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|.- ESTROGENOS

La Real Academia de la Lengua Espafiola (http://www.rae.es) y la
‘Encyclopedaedia Britannica’ (http://www.britannica.com) definen ESTROGENO como
“sustancia que produce el estro o celo de los mamiferos”. Knauer ya demostr6 en 1900 que
los trasplantes ovaricos evitaban la atrofia del Gtero en las conejas ovariectomizadas. Doce
afios mas tarde Adler (1912) obtuvo de los ovarios una sustancia que producia el estro en la
conejilla de Indias. La experimentacion animal permitio a Doisy (premio Nobel de
Fisiologia y Medicina en 1943) y Allen aislar en 1923 un potente estrégeno del liquido
folicular del ovario de la cerda. En 1927 Aschheim y Zondek demostraron que la orina de
las embarazadas era rica en sustancias estrogénicas y antes de los dos afios, Doisy (1929) y
Butenandt (1929) anunciaron, casi al mismo tiempo, la cristalizacion de una sustancia
estrogénica que mas adelante recibié el nombre de estrona. Al afio siguiente, Browne aislo
del tejido placentario el estriol. Sin embargo, no fue hasta 1936 cuando el grupo de
MacCorquodale cristalizo el estradiol, el mas potente de los tres estrogenos {Pritchard &
MacDonald 1981}.

En 1936 el ‘Council on Pharmacy and Chemistry of the American Medical
Association” adoptd el término estrégeno en sentido colectivo para designar todas las
sustancias capaces de provocar las modificaciones tipicas del estro: hipertrofia del utero,
cornificacion de la vagina e induccion de la conducta de acoplamiento de animales

inmaduros o adultos ooforectomizados {Pritchard & MacDonald 1981}.

Se ha demostrado la existencia de méas de 20 estrogenos en la orina y el plasma de
mujeres embarazadas. Los tres principales son estriol, estrona y estradiol cuya estructura se
presenta en la Figura 1. La fuente mayoritaria de estrogenos en la mujer es el ovario y
durante la gestacion la encargada es la unidad fetoplacentaria. También hay una parte de la
biosintesis que es extraglandular y en todos los casos los estrogenos se obtienen a partir del
colesterol. La produccién extraglandular, fundamentalmente en la glandula suprarrenal,
constituye el mecanismo principal para la formacion de estrogenos en las nifias
prepuberales, en las mujeres posmenopausicas y en el hombre adulto joven. En el hombre
normal, una pequefia cantidad de estradiol es secretada directamente por los testiculos.
{Pritchard & MacDonald 1981; Fuchs & Klopper 1982; Hadley 1997; Debuse 1998}.
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En mujeres, la concentracion de estradiol varia entre 100pg/ml (367pM) en la fase
folicular y 600pg/ml (2.2nM) en la ovulacién y puede aumentar hasta 20ng/ml (70nM)
durante el embarazo. Después de la menopausia, los niveles de estradiol caen a los
normales en hombres de edad similar (5-20pg/ml — 18-74pM) {Mendelsohn & Karas
1999}.

OH 0}
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FIGURA 1. Estructura de los tres estrégenos principales
Los tres estrogenos se sintetizan a partir de colesterol. Tienen la misma estructura
basica de esteroide y sélo difieren en los radicales.
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I.A.- FUNCION DE LOS ESTROGENOS

EFECTOS GENERALES EN LA MUJER

Los estrogenos producidos durante la maduracion puberal en la mujer son los
responsables del desarrollo de los caracteres sexuales femeninos: crecimiento de las
mamas, las trompas de Falopio, el foliculo ovérico y engrosamiento del epitelio vaginal.
Estimulan la actividad del epitelio cervical, de manera que el moco permite con mas
facilidad la penetracion de los espermatozoides. Afectan a la distribucion de la grasa y
causan retencién de agua y sal, aumento de peso, inducen la secrecién de las glandulas
sebéceas, estimulan el crecimiento del vello pubico y axilar, mantienen la libido y el
comportamientamiento sexual. También estimulan el crecimiento lineal del hueso y el
cierre de la epifisis en los animales inmaduros, incluyendo el hombre {Pritchard &
MacDonald 1981; Hadley 1997}.

Los estrogenos sintetizados en la glandula suprarrenal y en los testiculos también
participan en el desarrollo sexual masculino. Esto se ha puesto de manifiesto al estudiar
ratones macho carentes (knockout) de REa y B. Estos animales presentan un desarrollo
normal del aparato reproductor, pero son estériles {Couse et al. 1999} y ademéas ven

reducido su comportamiento agresivo y sexual {Ogawa et al. 2000}.

CICLO MENSTRUAL

El ciclo menstrual es el proceso por el cual madura un foliculo ovérico, libera un
ovulo y si no se produce la fecundacion, es expulsado por la vagina junto al endometrio
que se habia desarrollado para albergar el huevo fecundado.

Durante la fase folicular, primeros 14 dias del ciclo, el foliculo se desarrolla
pasando por distintas etapas hasta que libera el dvulo (ovulacion), que viaja al utero en
donde puede ser fecundado. Si lo es, se implanta en el endometrio desarrollado durante
todo ese tiempo y da lugar a un feto. Si por el contrario no es fecundado, el cuerpo lGteo
formado con los restos del foliculo tras la expulsion del 6vulo, degenera. Esta es la llamada
fase lUtea.

El foliculo se desarrolla gracias a la secrecion de las hormonas LH (hormona
luteinizante) y FSH (hormona estimuladora de los foliculos) por la hipofisis. Estas
producen un aumento en la sintesis de estrogenos por el foliculo, que por un mecanismo de

retroalimentacién positiva, estimulan la hipdfisis para producir mas LH y FSH. La
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ovulacion coincide con el pico en la secrecion de ambas. A continuacién, ya en la fase
lutea, la secrecion de estrogenos disminuye y la LH es la responsable de transformar el
foliculo roto en el cuerpo lGteo. Este secreta estrogenos y progesterona, que inhiben la
liberacion de GnRH (hormona liberadora de gonadotropina) por el hipotadlamo, lo que
regula negativamente la secrecion de FSH y LH. La progesterona producida por el cuerpo
luteo prepara el tejido endometrial para la implantacion del 6vulo fecundado. Si por el
contrario el 6vulo no es fecundado se produce el menstruo, en el cual éste es expulsado
junto con el tejido endometrial desarrollado. Tras la menstruacion vuelven a disminuir los
valores de estrdégenos y progesterona, lo que hace que la secrecién de FSH y LH por la
hipdfisis vuelva a aumentar y se incie asi un nuevo ciclo {Pritchard & MacDonald 1981,
Hadley 1997; Debuse 1998}

GESTACION

Si el dvulo es fecundado se implanta en el endometrio y la placenta en desarrollo
empieza a producir gonadotropina corionica. Esta hormona, cuya accién es similar a la de
la LH, induce el crecimiento del cuerpo liteo impidiendo su degeneracion. Este sigue
secretando progesterona y estrogeno hasta que la placenta se hace cargo completamente de
su produccién, momento en el que el cuerpo lGteo degenera. La continua secrecién de
progesterona y estrogeno durante todo el embarazo hace que la FSH y la LH hipofisarias
no vuelvan a ser secretadas hasta después del parto. Las dos hormonas gonadales
secretadas por el cuerpo luteo o la placenta inician el crecimiento de los tejidos mamarios
preparandolos para la lactancia {Fuchs & Klopper 1982; Hadley 1997}.

Los niveles de los tres estrgenos principales aumentan en la sangre materna
durante la gestacion y descienden bruscamente tras la expulsion del feto y de la placenta.
El estradiol asciende desde una media de 7.1ng/ml (26nM) en la semana 22 hasta 23ng/ml
(84nM) en la semana 41 {Fuchs & Klopper 1982}.
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|.B.- RECEPTORES DE ESTROGENOS
INTRACELULARES CLASICOS

La mayor parte de los efectos de los estrdgenos descritos anteriormente estan
mediados por los receptores de estrogenos intracelulares (RE). Estos pertenecen a una
superfamilia de receptores intracelulares con estructura y funcionamiento similares, que
incluye el receptor de glucocorticoides, mineralocorticoides, progesterona, vitamina D,
hormona tiroidea, andrégenos, acido retinoico y acido 9-cis retionoico. Todos ellos son
factores de transcripcion, funcionalmente activos tras unirse su ligando y que producen
efectos gendmicos a largo plazo {Evans 1988; Tsai & O'Malley 1994; Kuiper &
Gustafsson 1997}.

Aunque ya se habia descrito la presencia de proteinas intracelulares capaces de unir
estrdgenos durante la década anterior, no fue hasta 1986 cuando se cloné el primer receptor
de estrogenos a partir de la linea celular de cancer de mama humano MCF-7 {Walter et al.
1985; Greene et al. 1986; Green et al. 1986}. Mas tarde llegaron los de rata {Koike et al.
1987}, pollo {Krust et al. 1986} y raton {White et al. 1987}. Durante muchos afos se
creyo en la existencia de un solo receptor de estrogenos. Sin embargo, algunos compuestos
relacionados con los estrogenos se comportaban como agonistas 0 antagonistas
dependiendo del tejido {Katzenellenbogen et al. 1996}, asi que a partir de 1996 se fueron
clonando sucesivamente los RE[ de rata {Kuiper et al. 1996}, humano {Mosselman et al.
1996} y ratdon {Tremblay et al. 1997}. Numerosos estudios se han realizado para saber la
diferencia funcional entre los dos receptores {Paech et al. 1997}, la afinidad por sus
ligandos {Kuiper et al. 1997; Kuiper et al. 1998}, el comportamiento diferencial de un
mismo agonista o0 antagonista {Barkhem et al. 1998} y la expresion en diversos tejidos
{Muramatsu & Inoue 2000}.

El REa. humano estd formado por 595 aminoécidos, con un peso molecular de
66.2kDa {Greene et al. 1986}, mientras que el REB por 530 aminoécidos y 53.2 kDa
{Mosselman et al. 1996}. Se han encontrado varios ARNm {McEwen & Alves 1999} por
la utilizacion de diferentes promotores y por procesamiento alternativo de los exones de
REa y REB humanos {Grandien et al. 1993; Flouriot et al. 1998; Moore et al. 1998;
Ogawa et al. 1998}, pollo {Griffin et al. 1998} y rata {Hirata et al. 1996; Chu & Fuller
1997; Petersen et al. 1998; Maruyama et al. 1998; Hanstein et al. 1999}. Ademas se ha
detectado la presencia de un receptor de estrégenos de 112 kDa en el cortex de cerebro de
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raton {Asaithambi et al. 1997} y un RE gamma en teleostos, cuyo ARNm tiene un tamafio
de 4.6kb y probablemente haya sido generado por duplicacion de ERP. Este dltimo es
abundante en ovario y testiculos, mientras que estd ausente o poco expresado en higado,

musculo y cerebro {Hawkins et al. 2000}.

REo

1 38 180 263 302 553 595 aa
NH, [A B C |D E F| COOH
AF ADN HORMONA
REP 1 148 214 267 500 530 aa
NH, A/B C|D E F| COOH

FIGURA 2. Representacion esquematica de la distribucién en
dominios de los REa y RE humanos

En el esquema se presenta la distribucion en dominios de los receptores de
estrogenos o y p humanos, asi como la localizacion de las regiones mas importantes para
su funcionamiento. También se indican los aminoacidos (aa) a partir de los cuales empieza
y termina cada uno de los dominios. AF indica funcion de transactivacion; ADN, zona de
interaccion con el ADN y HORMONA, el dominio en donde interacciona el estrogeno.
Tomado de Dechering et al.2000.

En general, los receptores de hormonas esteroideas presentan una distribucion en 6
dominios (A-F) con distinta funcion (Figura 2). Los extremos amino y carboxi terminales,
A/B y E/F respectivamente, poseen funcion de transactivacion. EI dominio E es largo y en
él se encuentra el sitio de union del ligando, asi como regiones implicadas en la
dimerizacion del receptor y de localizacion nuclear. En el C hay dos dedos de zinc
responsables de la unién al ADN y otras zonas de dimerizacion. En el dominio D se sitlian
las sefiales de localizacion nuclear y de transactivacion {Beato 1989; Tsai & O'Malley
1994; Dechering et al. 2000}. La homologia entre los dos receptores de estrégenos es del

47% en humanos {Enmark et al. 1997} y varia dependiendo del dominio. Los menos

10
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conservados son el A/B, F y D, mientras que el dominio de union a ADN presenta un 96%
de homologia y el de unién al ligando del 60%. En otras especies la homologia es muy
similar {Dechering et al. 2000}.

Los receptores de esteroides, ya estén localizados en el citosol o en el nicleo en su
forma inactiva, se traslocan al nacleo cuando son ativados por la unién de sus ligandos. El
RE inactivo es parte de un complejo que incluye chaperonas, Hsp90 (heat shock protein) y
Hsp56, que se disocian tras la unién del estrogeno {Pratt & Toft 1997}. Una vez liberado
del complejo, el receptor forma homo o heterodimeros que interaccionan con una zona
especifica del ADN. Esta secuencia consiste en un palindrome invertido de 15 pares de
bases, que se encuentra en la regiones reguladoras de algunos genes. Al situarse sobre ese
region especifica del ADN, el complejo RE-estrégeno regula la maquinaria de
transcripcion, bien a través de una interaccion directa o bien por medio de otros factores de
transcripcion {Couse & Korach 1999; Falkenstein et al. 2000}.

|.C.-EFECTOS RAPIDOS DE LOS ESTROGENOS
POR VIAS ALTERNATIVAS

Los efectos de los estrogenos han estado clasicamente mediados por mecanismos
gendémicos a través de los receptores intracelulares descritos anteriormente. Estos
mecanismos son lentos y son necesarios al menos 20-30 min para detectarse un efecto
celular. En el momento de la publicacion en 1975 de la primera respuesta rapida a
estrogenos en células endometriales {Pietras & Szego 1975}, los términos RE intracelular
y mecanismo genomico eran inseparables. Por lo tanto, los efectos rapidos encontrados por
Pietras & Szego abrieron un nuevo campo de actuacion de estas hormonas hidrofobicas
(Figura 3). De inmediato se sospeché que la transcripcion génica podria no estar
participando en estos nuevos efectos, por la rapidez con la que se producian, y por tanto
también se cuestiond la implicacion de los receptores de estrdgenos intracelulares. De
modo que surgio la idea de la existencia de un receptor en la membrana plasmatica que
estuviera mediando lo que casi con seguridad se trataba de efectos no gendémicos. La
hipétesis de un receptor en la membrana fue corroborada dos afios més tarde por los
mismos autores cuando detectaron sitios de union para estrogenos en la membrana

plasmatica de las células endometriales {Pietras & Szego 1977}.

