finally, the MIE described herein reflects the
complexity of the molecular mechanisms underlying EDC actions. Such
complexity complicates the prediction of a given EDC effect without
having exact knowledge of the MIE involved. Acquiring this knowledge
is a long-term goal; therefore, a deep understanding of MIEs should not
be a strict requirement to create public health policies on EDCs (Soto and
Sonnenschein, 2018).

5. Conclusions

The three estrogen receptors, ERa, ERp and GPER, protect beta cells
from apoptosis under basal conditions. Low doses of BPA increased beta
cell apoptosis in three different cell models, i.e., dispersed mouse islet
cells, the rat beta cell line INS-1E, and the human beta cell line EndoC-
fH1. Our data indicate that EndoC-pH1 cells work as a proper human
cell model for the identification of EDCs with diabetogenic activity.

The proapoptotic effect of BPA involves crosstalk among the three
estrogen receptors. Activation of GPER by G1 or BPA induced apoptosis
via ERa and ERp. Our results indicate that BPA directly decreases ERaf
heterodimers via ERa and ERf or after activation of GPER. This decrease
in ERap heterodimers disrupts the active antiapoptotic effect of ERa and
ER in beta cells. Our results should help to develop new test methods to
identify diabetogenic EDCs based on the use of human EndoC-pH1 cells,
GPER activation, ROS production, and homo and heterodimerization of
ERa and ERB.
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Supplementary Table 1. List of SRNAsused in this study.

Code Name Distributor Sequence (5't0 3")
. Allstars Negative | Qiagen, Venlo, .
SCTRL Control SsSRNA Netherlands Sequence not provided
Rn_Gpr30_1 .
Rat siGperl | FlexiTube SIRNA Qll\lagtine’rl\;neg[so’ Sequence not provided
(S101518335)
Rn_Gpr30_2 ,
Rat siGperl | FlexiTube SIRNA Qll\lagtinérl\;neg!so, Sequence not provided
(S101518342)
. Esr1RSS302814 Invitrogen,
Rat siEra (3 RNAI) Pasiey. UK GCUACAAACCAAUGCACCAUCGAUA
. Esr1RSS302815 Invitrogen,
Rat siEra (3 RNAI) Pasiey. UK GCUUAAUUCUGGAGUGUACACAUUU
RatSErf | Esr2RSS303096 I';;‘ggyogﬁ CCCAAAUGUGCUAUGGCCAACUUCU
Rat SiErp Esr2RSS303097 Il:)r;\g g;ggk GCGUAGAAGGGAUUCUGGAAAUCUU
Human F SZ_T?JES gcl)Q_IiA Qiagen, Venlo, Sequence not provided
S GPER1 (SI00430360) Netherlands
Human HS.—GPR:B.O—l Qiagen, Venlo, .
SGPERL FlexiTube SSIRNA Netherlands Sequence not provided
(S100430367)
. HSESR18 Qiagen, Venlo, .
Human siERa (SI102784101) Netherlands Sequence not provided
. HSESR2 6 Qiagen, Venlo, .
Human siERp (SI103083269) Netherlands Sequence not provided




Supplementary Table 2. List of primersused in this study.

Gene Forward Reverse
Sequence (5'-3") Sequence (5'-3")
Rat Esrl CTGACAATCGACGCCAGAA TCGTTACACACAGCACAGTAG
Rat Esr2 TGGTCATGTGAAGGATGTAAGG TTACGCCGGTTCTTGTCTATG
Rat Gperl TCTACACCATCTTCCTCTTCCC ACAGGTCTGGGATAGTCATCTT
Rat Gapdh AGTTCAACGGCACAGTCAAG TACTCAGCACCAGCATCACC
Human ESR1 CAGATGGTCAGTGCCTTGTT GTTGGTCAGTAAGCCCATCAT
Human ESR2 TGGGCACCTTTCTCCTTTAG AGGTGTGTTCTAGCGATCTTG
Human GPERL | GTCTCTAAACTGCGGTCAGATG AGCAATTCTGTGTGAGGAGTG

Human B-actin

CTGTACGCCAACACAGTGCT

GCTCAGGAGGAGCAATGATC




Supplementary Table 3. List of antibodies used in this study.