11
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Ademas de la rapidez con la que se producen los nuevos efectos de los estrogenos,
la participacion de la via gendmica se descarta con la utilizacién de inhibidores de la
sintesis de ARN y de proteinas. Por otra parte, la implicacion de un receptor en la
membrana plasméatica se demuestra con la utilizacion de estrdgenos unidos a
macromoléculas, como BSA o peroxidasa, que les impiden atravesar la membrana
plasmatica por su gran tamafio y no pueden tener efecto intracelular sobre los receptores
clasicos {Ramirez & Zheng 1996; Nadal et al. 1998; Schmidt et al. 2000}.

ESTROGENO ‘.
l‘

Canal Ionico

Receptor ‘

Membrana ' f‘

Mensajero
Intracelular

o *s GENES DIANA
%
 Te,,

Vias alternativas

FIGURA 3. Mecanismos de accion del estradiol a través de los receptores
intracelulares clasicos y de los presentes en la membrana plasmatica
Esta figura ilustra la complejidad de los mecanismos empleados por el estradiol
para producir sus efectos: los efectos nucleares clsicos por una parte y ademas una serie
de vias alternativas a través de un receptor en la membrana plasmatica, que bien puede
producir efectos gendémicos como no gendmicos. Figura cedida por el Dr. Mario Diaz.
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A partir de las primeras evidencias de un nuevo mecanismo de accion de los
estrdgenos, se dividieron sus efectos en dos. Por un lado los producidos por interaccion con
los receptores intracelulares, con el resultado de la regulacion de la transcripcion génica y
por el otro, los efectos rapidos, no gendémicos, mediados por posibles receptores en la
membrana plasmatica.

Al contrario de lo que en un principid se creyd, la linea que separa ambos tipos de
efectos no es tan nitida, sino que se esta viendo entrecruzamiento entre los dos tipos de
efectos observados, los mecanismos por los que se producen y los receptores de estrégenos
implicados (Figura 3) {Nadal et al. 2001}. No es el objetivo de esta Introduccion tratar en
detalle estas consideraciones, sino que seran tema de debate en la Discusion de esta tesis.
Con el propésito de no dispersar los contenidos que se trataran en esta Introduccion y en la
posterior Discusién, se centrara la atencion en lo que se ha venido llamando efectos
rapidos y no gendémicos de los estrogenos. En el caso en el que sea probable que la
interaccion de los estrogenos con receptores en la membrana plasmatica, o que
determinados efectos detectados en un corto espacio de tiempo puedan dar lugar a sefiales
gendmicas, se discutiran las razones que puedan existir a favor de esa posibilidad.

En vistas de la enorme cantidad de efectos rapidos detectados no sélo con
estrogenos, sino también con progesterona, vitamina D, testosterona y aldosterona
{Wehling 1997; Alonso & Lopez-Coviella 1998; Schmidt et al. 2000; Falkenstein et al.
2000}, ha sido necesaria establecer una clasificacion de los mismos. Esta se presento en el
“First International Meeting on Rapid Responses to Steroid Hormones” que tuvo lugar en
Mannheim, Alemania, en 1998 {Norman & Wehling 1999; Falkenstein et al. 2000}. Asi,
tal y como muestra la Figura 4, los efectos rapidos de los esteroides se dividen en directos
(A) e indirectos (B), segun el esteroide sea el Unico agonista o0 si necesita de otro para
generar este tipo de respuesta. A su vez en no especificos (Al, BI) y especificos (All, BII).
Los efectos especificos se dividen en mediados por receptores clasicos (Alla, Blla) y no
clasicos (Allb, BIIb).

13
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A. Efecto Directo B. Efecto Indirecto

I. No Especifico

I1. Especifico
a. Receptor nuclear b. Receptor nuclear
clasico no clasico

FIGURA 4. Clasificacién de los efectos rapidos de los esteroides
Clasificacion establecida en el “First International Meeting on Rapid Responses to
Steroid Hormones” que tuvo lugar en Mannheim, Alemania, en 1998. Tomado de
Falkenstein et al. 2000.

EFECTOS RAPIDOS DE LOS ESTROGENOS

El 17pB-estradiol es un modulador de amplio espectro produciendo efectos rapidos,
fundamentalmente en los sistemas nervioso {Alonso & Lopez-Coviella 1998} y
cardiovascular {Farhat et al. 1996b}, razon por la cual se trataran aparte. Pero afecta
también a otros tipos celulares y sobretodo a las corrientes i6nicas, como la del receptor
P,X; {Cario-Toumaniantz et al. 1998}, canales de cloro {Hardy & Valverde 1994,
Condliffe et al. 2001} y canales de potasio en endotelio {Rusko et al. 1995} y epitelio de
colon {McNamara et al. 2000}. Ademas cierra el Katp en células B pancreaticas {Nadal et
al. 1998}.

En cuanto al calcio intracelular, el 173-estradiol lo aumenta, tanto procedente del
exterior como de los reservorios intracelulares, en numerosos tipos celulares: neuronas

embrionarias de rata {Beyer & Raab 1998}, linfocitos T {Benten et al. 1998}, enterocitos

14
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{Picotto et al. 1996}, oocitos {Tesarik & Mendoza 1995}, hueso {Lieberherr et al. 1993;
Fiorelli et al. 1996}, células de la granulosa {Morley et al. 1992}, adenocarcinoma de
endometrio {Dopp et al. 1999}, hepatocitos {Sanchez-Bueno et al. 1991}, espermatozoides
humanos {Luconi et al. 1999}, islote de Langerhans {Nadal et al. 1998} y utero {Batra
1986}.

Otros efectos son la regulacion del transporte de glucosa en Utero {Welch & Gorski
1999} vy la disminucidn de la sintesis de 11-cetotestosterona inducida por gonadotropina en
testiculos {Loomis & Thomas 2000}. También modula la comunicacion a través de
uniones en hendidura (gap junctions) en miocitos {Verrecchia & Herve 1997} y
osteoblastos {Massas et al. 1998}. Por su parte, los catecolestrogenos afectan la
contraccion uterina {Goyache et al. 1995} y la secrecién de insulina {Etchegoyen et al.
1998}

En las células MCF-7, tanto estradiol como E-BSA inhiben la apoptosis inducida
por UV y por taxol a través de la activacion de c-Jun quinasa y ERK (MAPK). Si bien la
exposicion al estrogeno es de varias horas, el hecho de que el E-BSA reproduzca los
resultados, indica que podria ser a través de un receptor en la membrana plasmatica. Sin
embargo, en este caso la implicacion de c-Jun quinasa y ERK sugieren un mecanismo
gendmico por el cual el estradiol inhibe la apoptosis, probablemente a través de un

receptor de membrana {Razandi et al. 2000a}.

VIAS DE SENALIZACION INTRACELULAR
ACTIVADAS POR ESTROGENOS

Una evidencia mas del nuevo mecanismo de accion de los estrdgenos es la
implicacion de las mismas vias de sefializacion intracelular que las hormonas hidrofilicas
activan a través de receptores de membrana. Entre ellas figuran las del NO, AMPc, GMPc,
PKC y proteina G {Wehling 1997; Falkenstein et al. 2000}.

Se ha visto que las proteinas G estdn implicadas en algunos efectos del 17p-
estradiol, ya sea con evidencias directas {Ogata et al. 1996} o indirectas por un aumento en
los niveles de AMPc o IP3;, segundos mensajeros producidos por enzimas activadas por
proteinas G, adenilato ciclasa y fosfolipasa C (PLC) respectivamente. Por una parte, el
estradiol produce un aumento rapido de AMPc en Gtero {Szego & Davis 1967; Aronica et
al. 1994}, células MCF-7 {Aronica et al. 1994}, intestinales {Picotto et al. 1996}, células
de la granulosa {Sirotkin & Nitray 1993} y hueso {Fiorelli et al. 1996}; aunque no siempre

15
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debido a la activacion de una proteina G {Farhat et al. 1996a}. En cuanto a la PLC, se ve
implicada en los movimientos de calcio intracelular producidos por estradiol en enterocitos
de rata junto al AMPc {Picotto et al. 1999}, y las isoformas PLC-B1 y 2 modulan el
calcio en osteoblastos {Lieberherr et al. 1993; Le Mellay et al. 1997}. Por su parte, los
fosfoinositidos intervienen en el aumento de calcio en células de granulosa {Morley et al.
1992} vy los niveles de IP3 son elevados por estradiol en epitelio vaginal {Singh & Gupta
1997} y en la linea de hepatoma HEPG2, aumento que en este Gltimo caso lleva asociada
la participacion de PKC {Marino et al. 1998}. Ademas, en MCF-7, el estradiol activa
rapidamente la PIP,-PLC {Graber et al. 1993} y la PKC estd implicada en el efecto
estrogénico en condroicitos {Sylvia et al. 1998} y en la regulacion de la secrecién de CI" en
epitelio de colon {Doolan et al. 2000; Condliffe et al. 2001}.

En algunos casos, las vias de PKA y PKC participan en el mismo efecto {Kelly et
al. 1999} e incluso se sugiere que la interaccion directa del estradiol con la PKCS es la
responsable de la activacién de la adenilato ciclasa, enzima que sintetiza AMPc, en epitelio
de colon {Doolan et al. 2000}. IP; y AMPc se ven aumentados por la interaccion del
estradiol con los receptores de estrogenos REoa y REP localizados en la membrana
plasmaética de células CHO y que parecen acoplados a proteinas G {Razandi et al. 1999}.

Otra via de sefializacion que juega un papel importante en algunos efectos rapidos
de los estrogenos es la del NO y GMPc. El NO activa la guanilato ciclasa soluble, enzima
que sintetiza GMPc {Carvajal et al. 2000}. Un aumento de NO se ha visto en granulocitos
{Stefano et al. 2000} y junto al GMPc son fundamentales en los efectos vasodilatadores
del estrégeno {Mendelsohn & Karas 1999}. Por otro lado, el estradiol activa la guanilato
ciclasa de membrana en PC12, efecto que podria ser directo, puesto que el estrégeno
interacciona con una guanilato ciclasa de membrana formada por sus dominios catalitico y
quinasa {Chen et al. 1998}.

La via de las MAPKSs es activada de forma rapida por estradiol en células MCF-7
{Muigliaccio et al. 1996}, hueso {Endoh et al. 1997} y carcinoma de colon {Di Domenico
et al. 1996}. En las MCF-7, la movilizacion de calcio intracelular determina la activacion
de MAPK {Improta-Brears et al. 1999}, mientras que en otros casos esta implicada una
proteina G {Filardo et al. 2000} o la via de c-src, shc y p21lras {Migliaccio et al. 1996;
Migliaccio et al. 2000}. Entre los efectos generados por el estradiol a través de las MAPKs

se encuentra la modulacion del crecimiento celular {Di Domenico et al. 1996; Morey et al.
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1997}, el mantenimiento de la forma y funcion de las células endoteliales {Razandi et al.
2000b}, la inhibicion de la apoptosis {Razandi et al. 2000a} o la activacion de la
transcripcion de c-fos {Watters et al. 1997}. Sin embargo, en el musculo liso vascular, el
estradiol y la progesterona inhiben la proliferacién celular por un bloqueo rapido de
MAPK {Morey et al. 1997}.

La via de sefializacion de las MAPKs es una de las responsables de transmitir
sefiales de crecimiento celular y lo hace a través de su funcion quinasa que fosforila, entre
otras, a proteinas reguladoras de la expresion génica {Alberts et al. 1994}. Por lo tanto,
aungue se tenga una activacion rapida y no genémica de MAPK a través de un receptor de
membrana para estradiol, los efectos celulares finales nombrados anteriormente

probablemente sean debidos a la activacion de la transcripcion génica.

SISTEMA NERVIOSO

Mediante estudios clinicos se ha demostrado el papel de los estrogenos en diversas
funciones del cerebro y su proteccion contra la enfermedad de Alzheimer, el estrés y el
riesgo de demencia {Garcia-Segura et al. 2001; Wise et al. 2001}. Lo que no se sabe hasta
el momento es cuales de esos y otros efectos estan mediados por acciones rapidas de los
estrdgenos, aungue lo cierto es que el estradiol ejerce una gran variedad de efectos rapidos
a lo largo y ancho del sistema nervioso {Ramirez & Zheng 1996; Moss et al. 1997; Zakon
1998}.

El 17B-estradiol modula el potencial de reposo y la actividad eléctrica de neuronas
del area predptica medial {Kelly et al. 1977}, de la amigdala medial {Nabekura et al. 1986;
Minami et al. 1990}, neuronas GnRH {Lagrange et al. 1995}, neuronas piramidales CAl
de hipocampo {Wong & Moss 1991}, hipotalamicas {Kelly et al. 1980}, dopaminérgicas
{Chiodo & Caggiula 1980} y células de la pituitaria {Dufy et al. 1979}. Regula la
liberacion de numerosos neurotransmisores y hormonas, como la dopamina y la
noradrenalina {Roosen-Runge et al. 1984; Ramirez & Zheng 1996; Disshon & Dluzen
1997; Xiao & Becker 1998; Kim et al. 2000}, prolactina {Zyzek et al. 1981}, LHRH
{Drouva et al. 1983}, GnRH y LH {Ramirez & Zheng 1996; Prevot et al. 1999}, oxitocina
y vasopresina {Wang et al. 1995}, adrenalina, glutamato, GABA y B-endorfina {Roosen-
Runge et al. 1984}. Por otro lado, el estradiol afecta a la respuesta neuronal a p-opioides
{Lagrange et al. 1994}, acetilcolina {Uki et al. 1999}, kainato {Gu & Moss 1996}, GABA
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{Lagrange et al. 1996} y serotonina {Wetzel et al. 1998}. En cértex, modula la actividad
de la calcio-ATPasa {Zylinska et al. 1999}.

En el sistema nervioso, la via de sefializacion mas generalmente implicada en el
efecto del estradiol es la del AMPc-PKA por medio de proteina G. Receptores de
estrogenos acoplados a proteinas G participan en el hipocampo, tanto en la disminucion de
la corriente de calcio {Mermelstein et al. 1996}, como en la modulacion de las corrientes
inducidas por kainato en neuronas CAl {Gu & Moss 1996}. En este ultimo caso es
necesario también un efecto interno del estradiol actuando sobre el AMPc {Gu & Moss
1998}. La implicacion de una proteina G se ha puesto de manifiesto también en hipotalamo
{Caldwell et al. 1999} y la PKA es la responsable de la regulacion del efecto de p-opioides
por estradiol en neuronas hipotalamicas {Lagrange et al. 1997}.