Target Antibody | Manufacturer and Species Dilution RRID
antigen Name catalogue number raised in
(Cat no.)
ERa Estrogen Invitrogen; Cat no. | Mouse, 1:1000 (WB) | AB_10986080
Receptor MA5-13191 monoclonal
alpha
Monoclonal
Antibody
ERa Estrogen Thermo Fisher Rabbit, 1:200 (PLA) | AB_10981779
Receptor Scientific; Cat no. | monoclond
apha MAB5-14501
Monoclonal
Antibody
(SP1)
ERp Estrogen Invitrogen; Cat no. | Mouse, 1:2000 (WB) | AB_2717280
Receptor MAS5-24807 monoclonal and 2 mg/ml
Beta (1P)
M onoclonal
Antibody
ERp Estrogen Thermo Fisher Mouss, 1:2000 AB_558839
Receptor beta | Scientific; Cat no. | monoclonal (PLA)
Monoclonal MA1-23217
Antibody
(14C8)
GPER Anti-G- Abcam; Cat no. Rabbit, 1:1000 (WB) | AB_1141090
protein Ab-39742 polyclona
coupled
receptor 30
antibody
a-Tubulin | Monoclonal | Sigma; Cat no. Mouse, 1:5000 AB_477593
Anti- T9026 monoclonal (WB)
aTubulin
antibody
GAPDH GAPDH Cell Signaling Rabbit, 1:1000 (WB) | AB_10622025
(D16H11) Technology; Cat monoclonal
XP Rabbit no. 5174
mADb
antibody
B-Actin B-Actin Cdl Signaling Rabbit, 1:1000 (WB) | AB_10950489
(D6AB) Technology; Cat monoclonal
Rabbit mAb | no. 8457
antibody
Goat anti- | Goat Anti- Bio-rad; Cat no. Goat, 1:5000 AB_11125547
mouse IgG | Mouse IgG 170-6516 Polyclonal (WB)
(H+L) HRP
Conjugate

antibody




Goat anti- | Goat Anti- Bio-rad; Cat no. Goat, 1:5000 AB 11125142
rabbit IgG | Rabbit 1gG 170-6515 Polyclonal (WB)

(H+L) HRP

Conjugate

antibody
Goat anti- Normal Cell Signaling Goat, Usedfor IP | AB_1031062
rabbit IgG | Rabbit 1gG Technology; Cat Polyclona

antibody no. 2729
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Supplementary Fig. 1 E2 and BPA have different effects on beta cell viability. INS-
1E (a,c) and EndoC-BH1 cells (b,d) were treated with vehicle (white bars), E2 (grey bars)
or BPA (red bars) for 48 h. Cell viability was evaluated by MTT assay. Data are shown
as means + SEM of 5 independent experiments. *p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001 vs
Vehicle. One-way ANOVA.
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Supplementary Fig. 2 Involvement of oxidative stressin BPA-induced apoptosis.
(a-c) mMRNA expression of Sod2 (a), Gpx4 (b), and Cat (c) in INS-1E cells treated with
vehicle (white bars) or BPA 1 nmol/l (red bars) for 24 h. mRNA expression was
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measured by gRT-PCR and normalised to the housekeeping gene Gapdh, and it is
shown as fold vs vehicle. INS-1E (d) and EndoC-pBH1 (e) cells were treated with vehicle
(white bars) or BPA 1 nmol/l (red bars) in the absence or presence of N-acetylcysteine
(NAC; 3 mmol/l) for 24 h. Oxidative stress was measured by oxidation of the
fluorescent probe DCF and normalized by total protein. INS-1E (f) and EndoC-BH1 (Q)
cells were treated with vehicle (white bars) or BPA 1 nmol/I (red bars) in the absence or
presence of NAC 3 mM for 24 h. Apoptosis was evaluated using Hoechst 33342 and
propidium iodide staining. Data are shown as means + SEM of 3-6 independent
experiments. (a-c) *p<0.05 and **p<0.01, by two-tailed Student’s't test. (d-g) **p<0.01
and ***p<0.001 vs the respective vehicle; #p<0.01 and ##p<0.001 as indicated by bars.
Two-way ANOVA.
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Supplementary Fig. 3 ERa, ERp and GPER expression in INS-1E and EndoC-gH1
cells. mRNA expression of ERa, ERB and GPER in INS-1E (a) and EndoC-BH]1 cells (b).
MRNA expression was measured by gRT-PCR and normalised to the housekeeping genes
Gapdh (a) and p-actin (b). Data are shown asfold-change of ERa expression (considered
as 1). (c) Protein expression of ERa, ERB and GPER in INS-1E (left panel) and EndoC-
BHI cells (right panel) was measured by western blot.
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Supplementary Fig. 4 GPER activation induces apoptosis. (a2) INS-1E cells were
treated with vehicle (white bars) or GPER agonist G1 (blue bars) for 24 h. Apoptosis was
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evaluated using Hoechst 33342 and propidium iodide staining. (b,c) Densitometry
analysis of immunoblots shown in Fig. 2e (b) and Fig. 2h (c). Values were normalised by
a-tubulin (b) or B-actin (c) and then by the value of siICTRL-transfected vehicle-treated
cells of each experiment (considered as 1). Data are shown as means =+ SEM of 4-6
independent experiments. (a) * p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001 vs Vehicle, by one-way
ANOVA. (b,c) *p<0.05 and ***p<0.001 vs the respective sICTRL. #p<0.01 asindicated
by bars. Two-way ANOVA.
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Supplementary Fig. 5 PPT effect on viability and confirmation of ERa knockdown.
INS-1E (a) and EndoC-BH1 cells (b) were treated with vehicle or ERa agonist PPT (1
nmol/l inb) for 24 h. Apoptosiswas eval uated using Hoechst 33342 and propidium iodide
staining. (c-f) INS-1E cells were transfected with siCTRL or with a siRNA targeting ERa
(siEra). Cells were treated with vehicle (white bars) or BPA 1 nmol/l (red bars) for 24 h.
Protein expression was measured by western blot. Representative images of three
independent experiments are shown (¢) and densitometry results are presented for
different ERa variants, namely ERa 66 (d), ERa 46 (€) and ERa 36 (f). Vaues were
normalised by o-tubulin (a-tub) and then by the value of sSICTRL-transfected vehicle-
treated cells of each experiment (considered as 1). (g,h) Densitometry analysis of
immunoblots shown in Fig. 3d (g) and Fig. 3g (h). Values were normalised by a-tubulin
or B-actin and then by the value of sSICTRL-transfected vehicle-treated cells of each
experiment (considered as 1). Data are shown as means = SEM of 3-4 independent
experiments. (d-h) *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs the respective SSICTRL, by two-
way ANOVA. PPT, propylpyrazoletriol.
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Supplementary Fig. 6 DPN effect on viability and confirmation of ERB knockdown.