Sin embargo, también hay otras vias responsables de algunos de los efectos rapidos
del estradiol en el sistema nervioso, como es la del NO y la guanilato ciclasa soluble, que
participan en la secrecion de GnRH {Prevot et al. 1999}. Las MAPKs son activadas por
estradiol en neuroblastoma {Watters et al. 1997} y cortex {Singer et al. 1999} en donde
estimula el crecimiento celular y protege las neuronas corticales de la toxicidad del
glutamato {Singh et al. 1999} y las neuronas de hipocampo de la toxicidad del kainato o
del NMDA {Bi et al. 2000}.

SISTEMA CARDIOVASCULAR

Uno de los grandes beneficios que proporcionan los estrégenos a las mujeres es la
proteccion cardiovascular. La incidencia de este tipo de enfermedades es menor en las
mujeres premenopausicas que en los hombres, aunque esta diferencia se ve claramente
disminuida tras la menopausia, proteccién que se recupera con la terapia hormonal con
estrogenos {Farhat et al. 1996c}.

Al menos parte de ese beneficio es gracias al efecto vasodilatador de los estrégenos
a través de mecanismos no genomicos {Farhat et al. 1996¢; Mendelsohn & Karas 1999}.
Esta vasodilatacion puede ser dependiente o independiente del endotelio. La independiente
de endotelio esta mediada por la disminucion de la corriente de calcio de tipo L por
estradiol {Zhang et al. 1994; Kitazawa et al. 1997; Tanabe et al. 1999} o por un aumento
de NO en células de musculo liso. EI NO genera GMPc a través de la guanilato ciclasa
soluble {Mugge et al. 1993}, lo que activa la PKG, responsable de la apertura del canal de
potasio de alta conductancia activado por calcio {White et al. 1995; Darkow et al. 1997}.

18



Introduccién

El aumento de la corriente de potasio hiperpolariza la membrana plasmatica, disminuye la
entrada de calcio y por tanto produce la relajacion del vaso sanguineo {Nelson & Quayle
1995}. También se ha visto interaccién directa del estradiol con el canal de potasio, lo que
aumenta la corriente que pasa a su través, con el mismo efecto sobre la contraccién
{Valverde et al. 1999}. Tampoco se puede descartar la participacion adicional del AMPc,
puesto que éste aumenta en musculo liso tras exposicién a estradiol {Mugge et al. 1993;
Farhat et al. 1996a; Buitrago et al. 2000}.

La vasodilatacion dependiente de endotelio esta mediada por la liberacion de NO de
las células endoteliales {Mendelsohn & Karas 1999}, que actuaria sobre las células del
mausculo liso. El estradiol aumenta el NO {Lantin-Hermoso et al. 1997; Caulin-Glaser et al.
1997; Kim et al. 1999} por la activacion de la éxido nitrico sintasa endotelial (eNOS),
probablemente por su fosforilacion por (PI3)-kinase-Akt {Haynes et al. 2000}. Tras la
exposicion a estradiol y de una forma dependiente de un aumento de calcio intracelular
{Moini et al. 1997}, eNOS se trasloca desde la membrana a una zona proxima al nucleo
{Goetz et al. 1999}. EI NO producido aumenta GMPc {Russell et al. 2000a}, lo que
activaria la PKG, responsable de la apertura del canal de potasio dependiente de calcio y
por tanto produciria la relajacion de las células del musculo liso. También se implica la via
de MAPK en el aumento de la liberacion de NO de las células endoteliales {Russell et al.
2000b}.

|.D.- RECEPTOR DE ESTROGENOS DE MEMBRANA

Gran parte de los efectos descritos anteriormente estan mediados por la accion del
estradiol sobre la membrana plasmatica, segin se ha demostrado con la utilizacion de
estradiol unido a macromoléculas. Los compuestos que resultan, estradiol-BSA (E-BSA) y
estradiol-peroxidasa, no pueden atravesar la membrana plasmatica por su gran tamafio, de
modo que tanto los efectos como el marcaje que se obtienen son producto de la interaccion
del estradiol con un sitio de unién en la membrana {Ramirez 1992; Nadal et al. 1998;
Schmidt et al. 2000}. EI compuesto mas empleado ha sido E-BSA, aunque su utilizacién
no esta exenta de controversia, puesto que el E-BSA comercial contiene cantidades
considerables de estradiol libre. Ademas, activa ERK1 y ERK2 en células de

neuroblastoma, efecto no reproducido con estradiol libre y no se une a los REa y B
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presentes en el extracto de citosol de celulas de insecto que los sobrexpresan {Stevis et al.
1999}. Por esta razén se ha utilizado estradiol unido a peroxidasa como una alternativa
para ensayos de interaccion y de funcionalidad del receptor de membrana {Nadal et al.
2000}.

Los primeros sitios de union para estrogenos en la membrana plasmatica se
detectaron en células de endometrio {Pietras & Szego 1977} y en espermatozoides
humanos {Hernandez-Perez et al. 1979; Cheng et al. 1981}. Sucesivamente se han ido
viendo en membrana plasmatica sinaptica de cerebro de rata {Towle & Sze 1983} y
pituitaria {Bression et al. 1986}. E-BSA se ha utilizado en células de cancer humano
{Berthois et al. 1986}, hueso {Brubaker & Gay 1994; Fiorelli et al. 1996}, neuronas
neostriales {Mermelstein et al. 1996}, cerebro de rata {Ramirez & Zheng 1996}, la linea
tumoral de pituitaria GH3/B6, {Pappas et al. 1995} y células endoteliales {Kim et al.
1999}. También se ha empleado microscopia electronica para poner de manifiesto la
interaccion E-BSA con la membrana plasmatica de células de hepatoma {Moats &
Ramirez 2000}. En células B pancreticas se ha sustituido este compuesto por estradiol-
peroxidasa {Nadal et al. 2000} y un derivado biotinilado de estradiol ha servido para ver
marcaje en membrana en células MCF-7 {Germain et al. 1993}.

Por otro lado, se ha visto union de 20H-estradiol a membranas de pituitaria
{Schaeffer et al. 1980; Bression et al. 1986}, hipotalamo {Etchegoyen et al. 1986} y

carcinoma de mama {Vandewalle et al. 1988}.

A pesar de los numerosos ejemplos de interaccion de los estrogenos con un receptor
en la membrana plasmatica, no hay una conclusion clara de la naturaleza de dicho receptor.
Si bien en algunos tipos celulares parecen ser los propios receptores de estrogenos
intracelulares que se expresan en la membrana plasmatica, en otros casos se trata de otro
receptor que no guarda ninguna relacién con los clasicos.

Para estudiar la naturaleza del receptor de estrégenos de membrana, se cuenta con
los anticuerpos dirigidos contra los RE clésicos a y B, que permiten determinar la
presencia 0 no de estos receptores en la membrana plasmatica. Una fuente importante de
evidencias a este respecto son los animales carentes (knockout) de REa y REB. A pesar de
que ya se han obtenido ratones que carecen de ambos receptores {Couse et al. 1999;
Ogawa et al. 2000}, aun no se han obtenido datos de los efectos de membrana del estradiol

en esos animales. Sin duda esos estudios seran decisivos para clarificar cuéles de esos
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efectos del estrégeno estan mediados por REa 0 REP y cuales por otros receptores de

membrana.

EL RECEPTOR CLASICO EN LA MEMBRANA PLASMATICA

La sobrexpresion de los REa y B en células CHO ha permitido ver un 2% de
localizacion en la membrana plasmatica. Estas proteinas de membrana tienen el mismo
peso molecular y provienen del mismo ARNm que los RE intracelulares. Esto demuestra
una cierta capacidad de los receptores de estrogenos intracelulares para expresarse en la
membrana plasmatica, sin modificaciones aparentes en su estructura ni la presencia de
dominios adicionales. A través de estos receptores de membrana clasicos, el estradiol
activa dos tipos de proteinas G, Gq y Gs {Razandi et al. 1999}.

Con anticuerpos dirigidos contra diferentes dominios del REa se ha visto marcaje
en membrana en una poblacion de células de la linea tumoral de pituitaria GH3/B6
{Pappas et al. 1995; Norfleet et al. 1999} y en neuronas de hipocampo {Clarke et al.
2000}. Uno de esos anticuerpos reproduce la estimulacion de la liberacion de prolactina
generada por estradiol en las células GH3/B6 {Norfleet et al. 2000}. Por otro lado, la unién
de E-BSA a la membrana de células de musculo liso es competida por el anticuerpo que
reconoce el dominio de union del ligando al REa {Morey et al. 1997}.

El blogueo de los efectos rapidos del estradiol con el antiestrégeno especifico para
REa y B, ICI 182,780, proporciona evidencias de la implicacion de al menos uno de ellos
en dichos efectos del estrogeno {Wakeling et al. 1991}. Esto sucede en el aumento del
calcio intracelular producido por estradiol en células de adenocarcinoma de endometrio
{Dopp et al. 1999}, la activacion de la via de NO en endotelio {Goetz et al. 1999; Kim et
al. 1999; Chen et al. 1999; Chambliss et al. 2000; Haynes et al. 2000} y la proteccion
frente a la apoptosis en MCF-7 {Razandi et al. 2000a}. ICI también bloquea la activacion
de la via de sefalizacion de MAPK por estradiol en MCF-7 {Migliaccio et al. 1996;
Improta-Brears et al. 1999}, carcinoma de colon {Di Domenico et al. 1996} y células
endoteliales {Russell et al. 2000b}.

Cuando se sobrexpresa el REa en células endoteliales, se obtiene un aumento de la
activacion de eNOS por estradiol mucho mayor que el que se da en las células con niveles
de expresién normales. En ambos casos, la activacion de eNOS por estradiol es inhibida
por el antiestrégeno 1CI 182,780 {Chen et al. 1999}.
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Por otro lado, los anticuerpos dirigidos contra el REa, en un intento por aislar el
receptor de estrogenos de membrana, han permitido obtener algunas bandas de diferentes
pesos moleculares. Con un anticuerpo dirigido contra el dominio de union del estradiol se
ha detectado una banda de 29kDa en espermatozoides humanos, cuyo peso molecular es
muy inferior al del RE intracelular {Luconi et al. 1999}. Con otros anticuerpos también se
ha detectado la misma banda en Utero, junto a otras de distintos pesos moleculares {Monje
& Boland 1999}. Ademas, el estradiol interacciona con un receptor de progesterona de
membrana de 29kDa presente en cerebelo {Bukusoglu & Krieger 1994}. También en
distintos extractos de cerebro se han obtenido varias bandas con E-BSA, en donde una de
ellas corresponde a una subunidad de FOF1-ATPasa/ATPsintasa mitocondrial, que da
sensibilidad a la oligomicina {Ramirez & Zheng 1996; Zheng & Ramirez 1999}.

La obtencion de las bandas mencionadas anteriormente a partir de extractos de
membranas con los anticuerpos anti-REa, favorece la hipotesis de la presencia de los
receptores intracelulares en la membrana plasmatica. EI hecho de que las proteinas posean
distinto peso molecular que el REa, sugiere la idea de que pueda tratarse de receptores que
han sufrido modificaciones, aunque éstas les han dejado intactas las estructuras
reconocidas por los respectivos anticuerpos utilizados.

RECEPTOR DE MEMBRANA NO CLASICO

La presencia del REa 6 B en la membrana plasmatica de algunos tipos celulares no
da cuenta de todos los efectos de los estrogenos. Estos se siguen produciendo en células de
cancer de mama que naturalmente no expresan ninguno de los dos receptores clasicos
{Filardo et al. 2000} y en hipocampo de ratones carentes (knockout) del REa. En este
caso, la participacion del REB es descartada por la falta de inhibicion del efecto del
estradiol por ICI 182,780 {Gu et al. 1999}. Tampoco hay diferencia en la activacion de
ERK por estradiol en cortex cerebral de ratones sin REa. con respecto a los normales,
aunque en este caso no esta clara la implicacion de un receptor de membrana {Singh et al.
2000}. Por otro lado, en macrofagos que no expresan el REB, 1C-21, anticuerpos anti-REa.
no marcan la membrana plasmatica {Benten et al. 2001} y la relajacion producida por
estradiol en aorta de ratones carentes del REP no es menor que en los animales normales
{Nilsson et al. 2000}.

Por otra parte, el antiestrégeno ICI 182,780 no inhibe el efecto del estradiol en
neuronas dopaminérgicas {Beyer & Karolczak 2000}, tampoco la relajacion de arterias
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pequerfias coronarias {Shaw et al. 2000}, ni el aumento de NO en granulocitos {Stefano et
al. 2000}. También es inefectivo en la activacion de la via de MAPK en neuroblastoma
{Watters et al. 1997} e hipotadlamo {Kuroki et al. 2000}. En el caso de neuronas corticales,
tanto un mecanismo dependiente como uno independiente de REa y RE se han descrito
{Singer et al. 1999; Singh et al. 1999}.

Con respecto a la naturaleza de ese receptor de membrana distinto de los
intracelulares, cabe dos posibilidades. Por un lado, podria ser un receptor cuyos ligando
sean conocidos y que ademas interaccione con estradiol. Y por otra, podria tratarse de un
receptor nuevo completamente desconocido. En cualquiera de los dos casos, identificarlo
no es una tarea sencilla, aungue se tenga descartada completamente la participacion de los
receptores intracelulares.

Entre otras proteinas con las que se ha visto union del 17p-estradiol se encuentra la
guanilato ciclasa de membrana: el estrogeno interacciona con una proteina que consiste en
sus dominios intracelulares quinasa y catalitico {Chen et al. 1998}. Ademas el estrogeno
también se une a la gliocoproteina P cuando ésta es expresada en células NIH 3T3
{Edelmann et al. 1999}.

Por otro lado existe la modulacion alostérica de receptores de neurotransmisores
por esteroides. Aunque no se tienen datos de una modulacion alostérica del receptor del
acido gamma-aminoburitico (GABA) por estradiol, los catecolestrégenos disminuyen su
unién a membranas hipotalamicas {Etchegoyen et al. 1986} y otros esteroides inhiben la
interaccion del t-butilbiciclo-fosforotionato al complejo del receptor GABA {Majewska et
al. 1986}. El sulfato de pregnenolona, pero no el estradiol, aumenta la probabilidad de
apertura del canal de NMDA en parches aislados {Wong & Moss 1994} y la progesterona
compite por el receptor muscarinico M2 {Wilkinson et al. 1995}. Sin embargo, el estradiol
si interacciona con la proteina transportadora de serotonina (SERT) de forma alostérica,
aunque en un lugar inaccesible desde el dominio extracelular {Chang & Chang 1999}.
Otros receptores con los que también interacciona el estradiol son el receptor de serotonina
tipo 3 {Wetzel et al. 1998} y los receptores de opioides {Schwarz & Pohl 1994}.
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[1.- EL ISLOTE DE LANGERHANS

El islote de Langerhans es una estructura formada por varios miles de células, muy
inervada e irrigada por capilares sanguineos, que se encuentra localizada en el pancreas
endocrino. Su funcion principal es la regulacion de la homeostasis de glucosa en sangre.
Para ello cuenta con las hormonas secretadas por los cuatro tipos celulares que lo
constituyen {Orci & Unger 1975; Ashcroft & Rorsman 1989} (Figura 5).