INS-1E (a) and EndoC-BHI1 cells (b) were treated with vehicle or ERB agonist DPN (1
nmol/l inb) for 24 h. Apoptosiswas eval uated using Hoechst 33342 and propidium iodide
staining. (c-f) INS-1E cells were transfected with siCTRL or with a siRNA targeting ERa
(SiEr p). Cells were treated with vehicle (white bars) or BPA 1 nmol/l (red bars) for 24 h.
Protein expression was measured by western blot. Representative images of three
independent experiments are shown (¢) and densitometry results are presented for
different ERpB variants, namely ERB 49 (d), ERB 35 (e) and ERpB 30 (f). Vaues were
normalised by o-tubulin (a-tub) and then by the value of siCTRL-transfected vehicle-
treated cells of each experiment (considered as 1). (g,h) Densitometry anaysis of
immunoblots shown in Fig. 4c (g) and Fig. 4f (h). Values were normalised by a-tubulin
or B-actin and then by the value of sICTRL-transfected vehicle-treated cells of each
experiment (considered as 1). Data are shown as means = SEM of 3-6 independent
experiments: (d-h) *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs the respective siCTRL, by two-
way ANOVA. DPN, diarylpropionitrile.
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Supplementary Fig. 7 GPER requires ERa and ERP to induce apoptosis. (a)
Densitometry analysis of immunaoblots shown in Fig. 5¢c. Values were normalised by a-
tubulin and then by the value of sSICTRL-transfected vehicle-treated cells of each
experiment (considered as 1). (b) G1-induced apoptosis data from Fig. 5d are presented
as apoptotic index. (c-e) Related to Fig. 5i. Protein expression was measured by western
blot. Representative images of four independent experiments are shown (c) and
densitometry results are presented for ERa (d) or ERP (€). (f) G1-induced apoptosis data
from Fig. 51 are presented as apoptotic index. Data are shown as means + SEM of 4
independent experiments. (a,d,e) *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs the respective
SICTRL, by two-way ANOVA. (b) *p<0.05, by two-tailed Student’s t test. (f) *p<0.05
and **p<0.01 vs ICTRL, by one-way ANOVA.



Supplementary Fig. 8 Molecular dynamics simulation of homo- and heter odimer s of

hLBD-ER. Analysis of the trgectory of the ligands bound to the closed cavity of the
LBD-ER for homodimers o/a (), homodimers B/f (b) and heterodimers o/p (C).
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