FIGURA 5. Islote de Langerhans de ratén

Esta imagen muestra un islote de Langerhans de raton en el que se identifican tres
de los tipos celulares presentes en el islote, por medio de técnicas de inmunocitoquimica.
Para ello se han empleado anticuerpos dirigidos contra las hormonas secretadas por las
células a, B y 6, cada uno marcado con un color distinto. Asi se tiene que el glucagon de
las células o esta tefiido en azul; la insulina de las células B se tiene en verde y la
somatostatina sintetizada por las células 6 estd en rojo. Tomado de: R.L. Sorenson y T.C.
Brelje. Departament of Cell Biology and Neuroanatomy. University of Minnesota.
(http://www.novo.dk/hri).
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* Las células alfa (o) son las encargadas de la secrecién de glucagon y representan
el 15-20% de la poblacion celular del islote. Se localizan principalmente en la periferia del
islote.

* Las células beta (B) forman la poblacion mayoritaria, 65-90%, y son las
responsables de la secrecion de insulina.

* Las células delta (6) son las productoras de somatostatina y constituyen entre un 3
y un 10% del total celular del islote. Este tipo celular, al igual que las células o, se
distribuye preferentemente en la periferia del islote.

* Las células PP, que contienen el polipéptido pancreatico P constituyen el 1%

celular restante.

I.A.- LA CELULA BETA PANCREATICA

La célula B pancredtica es la poblacion celular mayoritaria dentro del islote de
Langerhans. La fisiologia y el acoplamiento estimulo-secrecién de este tipo celular ha sido
muy estudiado a lo largo de los afios, 1o que ha hecho que el mecanismo por el que se
regula la secrecion de insulina sea bien conocido.

Las celulas B secretan insulina en respuesta a niveles elevados de glucosa en
sangre. Esa secrecion es modulada por concentraciones variables de glucosa extracelular
por medio de un proceso en el que participan el metabolismo de la glucosa, varios tipos de
canales ionicos, la actividad eléctrica de la membrana plasmatica y la maquinaria exocitica.
Ademas, otras vias de sefalizacion intracelular pueden intervenir en el mecanismo de

liberacion de insulina por glucosa en la célula .

SECRECION DE INSULINA INDUCIDA POR GLUCOSA

La glucosa que llega a los islotes a través de los capilares sanguineos que los irrigan
alcanza el citosol de las células B gracias al transportador especifico GLUT-2. La glucosa
es entonces fosforilada por la hexoquinasa IV y queda asi atrapada en el interior celular. Su
metabolismo produce un aumento intracelular del conciente ATP/ADP y de los diadenosin
polifosfatos {Ripoll et al. 1996}, lo que cierra los canales de potasio dependientes de ATP
(Katp). Estos canales son los responsables de mantener el potencial de reposo de la célula
B {Ashcroft et al. 1984; Misler et al. 1986; Dunne & Petersen 1986%}. EI numero de Karp
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cerrados cuando la concentracion de glucosa es superior a 5-7mM es suficiente para
alcanzar el umbral de despolarizacion de la membrana plasmatica necesario para generar
actividad eléctrica {Dean & Matthews 1968}. Esta actividad eléctrica sigue un patron
oscilatorio con superposicion de potenciales de accion sobre las mesetas de las

oscilaciones, con una primera oscilacion mas duradera que el resto {Santos et al. 1991}.

Katp
Glucosa

©

T ATP / ADP
APs;A AP,A

o ©

Insulina

FIGURA 6. Mecanismo de la secrecién de insulina inducida por glucosa

En este esquema se representan los principales eventos: el metabolismo de la
glucosa, el cierre del KATP, la despolarizacion de la membrana plasmatica el aumento de
la concentracion de calcio intracelular a través de los canales dependientes de voltaje y la

secrecion de insulina.
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La despolarizacion de la membrana abre los canales de calcio dependientes de voltaje de
la membrana plasmatica de las células 3. Esto produce un aumento de la concentracion de
calcio intracelular ([Ca®*];) que desencadena la exocitosis a través de la activacion de
proteinas quinasas que interaccionan con componentes de la maquinaria
microtubular/exocitica. Durante este proceso se libera el contenido de insulina de las
vesiculas al medio extracelular {Aizawa et al. 1998} y la hormona alcanza el torrente
sanguineo, donde actGa sobre los tejidos diana como comunicador de la presencia de

glucosa en la sangre (Figura 6) {Ashcroft & Rorsman 1989}.

EL CANAL DE POTASIO DEPENDIENTE DE ATP (Katp)

El canal de potasio dependiente de ATP (Katp) esta presente en las células By &
pancredticas y en otros varios tejidos. Esta formado por dos tipos de subunidades, SUR y
Kir, de las que hay varias isoformas. Su modulacién varia dependiendo de las subunidades
que lo componen en cada tipo celular {Nelson & Quayle 1995; Yokoshiki et al. 1998;
Aguilar-Bryan et al. 1998; Ashcroft & Gribble 1999}.

El ATP y las sulfonilureas tolbutamida y glibenclamida son inhibidores del Katp,
mientras que el ADP, GDP, UDP y el diazéxido lo activan {Yokoshiki et al. 1998}. El
Katp €s regulado por proteina G, PKA y PKC, aunque queda por determinar si es por
medio de una modulaciédn directa por fosforilacion o si se trata de un mecanismo indirecto
{Nelson & Quayle 1995}. En el caso de las dos subunidades presentes en la célula 8
pancreatica, SUR1 y Kir6.2, la PKA fosforila directamente ambas subunidades y ademas
se sabe en qué aminoacidos {Beguin et al. 1999; Lin et al. 2000}.

En la célula B del islote de Langerhans el Kate €s el responsable de mantener el
potencial de reposo, debido a que la suya es la principal corriente idnica que atraviesa la
membrana plasmatica en presencia de una concentracién no estimulatoria de glucosa. El
cierre de este canal por distintos estimulos produce la disminucion de la corriente de salida
de potasio y por tanto la despolarizacion de la membrana plasmatica {Henquin 1980} v el

resto de eventos que ya han sido descritos anteriormente.

EL CALCIO INTRACELULAR EN LA CELULA BETA

El calcio es un mensajero intracelular ampliamente estudiado en la mayoria de los

tipos celulares y que participa en multitud de procesos. Su importancia como principal
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mediador en la secrecion de insulina inducida por glucosa esta bien establecido {Wollheim
& Sharp 1981; Prentki & Matschinsky 1987}.

La medida de calcio intracelular utilizando sondas fluorescentes sensibles a calcio
ha permitido estudiar la respuesta del islote de Langerhans a glucosa. Con esta técnica se
ha visto que al pasar de 3mM a 11mM glucosa, los islotes de Langerhans de raton
generalmente responden con una primera elevacion del calcio intracelular en el que éste
permanece elevado durante 2-3min, para luego oscilar sobre un nivel basal mayor que el
que habia con 3mM {Valdeolmillos et al. 1989}. La frecuencia de las oscilaciones esta
comprendida entre 2 y 5 min™ (Figura 7). A medida que la concentracién de glucosa
aumenta también lo hace la duracion de las oscilaciones, hasta que se tiene un aumento

sostenido del calcio intracelular cuando la concentracion de glucosa es superior a 22mM.

11mM G
3mMM G
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| d

100% AF/F,

2 min

FIGURA 7. Oscilaciones de calcio intracelular en cuatro
celulas B individuales dentro del islote
En la figura se presenta la respuesta de calcio intracelular de cuatro células
localizadas dentro del mismo islote, al pasar de 3mM a 11mM glucosa. Los islotes han
sido cargados con la sonda fluorescente Fluo-3 y la sefial de calcio se ha obtenido con
microscopia confocal. Tomada y modificada con permiso de Nadal et al. 1999.
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Las oscilaciones de calcio en el islote de Langerhans se producen de forma paralela
a la actividad eléctrica oscilatoria de las células B dentro del islote, en respuesta a alta
glucosa, hecho que se ha puesto de manifiesto al registrar ambos parametros
simultdneamente {Santos et al. 1991}. Como resultado, la secrecion de insulina es pulsatil
y paralela a las oscilaciones de calcio intracelular {Rosario et al. 1986; Barbosa et al. 1996;
Barbosa et al. 1998}.

El calcio que aumenta en el citosol de las células 3 en respuesta a glucosa proviene
del exterior celular, mientras que no hay participacion del calcio de los reservorios
intracelulares. Esto se ha puesto de manifiesto con experimentos en los que se ha utilizado
0 bien un medio extracelular carente de calcio o bien bloqueantes de los canales de calcio
de la membrana plasmatica. En ambos casos no se tiene aumento de calcio intracelular en
respuesta a alta concentracion de glucosa {Valdeolmillos et al. 1989; Gilon & Henquin
1992}, ni tampoco secrecion de insulina {Wollheim & Sharp 1981; Prentki & Matschinsky
1987}.

La razon fundamental por la que ha sido tan estudiado el proceso de acoplamiento
estimulo-secrecion en la célula B pancreatica ha sido porque, ademas de representar la
poblacion celular mayoritaria dentro del islote, los movimientos de calcio intracelular
registrados en el islote de Langerhans son reflejo de lo que sucede en las células . Esto es
asi porque a pesar de la heterogeneidad existente entre las células B individuales de un
mismo islote {Salomon & Meda 1986; Kiekens et al. 1992; Pipeleers 1992}, una vez se
encuentran localizadas dentro de é€l, estan acopladas y actGan como un sincitio en términos
de actividad eléctrica y de calcio intracelular (Figura 7) {Santos et al. 1991; Valdeolmillos
et al. 1993; Nadal et al. 1999}. Esto hace que se sume la sefial de calcio de todas las células
B y pueda ser detectada al registrar la sefial de todo el islote. Este acoplamiento hace
ademas que la secrecion de insulina producida por islotes de Langerhans sea mayor que la
de las células aisladas {Pipeleers et al. 1982; Halban et al. 1982}.

VIAS DE SENALIZACION INTRACELULAR ACTIVADAS
POR GLUCOSA

Ademas de la modulacién del Katp que desencadena actividad eléctrica y aumento
del calcio intracelular por la glucosa, ésta también activa vias de sefializacion intracelular

que participan en la secrecion de insulina a otros niveles.
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El papel del AMPc y la PKA en la secrecion de insulina por glucosa no esta clara.
Si bien se produce un modesto aumento de AMPc en respuesta a glucosa en ratones {Grill
& Cerasi 1973; Charles et al. 1975; Sharp 1979; Thams et al. 1988}, éste parece no estar
implicado en la secrecion en rata {Persaud et al. 1990}. Sin embargo, no hay duda de que
la activacion de esa via potencia la secrecion de insulina {Christie & Ashcroft 1984}, a
través de dos mecanismos: por un aumento en el calcio intracelular {YYaekura et al. 1996}
y por un efecto directo sobre la maquinaria secretora {Ammala et al. 1993; Gillis & Misler
1993}. Algunos secretagogos como GLP-1 (péptido similar al glucagon 1) {Gefel et al.
1990}, GIP (polipéptido inhibitorio gastrico) {Dachicourt et al. 1996; Ding & Gromada
1997} y PACAP {Klinteberg et al. 1996} actuan via AMPc.

La glucosa induce secrecion de insulina en islotes de Langerhans de rata por medio
del GMPc. Ademaés de que la glucosa aumenta los niveles de GMPc, la inhibicion de la
guanilato ciclasa soluble que lo sintetiza bloquea la secrecién de insulina por glucosa
{Laychock et al. 1991; Jones et al. 1992; Green et al. 1993}. Aunque no se sabe de una
forma precisa sobre qué punto del proceso actia el GMPc, se ha visto que aumenta tanto la
utilizacion de glucosa {Laychock 1987} como el calcio intracelular en los islotes {Lee &
Laychock 1997}. Sin embargo, algunos estudios ponen en duda la contribucion positiva
del GMPc en la secrecion de insulina {Vara & Tamarit-Rodriguez 1991}.

El papel del NO en la secrecion de insulina inducida por glucosa no esta claro.
Aunqgue por un lado se le implica en el inicio de la secrecion de insulina {Spinas et al.
1998}, por el otro, compuestos que liberan NO dentro de las células B producen una
disminucion de la secrecion de insulina {Cunningham et al. 1994}. Ese efecto del NO esta
mediado por la apertura del Katp y la inhibicion de la actividad eléctrica {Tsuura et al.
1994; Krippeit-Drews et al. 1995}.

Por otra parte, la glucosa induce la traslocacion de PKCa a la membrana plasmética
y se le atribuye cierta participacion en la secrecion de insulina en islotes de rata {Ganesan
et al. 1990; Ganesan et al. 1992; Newgard & McGarry 1995}. Los agonistas muscarinicos,
forbol ésteres y agonistas colinérgicos acttan via PKC {MacDonald & Fahien 1988; Jones
etal. 1991}.

El papel de las tirosina quinasas en la secrecion de insulina inducida por glucosa es
muy controvertido {Jones & Persaud 1998} vy la via de las MAPKSs es activada por glucosa
en rata aungue no estimula la liberacion de insulina {Persaud et al. 1996; Burns et al.
1997}. Tampoco la PI3-quinasa participa en ese proceso {Straub & Sharp 1996}, aunque si

la quinasa dependiente de calcio/calmodulina Il {Wenham et al. 1994}.
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I1.B.- LA CELULA ALFA PANCREATICA

Asi como el acoplamiento estimulo-secrecién en la célula B pancreatica ha sido
muy estudiado, dicho proceso en la célula o es bastante menos conocido. Esto se debe
fundamentalmente a que representa tan solo entre un 15y un 20% de la poblacién total del
islote y a que las células o no estan acopladas y por tanto no se comportan de forma
sincronica {Nadal et al. 1999}.

La célula o pancredtica es la responsable de secretar glucagon en presencia de bajas
concentraciones de glucosa y, al igual que en el caso de la insulina, esa liberacién ocurre
de forma pulsatil {Jaspan et al. 1986}. En las células a la glucosa bloquea la secrecion de
glucagon a través de un proceso que depende del metabolismo del azticar {Ostenson 1980;
Dunbar & Walsh 1982; Opara et al. 1988}. Sin embargo otros compuestos activan la
secrecion de glucacén, tales como GIP {Ding et al. 1997}, L-arginina {Johansson et al.
1987}, carbacol {Berts et al. 1997} y la estimulacion colinérgica {Brunicardi et al. 1990} y
adrenérgica {Oliver et al. 1976; Filipponi et al. 1986}.

Las células o presentan actividad eléctrica y potenciales de accion de sodio y calcio
en ausencia de glucosa {Wesslen et al. 1987; Rorsman & Hellman 1988}, lo que produce
un patron oscilatorio del calcio intracelular. Estas oscilaciones se producen tanto en las
células en cultivo {Berts et al. 1995} como dentro del islote de Langerhans y son inhibidas
al aumentar la concentracién de glucosa {Berts et al. 1996; Nadal et al. 1999}.

En células o de rata seleccionadas por fluorescencia (FACS) se ha detectado una
corriente de potasio dependiente de ATP que es inhibida por tolbutamida, activada por
diazoxido, pero que sin embargo es poco modulada por glucosa. Estos resultados son
confirmados con hibridacion in situ, en donde se ha detectado la expresion de las
subunidades del Katp presente en la célula B pancreédtica {Bokvist et al. 1999}. Sin
embargo, el marcaje con una sulfonilurea fluorescente que reconoce el Katp, muestra que
las células a. de ratén poseen menor densidad de este canal en su membrana plasmatica que
las células 3 {Quesada et al. 1999}.

El modelo idnico presentado por Gopel et al. para la regulacion de la secrecion de
glucagon en raton incluye el Katp, los canales de calcio de tipo L y T, canales de sodio y la
corriente A de potasio. En ausencia de glucosa, el modelo establece una ventana de
potencial de membrana, entre -60mV y —20mV, en la que se producirian potenciales de

accion, oscilaciones de calcio intracelular y por tanto se liberaria glucagén. EI metabolismo
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de la glucosa provocaria el cierre del Karp, 10 que despolarizaria la membrana plasmatica
por encima de esa ventana de potencial y los canales responsables de los potenciales de
accion estarian inactivos. En consecuencia, estos no se producirian y tampoco el aumento
de la concentracion de calcio intracelular, ni la secrecion de glucagon {Gopel et al. 2000}.
Sin embargo, la tolbutamida, un inhibidor del Karp, no afecta las oscilaciones de
calcio intracelular de las células o de raton {Berts et al. 1996; Quesada et al. 1999}, lo que
es dificilmente explicable con el modelo anterior. De modo que son necesarios mas
estudios para establecer la naturaleza de la corriente de potasio dependiente de ATP
presente en la célula a y su participacion en el mecanismo de acoplamiento estimulo-

secrecion del glucagon.

Las vias de sefializacion intracelular por las que los distintos compuestos modulan
la secrecidn de glucagon es conocida en algunos casos. EI GIP estimula la liberacion de la
hormona a través de AMPc {Ding et al. 1997} y la somatostatina inhibe la actividad
eléctrica de las células a y la secrecion de glucagon por medio de una proteina G
{Gromada et al. 2001}. Esta misma via es utilizada por ANP (péptido natriurético atrial)
para inhibir el aumento del calcio intracelular en células o y con los mismos efectos
negativos sobre la secrecion. A diferencia de lo que ocurre en la célula B, el papel del 8Br-
GMPc en el proceso de secrecion de la célula o es inhibitorio {Verspohl & Bernemann
1996}.

Las células o dentro del islote de Langerhans no estan acopladas entre si ni
tampoco con otros tipos celulares. Esta falta de acoplamiento se ha visto en términos
electrofisiologicos {Gopel et al. 1999} y de calcio intracelular {Nadal et al. 1999}. Sin
embargo, Meda et al. mostraron en 1982 el intercambio de un compuesto fluorescente

entre células a, By 6 cultivadas en monocapa {Meda et al. 1982}.

El estudio del proceso de acoplamiento estimulo-secrecion en la célula o ha sufrido
un importante empuje en los ultimos afios. Nadal, Quesada y Soria (1999) emplearon
microscopia confocal para registrar las variaciones en la concentracion de calcio
intracelular en una seccién Optica del islote de Langerhans. Tomando la sefial de células
individuales dentro del islote pudieron clasificar las células dependiendo del rango de

concentracion de glucosa en el que presentaban oscilaciones de calcio. De esta forma se
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obtuvieron varias poblaciones celulares que con técnicas de inmunocitoquimica
identificaron cada una con un tipo celular del islote de Langerhans a, By 6 {Nadal et al.
1999; Quesada et al. 1999}. Por otro lado, Gopel et al. en el mismo afio pusieron a punto la
aplicacion de la técnica de patch-clamp a ceélulas localizadas dentro del propio islote
{Gopel et al. 1999}. Hasta el momento, los trabajos realizados habian estudiado las células
o en cultivo, mientras que las nuevas técnicas desarrolladas permiten conocer el
comportamiento de la célula o dentro de su contexto fisiologico como es el islote de

Langerhans.
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I11.- ESTRADIOL Y PANCREAS

Uno de los primeros trabajos en los que se estudio el efecto de los estrogenos sobre
la fisiologia del pancreas data de 1976. Ya en ese afio, experimentos de perfusion in situ,
mostraron que 0.05ug/ml (183nM) de estradiol produce un aumento en las dos fases en las
que se divide la secrecion de insulina inducida por 8mM glucosa, tanto en ratas hembra
normales {SutterDub 1976} como en castradas {Sutter-Dub 1979}. El tratamiento de ratas
hembras castradas durante varios dias con estradiol produce un aumento de la secrecion de
insulina de sus islotes en presencia de alta glucosa, sin variacion en la secrecion basal de
insulina {Faure & Sutter-Dub 1979}, efecto que se reproduce cuando se realiza perfusion
in situ {Sutter-Dub 1979}. Tras ese tipo de tratamiento prolongado, los niveles plasmaticos
de insulina se ven aumentados ya desde el tercer dia {Sutter-Dub et al. 1978; Faure et al.
1987}, aumento que también se da en ratas normales {Faure et al. 1983}. Sin embargo,
16h después del tratamiento con estradiol se produce una disminucion de la secrecion de
insulina inducida por glucosa medida en islotes {Haouari et al. 1986}, aunque no sucede
asi cuando son los islotes los que se mantienen en cultivo en presencia de estradiol, puesto
que en estos la secrecion de insulina aumenta {Sorenson et al. 1993}. Con la utilizacion de
microscopia electronica, se ha podido observar que al cabo de varios dias de tratamiento
con estradiol de ratas hembras ovarectomizadas, se produce un cambio en el nimero de
granulos de varios tipos en las células B, que parece indicar un aumento de su capacidad
secretora inmediata por el estrogeno {Aerts et al. 1980}.

Por otro lado, el estradiol impide el desarrollo de diabetes en modelos de
pancreatectomia y en animales que han sufrido tratamientos que los predisponen a padecer
diabetes {Watanabe 1990; Efrat 1991}. Ademas, el estrogeno aumenta la insulina en
plasma en aquellos animales que ademas de pancreatectomia han sufrido ovarectomia
{Zhu et al. 1998}. El tratamiento con estradiol de mujeres postmenopausicas con NIDDM
muestra que el estrogeno mejora, entre otras cosas, la sensibilidad a la insulina {Brussaard
et al. 1997} y aumenta los niveles sanguineos de glucosa {Andersson et al. 1997}.
También en mujeres normales, el estradiol mejora la resistencia a insulina y aumenta la
secrecion de insulina {Stevenson et al. 1994},

También en nuestro laboratorio se ha estudiado el efecto insulinotrépico del 17p-
estradiol en los islotes de Langerhans pancreaticos. Concentraciones fisioldgicas de esta

hormona, 100pM-10nM, modifican aquellos eventos dentro de la célula § pancreatica que
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conducen a un aumento de la secrecion de insulina del 30% en presencia de 8.3mM
glucosa. El estradiol por si mismo cierra el Katp, y en sinergismo con glucosa, aumenta la
actividad eléctrica de la célula B y la frecuencia de las oscilaciones de calcio intracelular.
Sin embargo, con concentraciones no estimulatorias de glucosa, el estradiol no tiene
ningun efecto sobre el calcio intracelular. El aumento de la frecuencia de las oscilaciones
de calcio es dependiente de la dosis de estrogeno, no se bloquea al inhibir la sintesis de
ARN vy proteinas y es especifico, puesto que otros esteroides, testosterona y estriol no
tienen efecto cuando se utilizan a la misma concentracion. Estos efectos estan mediados
por la interaccion con un receptor en la membrana plasmatica, que se ha podido visualizar
con la utilizacion de estradiol-peroxidasa {Nadal et al. 1998}.

Estos resultados confirman los previamente publicados en rata, en donde
concentraciones de 1 a 50nM estradiol aumentan la secrecion de insulina en presencia de
niveles estimulatorios de glucosa. Sin embargo, la disminuye a concentraciones superiores
a 100nM {Faure & Sutter-Dub 1979; Etchegoyen et al. 1998}.

Pero el estradiol no so6lo afecta a la funcionalidad de las células  pancreaticas, sino
también la de las a. Esto se ha puesto de manifiesto al tratar con estradiol ratas hembras
durante 14 dias y ver que se reestablecen los niveles de glucagdn en plasma que se habian
visto aumentados por la ovarectomizacion de los animales {Faure et al. 1983}. Ademas, en
tan sélo unas horas (4-8h), el estradiol administrado in vivo ya disminuye la secrecién de

glucagon estimulada por arginina {Faure et al. 1988}.
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Como se ha comentado al final de la Introduccion, previamente a la realizacion de
esta tesis, en nuestro laboratorio se habia descrito el efecto insulinotropico del 17(3-
estradiol en el islote de Langerhans pancreatico de raton. Se vio que el estradiol, a
concentraciones fisioldgicas, potencia en un 30% la secrecion de insulina producida por
8mM glucosa. En ese trabajo se fueron estudiando los distintos eventos implicados en el
acoplamiento estimulo-secrecion en la célula 3: actividad del canal de potasio dependiente
de ATP (Kartp), actividad eléctrica de la membrana plasmatica y concentracion de calcio
intracelular. En todos los casos, se vio que el estradiol producia el efecto que conducia a un
aumento de la secrecién de insulina: cierre del Karp, aumento de la actividad eléctrica y de
la concentracion de calcio intracelular. Ademas, este efecto del estrégeno era rapido y
estaba mediado por un mecanismo no genoémico, puesto que no se vio blogueado por la
utilizacion de inhibidores de la sintesis de proteinas y de ARN. Utilizando estradiol unido a
peroxidasa, se demostrd un lugar de unién para estradiol en la membrana plasmatica de las
células B, que podria estar mediando esos efectos rapidos del estradiol {Nadal et al. 1998}.

De modo que esta tesis doctoral es concebida como la continuacién de dicho
trabajo, en la que se procede a una mayor caracterizacion del efecto del estradiol en el
islote de Langerhans de raton, a través de los siguientes objetivos:

I.- Identificacion del mecanismo de sefializacion intracelular implicado en el efecto
del 17pB-estradiol en la célula B pancreatica. Estudio del posible papel de dos de los
segundos mensajeros mas utilizados por el estradiol para ejercer efectos rapidos en otros
sistemas celulares: AMPc y GMPc.

I1.- Estudio del efecto de concentraciones fisiologicas del 17p-estradiol en la célula
o pancredtica. Puesto que la secrecion de glucagén viene controlada por un patron
oscilatorio del calcio intracelular, es en éste aspecto de la fisiologia de la célula o en donde
se estudiara el efecto del estradiol.

I11.- Caracterizacion del receptor de estrogenos presente en la membrana plasmatica
de las células a y B pancreaticas. Asi mismo, se estudiard si estos receptores son los

responsables de los efectos del estradiol en ambos tipos celulares.
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. LOS EFECTOS NO GENOMICOS DEL 17BETA-
ESTRADIOL EN LAS CELULAS BETA PANCREATICAS
DE RATON ESTAN MEDIADOS POR LA PROTEINA
QUINASA DEPENDIENTE DE GMPc

ANEXO |

[“Non-genomic actions of 17beta-oestradiol in mouse pancreatic beta-cells
are mediated by a cGMP-dependent protein kinase”. A.B. Ropero, E. Fuentes,
J.M. Rovira, C. Ripoll, B. Soria and A. Nadal. J Physiol. 1999 Dec 1; 521 Pt
2: 397-407.]

En un trabajo anterior realizado en el laboratorio se habia demostrado el efecto
insulinotrépico del 17B-estradiol en el islote de Langerhans y que ese efecto estaba
mediado por un receptor en la membrana plasmatica de las células B {Nadal et al. 1998}.

El primer objetivo de esta tesis fue realizar una caracterizacion completa de la
respuesta de los islotes de Langerhans a 17p-estradiol en términos de la concentracion de
calcio intracelular. Para ello se utilizé una sonda fluorescente sensible a calcio, Indo-1, con
la que se cargaron los islotes de Langerhans y se registrd la sefial de fluorescencia de todo
el islote. Una vez establecida la respuesta de calcio a 8mM glucosa, 1nM 17p3-estradiol
tuvo un efecto rapido en el 83% de los islotes, con un aumento general del nivel basal de
calcio. Se obtuvieron cuatro tipos de respuesta (Fig. 1): se generaron oscilaciones de calcio
intracelular con estradiol en aquellos islotes que no las presentaban con glucosa (19%, Fig.
1A); los que si oscilaban vieron aumentada su frencuencia en un 32% de los casos (Fig.
1B) o aumentada la duracion de las mismas (Fig. 1C), el 17%; en un 15% de los islotes se
obtuvo un patron irregular de calcio intracelular. EI aumento de la frecuencia de las
oscilaciones en los dos primeros grupos fue del 89% (Figura 4A) y del 64% en el tiempo
de duracién en aquellos islotes con este tipo de respuesta a estradiol (Figura 4B). El efecto
del estradiol no fue reversible durante el experimento.

A continuacion se utilizaron analogos de dos de los segundos mensajeros mas
utilizados por estradiol en otros sistemas celulares, GMPc y AMPc. En ambos casos,

10uM de los derivados permeables de ambos nucleétidos ciclicos, 8Br-GMPc (Figura 2) y
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8Br-AMPc (Figura 3), reprodujeron los resultados obtenidos con estradiol en calcio con
una estadistica muy similar (Figura 4). Aunque no mostrados en las figuras, resultados
similares se obtuvieron con 1uM forskolina (FK). Estos resultados abrieron la posibilidad
de que fuera tanto GMPc como AMPc los responsables del efecto del estradiol.

La medida de los niveles de AMPc y GMPc en islotes de Langerhans por
radioinmunoandlisis (RIA) mostré un aumento del GMPc en presencia de 10nM estradiol
(Fig. 5B). No hubo cambio en los niveles de AMPc tras 5 6 15min con estradiol, ni
tampoco por un aumento de la glucosa (Fig. 5A). EI aumento del GMPc por estradiol fue
del 37+15% en presencia de 8mM glucosa, nivel muy similar al producido por 11mM
glucosa.

A continuacién se midio la actividad del Katp en respuesta a 8Br-GMPc utilizando
la técnica de patch-clamp, en la configuracion de célula entera (cell-attached). Holz y
colaboradores ya habian demostrado que el Karp era cerrado por analogos de AMPc {Holz
et al. 1993}. Al igual que se habia visto para 100pM estradiol (Nadal et al. 1998, Fig. 6A 'y
C), en ausencia de glucosa, 10uM 8Br-GMPc cerro el Katp de forma répida (Fig. 6B y C).
La disminucion de la probabilidad de apertura del canal fue de un 65% con respecto al
control (Fig. 6D). Se descartd la modulacion del canal por una interaccion directa cuando
se demostro que 8Br-GMPc no tenia efecto en parche aislado (inside-out) (Fig. 7).

Puesto que el GMPc puede verse aumentado por dos guanilato ciclasas, una soluble
y otra de membrana, se utiliz6 un inhibidor de la guanilato ciclasa soluble, LY 83583, para
ver cudl de las dos estaba implicada. Se descarté la soluble puesto que LY no impedia el
efecto inhibitorio del estradiol sobre el Katp (Fig. 6D).

Para evaluar la participacion de la proteina quinasa dependiente de GMPc, PKG, en
el efecto del estradiol, se utiliz6 un inhibidor competitivo de esta enzima, Rp-8-pCPT-
cGMPS. Este impidio el efecto bloqueante del estradiol en el Katp, mientras que un
inhibidor de PKA fue ineficaz (Fig. 8).

Todos estos resultados nos permiten concluir que el efecto del 17p3-estradiol sobre

la célula B pancreatica estd mediado por la via de sefializacion del GMPc y PKG.
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Il. EFECTOS NO GENOMICOS DE LOS ESTROGENOS A
TRAVES DE LA UNION CON UN RECEPTOR EN LA
MEMBRANA PLASMATICA NO RELACIONADO CON ERa
NI ERB

ANEXO 11

[“Nongenomic actions of estrogens and xenoestrogens by binding at a plasma
membrane receptor unrelated to estrogen receptor o and estrogen receptor .
A. Nadal, A.B. Ropero, O. Laribi, M. Maillet, E. Fuentes and B. Soria. Proc
Natl Acad Sci U S A. 2000 Oct 10; 97(21):11603-8.]

Una vez que se supo el segundo mensajero implicado en la via de sefializacion
intracelular utlizada por 17B-estradiol en la célula B pancreatica, se procedio a estudiar el
receptor de estrégenos presente en la membrana plasmatica responsable de esos efectos.

Para comprobar la funcionalidad del sitio de unién de estradiol en la membrana
plasmatica que se habia visto anteriormente {Nadal et al. 1998}, se utilizo6 estradiol unido a
peroxidasa (E-HRP) en experimentos de calcio intracelular. Por su gran tamafio, este
compuesto no puede atravesar la membrana plasmatica, por lo que se tiene certeza de que
actua a través de la membrana. E-HRP reprodujo el efecto del 17p-estradiol en células
dentro del islote, con un aumento de la frecuencia de las oscilaciones de calcio debidas a
8mM glucosa dependiente de la dosis y en el mismo rango de concentraciones que el
estradiol (Fig. 1Ay C).

En ensayos realizados paralelamente por Ouahiba Laribi, no se vio marcaje en la
membrana plasmatica de células pancreaticas con ninguno de los anticuerpos dirigidos
contra diferentes dominios de los receptores de estrogenos intracelulares, REa y REB (Fig.
4). Una vez descartada la participacion de alguno de ellos, se procedié a identificar el
receptor responsable de los efectos del estradiol y su perfil farmacoldgico.

El E-HRP ya habia sido utilizado para marcar el sitio de union de estradiol en la
membrana plasmatica de células pancreéticas en cultivo, fijadas pero no permeabilizadas.
El marcaje se puede visualizar utilizando diaminobencidina (DAB) y urea, que reaccionan

con la peroxidasa y forman un precipitado oscuro que absorbe la luz incidente sobre la
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muestra (Fig. 2A). Este precipitado aparece negro o marron dependiendo de si el DAB
lleva 0 no metal para aumentar la sensibilidad del marcaje. Cuando se utiliza estradiol
como competidor, o cualquier otro compuesto que se une al mismo sitio en la membrana,
las células presentan menor precipitado y por tanto absorben menos la luz (Fig. 2B). La luz
absorbida se obtiene restando la intensidad de luz que atraviesa el fondo del cubre y la
media que atraviesa la célula a lo largo de una linea que la cruza (Fig. 2C). El programa
que dirige el miscroscopio confocal permite medir esa intensidad de luz y los resultados se
presentan en términos de porcentaje de luz absorbida con respecto al control. Los
pardmetros del microscopio se mantienen de forma que la intensidad de luz que atraviesa el
fondo del cubre sea constante a lo largo de los experimentos. Este tipo de medida se realiza
en células individuales cultivadas, fijadas pero no permeabilizadas. En la Figura 5 del
Anexo 2 yenlas 6y 7 del Anexo 3, el marcaje con peroxidasa ha sido restado de todos los
resultados.

Con esta metodologia se vio que la competicion con estradiol era dependiente de la
dosis (Fig. 2D). Ademés dopamina (Dpn), noradrenalina (NE) y adrenalina (Epr) también
se unian al mismo sitio, al igual que 20H-estradiol (2-OHE) (Fig. 5A). Para descartar
ninguno de los receptores clasicos por los que actlan estas catecolaminas, se utilizaron
ligandos de los receptores al, a2 y B adrenérgicos, D1 dopaminérgicos, imidazolinas y
sigma. Ninguno de ellos compitio por el sitio de unién del estradiol (Fig. 5B y C).

Para ver la funcionalidad de ese receptor de estrogenos de membrana, se realizd
medida de calcio intracelular con noradrenalina y estradiol. En presencia de glucosa y
100nM noradrenalina, 100nM estradiol ya no tuvo ningan efecto sobre el calcio (Fig. 5D),
probablemente por saturacion de sus sitios de union. Sin embargo, la noradrenalina siguid
haciendo efecto en el caso inverso (Fig. 5E), de acuerdo con un efecto sobre la célula 3 a
través de receptores adrenérgicos, lo que descartdé ademas un papel de estos en el efecto del

estradiol. De forma similar sucedi6 con la dopamina (resultado no mostrado).

Con todos estos resultados, podemos decir que el receptor de estrogenos de
membrana responsable del efecto del estradiol en las células B pancreaticas no es ningunos
de los receptores intracelulares clasicos, sino que se trata de un receptor que ademas

interacciona con otras catecolaminas y con catecolestrégenos.
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I11. UN RECEPTOR DE ESTROGENOS DE MEMBRANA NO
CLASICO PRODUCE EFECTOS RAPIDOS OPUESTOS EN
EL PANCREAS ENDOCRINO

ANEXO 111
[“A nonclassical estrogen membrane receptor triggers rapid differential
actions in the endocrine pancreas”. A.B. Ropero, B. Soria, A. Nadal. Enviado

a publicacion.]

Un vez estudiado el receptor y la via de sefializacion implicados en el efecto del
17B-estradiol sobre la célula B pancreética, nos preguntamos si en otros tipos celulares del
islote de Langerhans los estrégenos también tenian efecto. De modo que se procedié a
estudiar la célula a., secretora de glucagon.

En esta ocasion, para la medida de la concentracion de calcio intracelular se utilizo
la sonda fluorescente sensible a calcio Fluo-3 y un microscopio confocal. Con este tipo de
microscopia, se registra la sefial de fluorescencia tan sélo de una seccion dptica del islote y
el programa informatico que controla el sistema permite un posterior andlisis, en el que se
pueden tomar las variaciones en la fluorescencia de células individuales dentro del islote.
Esto permite estudiar la respuesta de los distintos tipos celulares del islote cuando se
encuentran en su entorno fisiolégico. En la Figura 1A se muestra la imagen de un islote de
Langerhans cargado con Fluo-3 tomada con un microscopio confocal, al que se le ha
aplicado una escala de seudocolor en el que el azul representa el menor nivel de calcio y el
rojo el maximo. Debido a la baja difusibilidad de la sonda, s6lo son accesibles a ella las
células situadas en la periferia del islote.

Las células o y B dentro del islote se identificaron por su patron oscilatorio de
calcio intracelular a baja y alta concentracién de glucosa respectivamente {Nadal et al.
1999}. En la Figura 1B se tiene el patron oscilatorio de calcio que presenta una célula f3
dentro del islote en presencia de 8mM glucosa y el aumento de la frecuencia de las
oscilaciones con 1nM de 17p-estradiol. De la misma forma, se midieron los movimientos
de calcio intracelular en células a dentro del islote, identificadas por su patron oscilatorio
en respuesta a 0.5mM glucosa (Fig. 1A). Esas oscilaciones se vieron inhibidas en un 51%

de las células a por 1nM 17B-estradiol, con parada de las oscilaciones al cabo de 10.1+0.9

43



Resultados

min (Fig. 1C). El 29% de las células sufrieron una disminucion de la frecuencia oscilatoria
en un 38+4 % (tomado como disminucién de la frecuencia aquel cambio superior a —10%)
y en el 20% restante no hubo efecto incluso tras 25 min con estradiol. Similares resultados
se obtuvieron con 1nM E-HRP (Fig. 1D): en el 49% de las células a se inhibieron las
oscilaciones al cabo de 10.5+1.0 min; en el 30% disminuy0 la frecuencia un 28+5 %,
mientras que en el 21% restante el E-HRP no tuvo efecto.

Por lo tanto, el 17B-estradiol, a concentraciones fisioldgicas, también modifica el
patron de calcio intracelular de las células o del islote. Ademas lo hace a través de la
interaccion con un receptor en la membrana plasmatica.

Para estudiar la implicacion de los receptores de estrogenos o y 3 en el efecto del
estradiol en las células a y B se utilizo el antiestrogeno 1C1 182,780. En ninguno de los dos
tipos celulares 1uM ICI bloque6 el efecto del estradiol (Fig. 2).

A continuacién se hicieron ensayos de union de E-HRP a la membrana plasmatica,
con DAB-Co para visualizar esa union. Las células a en cultivo fueron identificadas
posteriormente por su marcaje intracelular con anticuerpos anti-glucagéon (Fig. 3). En este
caso, la medida de la luz absorbida por el precipitado se realizé tomando la media de la
absorbida por toda la célula. Se vio que la competicion con estradiol era dependiente de la
dosis, siguiendo una curva muy similar a la de las células B (Fig. 4).

De la misma forma que se habia hecho en la medida de calcio intracelular, también
se realizo el ensayo de competicion con ICI 182,780 para ver si se unia al mismo sitio que
el estradiol en la membrana plasmatica. Ninguno de los dos antiestrogenos empleados, ICI
y tamoxifen (T) compitieron (Fig. 5), lo que confirmd los resultados obtenidos en calcio y
descart6 un papel de los receptores de estrégenos intracelulares.

A continuacion se hicieron ensayos de competicién con las catecolaminas
dopamina (Dop), noradrenalina (NE) y adrenalina (E) y se vio que se unian al mismo sitio
que el estradiol (Fig. 6A). Sin embargo, no sucedio asi con ligandos para los receptores o y
B adrenérgicos, clonidina (Clo) y propranolol (Prop), y dopaminérgicos, quinpirole (Quin)
(Fig. 6B).

Los resultados presentados en este anexo Il demuestran que dentro del islote de
Langerhans de raton, el estradiol tiene distintos efectos en las células o y B, actuando sobre
el mismo receptor de estrdgenos de membrana que no es ninguno de los intracelulares

clasicos y que ademas es compartido por catecolaminas y catecolestrogenos.
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EL ISLOTE DE LANGERHANS Y EL 17B8-ESTRADIOL

El efecto del 17B-estradiol en la fisiologia del islote de Langerhans no es nuevo,
sino que ya trabajos fechados durante la década de los setenta y la de los ochenta,
realizados con ratas, demostraron un efecto insulinotropico del estradiol tanto in vivo como
in situ {SutterDub 1976; Sutter-Dub et al. 1978; Faure & Sutter-Dub 1979; Sutter-Dub
1979; Faure et al. 1983; Faure et al. 1987}. Mas adelante se fue corroborando el papel del
estradiol en la prevencién o mejora de la diabetes, ya fuera en modelos animales
{Watanabe 1990; Efrat 1991} o en mujeres postmenopausicas {Stevenson et al. 1994;
Brussaard et al. 1997; Andersson et al. 1997}. De la misma forma, también se vio que el
estradiol disminuia los niveles de glucagon in vivo {Faure et al. 1983; Faure et al. 1988}.

Lo que si ha permanecido desconocido hasta el momento ha sido el mecanismo por
el cual el estradiol lleva a cabo esos efectos en las células o y B pancreéticas, encargadas
de la secrecion de glucagon e insulina respectivamente. En un trabajo de Nadal et al. de
1998, se demostrd que concentraciones fisioldgicas de 17B-estradiol producian un aumento
rapido de la secrecion de insulina de islotes de ratdn, de un 30% con respecto a la liberada
por 8mM glucosa. Ese efecto estaba mediado por la interaccion del estrogeno con un
receptor en la membrana plasmatica de las células B pancreaticas {Nadal et al. 1998}. En
esta tesis se presentan evidencias de que ese mismo receptor es el implicado en la
inhibicion de las oscilaciones de calcio intracelular por estradiol en la célula o pancreatica,
con lo que se espera que disminuya la secrecion de glucagon, puesto que ésta depende del
calcio intracelular {Leclercq-Meyer et al. 1979}.

La obvia contradiccion que surge a partir del efecto del estradiol en dos tipos
celulares del mismo tejido, aumento de calcio intracelular en células  y disminucion en
celulas a, no es tal si tenemos en cuenta el papel que la insulina y el glucagdn juegan en la
homeostasis de glucosa en sangre. El aumento de la secrecion de insulina y la disminucion
de la de glucagon estan ambas dirigidas a disminuir la concentracion de glucosa
plasmatica. De modo que el estradiol estaria utilizando dos vias aparentemente opuestas,

en dos tipos celulares, para llevar a cabo un mismo efecto fisioldgico.
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VIA DE SENALIZACION UTILIZADA POR EL ESTRADIOL
EN EL ISLOTE DE LANGERHANS

La interaccién del estradiol con su receptor en la membrana plasmatica de la célula
B pancreética produce un aumento en la concentracion de GMPc. Este activa la PKG que a
través de una fosforilacion cierra el Karp y despolariza la membrana plasmatica. Los
canales de calcio dependientes de voltaje de la membrana se abren y dan lugar a un patrén
oscilatorio del calcio intracelular. El resultado fisiolégico es el aumento de la secrecion de
insulina inducida por glucosa. En Figura 1 se presenta el modelo de la accion del 17p-
estradiol en la célula b pancreatica de raton.

La via GMPc-PKG estd implicada en la secrecion de insulina por glucosa
{Laychock et al. 1991; Green et al. 1993} aunque no se sabe de qué forma interviene en el
proceso. Al ser utilizada también por el estradiol, éste potencia asi una de las vias por las
que la glucosa actia como secretagogo insulinotropico en el islote de Langerhans. Se
demuestra aqui por primera vez una modulacion negativa del Karp por PKG mediada por
estradiol. Se desconoce si la diana de la PKG es el propio canal o si el efecto es indirecto
por medio de otras proteinas. Este podria ser también el mecanismo por el cual el GMPc
producido por la glucosa regula la secrecién de insulina. Por lo tanto, son necesarios méas
experimentos que establezcan si la PKG fosforila el Karp 0 en su caso, qué proteina es la
diana de la quinasa. Ademas queda por confirmar la participacion de PKG en el cierre del
canal por glucosa.

Las enzimas encargadas de sintetizar GMPc a partir de GTP son las guanilato
ciclasas que existen en dos formas, solubles en el citosol o insertadas en la membrana
plasmatica. Las primeras son activadas por NO y CO y las segundas por péptido
natriuréticos, ANP, BNP y CNP {Garbers & Lowe 1994; Carvajal et al. 2000}. En
mamiferos también hay dos tipos de PKG en funcion de su localizaciéon. La PKG | es
soluble y tiene dos isoformas procedentes de procesamiento alternativo de un mismo
ARNm y la PKG Il estd asociada a la cara intracelular de la membrana plasmatica por

miristoilacion {Lohmann et al. 1997}.
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FIGURA 1. Modelo del efecto rapido del 17B-estradiol en la célula B
del islote de Langerhans pancreatico de raton
En la figura se resume el mecanismo por el cual el 17B-estradiol modifica la
secrecion de insulina en la célula B pancreatica. Se incluye el GMPc como segundo
mensajero que modifica el canal de potasio dependiente de ATP, el potencial de
membrana, el calcio intracelular y por tanto la secrecion de insulina. Figura cedida por el
Dr. Mario Diaz.

En el islote de Langerhans se tiene presencia de ambos tipos de GC, puesto que un
inhibidor de la GCs bloquea el aumento de GMPc por glucosa {Laychock et al. 1991} y el
ANP (GCm) potencia los movimientos de calcio intracelular en islotes {Lee & Laychock
1997}. La utilizacion de un inhibidor de la GCs no bloquea el efecto del estradiol sobre el
Katp en células B y compuestos dadores de NO, activador de la GCs, abren el Katp

{Tsuura et al. 1994} y disminuyen la secrecion de insulina {Cunningham et al. 1994}.
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Ademas, el NO es el mecanismo por el que la interleuquina 1B, liberada por los
macrofagos, produce muerte de las células B pancreéaticas, causa de la diabetes mellitus
tipo | {Spinas 1999}. De modo que, aunque podria darse un modo dual de accién del NO
dependiendo del tiempo de exposicion a él, éste no parece estar implicado en el efecto del
estradiol en la célula B pancreatica.

Por otra parte se ha visto activacion de la GCm por estradiol en células PC12 y la
interaccion directa del estradiol con una GCm consistente en los dominios intracelulares
catalitico y quinasa {Chen et al. 1998}. La interaccion del estradiol con esos dominios no
puede estar mediando el efecto del estrogeno sobre la célula B pancreética, puesto que E-
HRP lo mimetiza sin poder atravesar la membrana plasmatica. Por lo tanto, son necesarios
mas experimentos en el islote de Langerhans para establecer cual de las dos GC es la
implicada en el efecto del estradiol en la célula B. De la misma forma con la PKG, si se
trata de la soluble o la de membrana la isoforma activada por el aumento de GMPc por
estradiol. Tampoco hay que descartar la participacién de las fosfodiesterasas especificas en
el aumento de los niveles de GMPc en el islote de Langerhans.

En cuanto a la via de sefializacion del AMPc y la PKA utilizada por estradiol en
otros tipos celulares {Falkenstein et al. 2000}, no participa en el caso de la célula B
pancreatica, puesto que no se tiene aumento de la concentracion de AMPc en respuesta al
estrogeno y ademas, un inhibidor de la PKA no impide su efecto sobre el Katp. Al
contrario de lo que sucede con el canal de potasio de alta conductancia, Maxi-K {Valverde
et al. 1999}, en la célula B no hay interaccion directa del estradiol con el Karp, puesto que
no tiene efecto cuando se mide la actividad del canal con la técnica de patch-clamp en la
configuracion de parche aislado.

Si bien el mecanismo de secrecion de glucagon en la célula o apenas es conocido,
si se sabe que estd mediado por movimientos de calcio intracelular {Johansson et al.
1987}. Por un lado, la presencia del Katp y su papel en el acoplamiento estimulo-secrecion
en la célula a es un tema muy controvertido {Nadal et al. 1999; Gopel et al. 2000}. Por
otra parte, el GMPc disminuye la secrecion de glucagon y el calcio intracelular {Verspohl
& Bernemann 1996 y Anexo Ill de esta tesis}, de modo que el estradiol podria utilizar la
misma via de sefializacion que en la célula B. De esta forma, se tendria que un mismo
segundo mensajero, el GMPc, produce dos efectos opuestos en dos tipos celulares de un

mismo tejido.
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RECEPTOR DE ESTROGENOS DE MEMBRANA NO
CLASICO

La gran controversia que existe en el campo del receptor de estrogenos de
membrana se centra principalmente en dos posibilidades que se plantean con respecto a su
naturaleza: que se trate de los mismos receptores intracelulares, localizados en la
membrana, o0 que por el contrario sea un receptor que no guarde ninguna relacion
estructural con ellos. Ambas hipétesis no son excluyentes, dada la enorme variedad de
tipos celulares y de efectos del estradiol. Sin embargo, existen algunas cuestiones a tener
en cuenta a la hora de apoyar cada uno de los modelos.

La utilizacion de antagonistas de los receptores de estrégenos intracelulares es un
arma importante para distinguir entre la participacion de estos o de otro tipo de receptores
en los efectos del estradiol. Actualmente el ICI 182,780 es el antiestrogeno especifico de
los receptores clasicos que mas se utiliza {Wakeling et al. 1991}. A este respecto y tal y
como se citaron en la Introduccion, hay numerosos ejemplos que muestran tanto un
blogueo como una total ineficacia del ICI 182,780 para inhibir los efectos rapidos del
estradiol. En esta tesis se muestra que 1uM de este antiestrégeno no impide el efecto de
1nM 17pB-estradiol en el calcio intracelular, ni en la célula o, ni en la B. Ademas, en
ensayos de competicion por el sitio de union del estradiol con ICI, se ve que éste no se une
al receptor de estrégenos presente en la membrana plasmatica de ninguno de los dos tipos
celulares.

Por otro lado, los anticuerpos desarrollados contra los receptores intracelulares
permiten visualizar la presencia o no de estos en la membrana plasmatica. Ademas, por
reconocer distintos dominios del receptor, también dan informacion acerca de cuales de
ellos estan presentes en el de membrana. Con anticuerpos dirigidos contra diferentes
dominios de REa, se ha visto marcaje en la membrana plasmatica de una linea celular de
pituitaria, GH3/B6, y en hipotalamo {Pappas et al. 1995; Clarke et al. 2000}. Ademas, el
anticuerpo que reconoce el dominio de union del ligando al REa bloguea la unién de E-
BSA a la membrana de células de musculo liso {Morey et al. 1997}. Sin embargo no
sucede asi con la célula B pancreética, en donde cinco anticuerpos dirigidos contra REa y
dos contra REB no marcan la membrana plasmatica de células no permeabilizadas,
mientras que ambos estan presentes en el citosol. Ninguno de ellos compite con el receptor

de estrégenos de membrana en ensayos de union con E-HRP.
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Por otra parte, se ha visto un 2-3% de expresion de REa y REB en la membrana
plasmatica de células CHO transfectadas con el ADNc de ambos receptores. Ademas estos
estan acoplados a proteinas G, Gq y Gs, que al unirse estradiol aumentan los niveles de IP3
y AMPc {Razandi et al. 1999}. Sin embargo este tipo de experimentos no esta exento de
controversia.

Para que una proteina se localice en la membrana plasmatica es necesario que
disponga de un dominio transmembrana a traves del cual se inserte en ella. Es poco
probable que una proteina con tales regiones hidrofébicas pueda presentarse en forma
soluble en un entorno hidrofilico como es el citosol. Por lo tanto, este dominio debe estar
presente exclusivamente en la forma de membrana y podria incluirse en la proteina
citosdlica por procesamiento alternativo. En el caso anterior de expresion de REa y B en
CHO, este procesamiento parece improbable, puesto que la transfeccion se hace con los
ADNCc de ambos receptores. Las librerias de ADNCc se originan a partir de los ARNm ya
procesados de las células, es decir, sélo contienen exones, puesto que los intrones han sido
ya eliminados. Por lo tanto, no existe la posibilidad de insercion de exones presentes en la
estructura del gen pero eliminados del ARNm para formar la proteina citosolica y que sin
embargo se incluyan en la forma de membrana. De modo que la proteina queda sujeta a
poder insertarse en la membrana plasmatica por modificiaciones postraduccionales que la
unan a una molécula lipidica. Al examinar la estructura del REa, los propios autores,
Razandi et al., indican que no hay sitios de palmitoilacion y s6lo unos pocos candidatos de
miristoilacion {Razandi et al. 1999}. Por otro lado, se ha visto que una subpoblacion de
RE es glicosilada por N-acetilglucosamina {Jiang & Hart 1997}. Sin embargo todas estas
posibilidades se ven anuladas por el hecho de que ambas proteinas, la citosolica y la de
membrana, tienen el mismo peso molecular y proceden de un mismo transcrito {Razandi et
al. 1999}.

Otros trabajos apoyan la existencia de un tipo de receptor de estrogenos en la
membrana plasmatica que no esté relacionado con los intracelulares cléasicos. Este es el
caso del receptor por el que el estradiol modifica las corrientes producidas por kainato en
neuronas de hipocampo. Ese efecto del estrogeno sigue presente en ratones carentes
(knockout) de REa. Aqui, la implicacion del REP es descartada por la utilizacion del
antiestrogeno 1CI 182,780, que no es capaz de bloquear el efecto del estradiol {Gu et al.

1999}. Por otro lado, hay activacion de ERK a través de la membrana en células carentes
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de ambos receptores de estrogenos, a. y B {Filardo et al. 2000}. En macr6fagos que no
expresan el REB, IC-21, anticuerpos anti-REa. no marcan la membrana plasmatica {Benten
et al. 2001}. Toda una bateria de anticuerpos anti-REa y anti-REf tampoco marcan la
membrana plasmatica de células  pancreéaticas {Nadal et al. 2000}.

Si el receptor de membrana que media los efectos del estradiol en estos tipos
celulares no es ninguno de los intracelulares, ;cual es el responsable entonces? En esta
tesis se da respuesta a esta pregunta para dos tipos celulares del islote de Langerhans de
raton: la célula o y la célula B. Para ello se cuenta con los ensayos de competicién con E-
HRP por el sitio de union del estrogeno en la membrana plasmatica de células no
permeabilizadas. Asi se tiene que en ambos casos el receptor es compartido, no sélo por el
catecolestrégeno 20H-estradiol, sino ademas por tres catecolaminas: dopamina, adrenalina
y noradrenalina. La participacion de alguno de los receptores clésicos de esas
catecolaminas se descarta con la utilizacion de ligandos de los receptores dopaminergicos y
de los as-, oo Y B-adrenérgicos, que compitien por el receptor de estradiol. Hasta la fecha,
solo existe un receptor que una estas tres catecolaminas: el que ha sido Ilamado receptor -
adrenérgico y su existencia se ha puesto de manifiesto en células de musculo liso y
neuronas del ganglio ciliar de pollo {Hirst & Neild 1980; Hirst et al. 1982; Benham &
Tsien 1988; Yawo 1996; Yawo 1999}. Poco se sabe acerca de él aparte de su interaccion
con las catecolaminas y la falta de efecto sobre él de los ligandos para los respectivos
receptores clasicos de las mismas. Por otra parte, la noradrenalina, actuando sobre ese
receptor, activa la PKG a través de un mecanismo independiente de NO {Yawo 1999}.
Esta es la misma via de sefializacion que utiliza el estradiol en la célula f pancreética, con
unas primeras evidencias de la no implicacion del NO.

Por lo tanto, el receptor de estrogenos de membrana no clasico presente en la
membrana de las células o y B pancredticas de ratdn interacciona también con otras
catecolaminas y con catecolestrégenos. La estructura de estos compuestos y la del estradiol
tienen en comuan un anillo fenol, tal y como se puede apreciar en rojo en la Figura 2, que
también esta presente en varios xenoestrégenos que se unen al mismo receptor (Figura 3
Anexo Il1), por lo que es probable que sea esa estructura a través de la cual esos

compuestos interaccionan con el receptor de membrana.
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OH
HO CH, — CH, — NH,
HO
HO Estradiol Dopamina
OH OH
HO CH — CH, — NH — CH; HO CH — CH; — NH;,
HO . HO .
Adrenalina Noradrenalina

FIGURA 5. Estructura del Estradiol y las catecolaminas
Dopamina, Adrenalina y Noradrenalina
En la figura se presenta la estructura de cuatro de los compuestos que interaccionan
con el receptor de estrogenos de membrana no cléasico: estradiol, dopamina, adrenalina y
noradrenalina. La caracteristica comun en todos ellos es el grupo fenol, mostrado en la
figura en color rojo, estructura candidata a ser la responsable de la interaccion con el
receptor.

Los intentos de aislar el receptor de estrogenos de la membrana plasmatica han
dado por el momento una banda de 29kDa que se ha detectado en cerebelo {Bukusoglu &
Krieger 1994}, espermatozoides humanos {Luconi et al. 1999} y utero {Monje & Boland
1999}. Ademés se han visto otras bandas en cerebro {Zheng & Ramirez 1997} y utero
{Monje & Boland 1999}. En el caso de los espermatozoides se utilizd un anticuerpo
dirigido contra el dominio de union a estradiol del REa, H222 {Luconi et al. 1999}. Sin
embargo, en Utero fueron varios anticuerpos dirigidos contra diferentes dominios de REa.
Esto demuestra que aunque esas bandas sean de un peso molecular inferior al de los
receptores clasicos, aun conservan las regiones reconocidas por todos esos anticuerpos y

ademas con una estructura similar.
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Por otra parte, el receptor de estrogenos de membrana es compartido con
progesterona en cerebelo {Bukusoglu & Krieger 1994}. La secuencia completa del ADNc
de una proteina de unién a progesterona en membrana se ha obtenido de células de
musculo liso vascular porcino {Falkenstein et al. 1996; Falkenstein et al. 1999} y humano
{Gerdes et al. 1998}. La proteina porcina que se predice tiene 194 aminoacidos y un peso
molecular de 21.67kDa. Falta por saber si esos receptores de progesterona de membrana

son compartidos por estradiol.

Ademas de identificar el receptor de estrogenos que se expresa en la membrana
plasmatica celular, también han de centrarse esfuerzos en demostrar su funcionalidad
mediando los efectos fisioldgicos del estradiol. En el caso de la linea celular de pituitaria,
GH3/B6, un anticuerpo dirigido contra REa reproduce la liberacion de prolactina por
estradiol y la activacion de eNOS en endotelio se ve aumentada por sobrexpresion de REa.
e inhibida por ICI 182,780 {Chen et al. 1999}. En las neuronas de hipocampo de rata en
donde se ha visto marcaje de la membrana con anticuerpos anti-REa {Clarke et al. 2000},
no se ha comprobado su funcionalidad y en el caso del raton, no es ése el receptor
responsable del efecto del estradiol en hipocampo, puesto que sigue produciéndose en
animales carentes (knockout) de ERa {Gu et al. 1999}. Por otro lado, en esta tesis se
demuestra que el receptor de estrégenos de membrana descrito en células o y B del islote
de Langerhans es el responsable del efecto del estradiol, puesto que éste es reproducido por
la misma concentracion de E-HRP. Ademas, en presencia de noradrenalina, el estradiol no
modifica el patrén oscilatorio de calcio de las celulas 3, en coherencia con un bloqueo del
receptor por la noradrenalina. A la inversa, en presencia de estradiol, la noradrenalina sigue
ejerciendo el mismo efecto, de acuerdo con su papel a través de los receptores a-
adrenérgicos presentes en la célula B pancreatica. De forma similar sucede con la

dopamina (resultados no mostrados).

Indudablemente, los animales carentes de REa y de REP (doble knockout) seran
una fuente importante de evidencias a favor o en contra de la presencia de estos receptores
en la membrana plasmatica. Aunque estos ratones ya se han obtenido {Couse et al. 1999;
Ogawa et al. 2000}, por el momento no se han publicado resultados de los efectos del

estradiol a través de la membrana plasmatica.
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GENOMICO -- RECEPTOR INTRACELULAR versus
NO GENOMICO -- RECEPTOR DE MEMBRANA

Tras los numerosos estudios que se han venido realizando desde el publicado en
1975 por Pietras & Szego, se ha dado solidez a la existencia de un nuevo mecanismo de
accion en el efecto de los estrogenos. Por lo tanto hemos de rendirnos ante la evidencia de
gue estos no s6lo actlan desde dentro en un proceso lento y de larga duracion, sino que
ademas son capaces de actuar como las hormonas hidrofilicas, a través de un receptor en la
membrana plasmatica, que produce efectos rapidos en los que poco o nada tiene que ver la
transcripcion génica.

Pero en contra de lo que podria pensarse en un principio en cuanto a la clara
distincion entre efectos gendémicos mediados por receptores intracelulares y los no
gendmicos, a través de receptores de membrana, se estd viendo que dicha distincion es algo
caprichosa. Segun se ha podido observar, la activacion rapida de MAPK por estradiol
produce efectos fisioldgicos que no se detectan en un corto espacio de tiempo, sino que se
requieren varias horas, aunque se produzcan a través de una interaccion del estrogeno con
un receptor en la membrana plasmatica. Entre estos ejemplos figura la estimulacion del
crecimiento celular {Di Domenico et al. 1996; Morey et al. 1997} y la inhibicion de la
apoptosis {Razandi et al. 2000a}. Puesto que tanto el crecimiento celular como la
apoptosis requieren activacion de la transcripcién génica y que la via de las MAPKSs puede
dar lugar a procesos genomicos {Alberts et al. 1994}, es probable que el estradiol, a través
de la activacion rapida de una via de sefalizacion intracelular produzca efectos finales
gendmicos. De hecho, el E-BSA activa la transcripcion de un gen formado por el promotor
de c-fos de una forma independiente de los RE intracelulares, en la linea de neuroblastoma
SK-N-SH, lo que ademas indica que esos efectos gendmicos a través de sefializacion
intracelular podrian estar mediados por un receptor de estrogenos en la membrana
plasmatica{Watters et al. 1997}.

Por otra parte, es bien conocido que el AMPc activa la PKA y que una de sus
dianas es la proteina de union a CRE, CREB. Esta proteina interacciona con CRE (cyclic
AMP response element), que es una zona del ADN presente en la zona reguladora de
algunos genes. Cuando CREB es fosforilada estimula la transcripcion génica {Alberts et al.
1994}, por lo que la activacion de la via de sefializacion del AMPc puede producir efectos

no gendmicos en minutos y gendmicos a largo plazo.
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Tampoco hay que descartar el hecho de que los mismos receptores de estrégenos
intracelulares pudieran participar en la activacion de vias de sefializacion intracelular con
resultados no genémicos, previa o paralelamente a su papel transcripcional.

Por lo tanto, los términos RE intracelulares, RE de membrana, genémico, no
gendmico, a largo plazo y rapido, se pueden entrecruzar de diversas formas en cada tipo
celular con el fin de producir la amplia variedad de efectos fisioldgicos de los estrogenos.
Todo esto hace necesario un nuevo punto de vista con el que abordar los efectos de los
estrdgenos y sus mecanismos. Para ello es imprescindible desarrollar nuevas herramientas
con las que poder distinguir claramente la participacion de los receptores de membrana o
los intracelulares en cada uno de esos efectos, asi como los mecanismos empleados en cada

Caso.
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1.- Una concentracion fisioldgica de 17B-estradiol produce un aumento de la
concentracion de calcio intracelular en el islote de Langerhans de raton, que se manifiesta
como un aumento en la frecuencia de las oscilaciones mostradas por el islote en presencia

de 8mM glucosa o bien como un aumento en la duracion de dichas oscilaciones.

2.- El 17p-estradiol produce un aumento en los niveles de GMPc en el islote de
Langerhans en presencia de 8mM glucosa. Este aumento es similar al producido por 11mM

glucosa.

3.- EI GMPc modula negativamente el canal de potasio dependiente de ATP de una
forma similar a como lo hace el 17B-estradiol. Este efecto no se debe a una interaccion
directa del nucledtido ciclico con el canal, sino a la activaciéon de vias intracelulares de

sefializacion.

4.- El canal de potasio dependiente de ATP es modulado negativamente por una

fosforilacion dependiente de PKG, activada por estradiol.

5.- La via de sefalizacion del AMPc y la PKA no participan en el efecto del 17p3-

estradiol en las células 3 del islote de Langerhans de raton.

6.- Concentraciones fisioldgicas de 173-estradiol suprime las oscilaciones de calcio

intracelular que presentan las células a pancreaticas en ausencia de glucosa.

7.- El receptor de estrogenos presente en la membrana plasmatica de las células o y
B es el responsable del efecto del estradiol en la concentracion de calcio intracelular en

ambos tipos celulares.

8.- El receptor de estrogenos de membrana descrito en las células o y 3 del islote de
Langerhans de ratdn ejerce dos efectos opuestos en ambos tipos celulares, que sin
embargo, conducen a un mismo efecto fisioldgico: la disminucion de la concentracion de

glucosa en sangre.
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9.- EIl receptor de estrégenos de membrana presente en las células o y B

pancreéticas no es ninguno de los receptores de estrogenos intracelulares, REa 0 REP.

10.- Este receptor de estrogenos de membrana no clasico es compartido por
catecolestrdgenos y por las catecolaminas dopamina, adrenalina y noradrenalina. No es
ninguno de los receptores clasicos adrenérgicos, ni dopaminérgicos, sino que tiene el perfil

farmacolodgico del llamado receptor y-adrenérgico.
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Intracellular calcium concentration ([Ca’"]) was measured in mouse whole islets of
Langerhans using the calcium-sensitive fluorescent dye Indo-1.

Application of physiological concentrations of 178-oestradiol in the presence of a
stimulatory glucose concentration (8 mm) potentiated the [Ca’*]; signal in 83% of islets
tested. Potentiation was manifested as either an increase in the frequency or duration of
[Ca®* 7, oscillations.

The effects caused by 17f-oestradiol were mimicked by the cyclic nucleotide analogues
8-bromoguanosine-3’,5’-cyclic monophosphate (8-Br-cGMP) and 8-bromoadenosine-3",5"-
cyclic monophosphate (8-Br-cAMP).

Direct measurements of both cyclic nucleotides demonstrated that nanomolar concentrations

of 17f-oestradiol in the presence of 8 mm glucose increased cGMP levels, yet cAMP levels
were unchanged. The increment in cGMP was similar to that induced by 11 mm glucose.

Patch-clamp recording in intact cells showed that 8-Br-cGMP reproduced the inhibitory
action of 178-oestradiol on ATP-sensitive K (K, pp) channel activity. This was not a
membrane-bound effect since it could not be observed in excised patches.

The action of 17-oestradiol on K ,rp channel activity was not modified by the specific
inhibitor of soluble guanylate cyclase (sGC) LY 83583. This result indicates a likely
involvement of a membrane guanylate cyclase (mGC).

The rapid decrease in K ,;p channel activity elicited by 178-oestradiol was greatly reduced
using Rp-8-pCPT-cGMPS, a specific blocker of ¢GMP-dependent protein kinase (PKG).
Conversely, Rp-cAMPS, which inhibits cAMP-dependent protein kinase (PKA), had little
effect.

The results presented here indicate that rapid, non-genomic effects of’ 174-oestradiol after
interaction with its binding site at the plasma membrane of pancreatic f-cells is a ¢cGMP-
dependent phosphorylation process.

397

Oestrogens are lipophilic hormones that classically activate
nuclear receptors triggering different genomic effects. In
addition to this established mechanism of action, evidence
has grown in favour of the non-genomic action of oestrogen
via a putative membrane receptor. Non-genomic effects of
oestrogen are characterised by their rapid time course: from
a few seconds to 2—10 min after oestrogen application.
These fast responses are not blocked by cycloheximide or
actinomycin-D, which are inhibitors of protein synthesis
and DNA transcription, respectively. Non-genomic actions
are reproduced by oestrogens bound to macromolecules,
such as albumin or peroxidase, which are not able to cross
the plasma membrane. These criteria, amongst others, have
been used to identify the non-transcriptional action of

oestrogens in both excitable and non-excitable cells (Wehling,
1997; Moss et al. 1997; Alonso & Lépez-Coviella, 1998). For
instance, non-genomic modulation of calcium signals by
steroid hormones has been described in sperm (Blackmore et
al. 1991), granulosa cells (Morley et al. 1992), male osteoblasts
(Lieberherr & Grosse, 1994), human vascular endothelial
cells (Moini et al. 1997), breast cancer and Hela cells
(Impronta-Brears et al. 1999), whereas modulation of ion
channels has been described in vascular smooth muscle
(Zhang et al. 1994; Kitazawa et al. 1997; Ruehlmann et al.
1998), hippocampal neurones (Mermelstain et al. 1996) and
fibroblasts (Hardy & Valverde, 1994), amongst others.

The regulatory effects described in the above paragraph are
likely to be induced via a plasma membrane oestrogen
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receptor. Bvidence for the existence of oestrogen membrane
receptors has been described in several systems (Pappas et
al. 1995; Ramirez et al. 1996; Monje & Boland, 1999; Luconi
et al. 1999), including pancreatic f-cells (Nadal et al. 1998).
Recently, a 29 kDa membrane oestrogen receptor has been
identified in human sperm. Binding of oestradiol to this
receptor elicits calcium influx (Luconi et al. 1999). If non-
genomic effects of oestrogen are mediated by a membrane
oestrogen receptor, the mechanism underlying these effects
should be similar to those operating in lipid-insoluble
hormone actions. Thus, 178-oestradiol will bind to the
receptor, activating enzymatic production of a second
messenger, which generally combines with another molecule
to produce a metabolically active complex.

There is mounting evidence to suggest that second
messengers are involved in the rapid action of oestrogens
after interacting with their binding sites at the plasma
membrane. For instance, oestradiol induces rapid non-
genomic changes of inositol 1,4,5-trisphosphate (Singh &
Gupta, 1997; Marino et al. 1998) and cyclic nucleotide levels
(Farhat et al. 1996). Generation of cAMP induced by
178-oestradiol in excitable cells modulates ion channels
(Picotto et al. 1996) and ionotropic receptors (Gu & Moss,
1996). Likewise, alterations of ¢cGMP levels modulate ion
channels promoting vascular relaxation (White et al. 1995;
Darkow et al. 1997).

The endocrine pancreas is not a classical target for
oestrogens and little information concerning the effect of
oestrogens on this tissue is available. Nonetheless, recent
investigations suggest that oestrogens may have an in vivo
insulinotropic effect (Brussaard et al. 1997). Treatment of
male and ovariectomized female mice with oestrogens
prevents the development of diabetes (Efrat, 1991).
Recently, a direct effect of 174-oestradiol upon f-cells has
been demonstrated (Nadal et al. 1998). Physiological
concentrations of 17f-oestradiol rapidly (less that 2 min)
close K rp channels and, in synergy with glucose, regulate
calcium signals, potentiating insulin secretion. These effects
occur through a membrane binding site, visualised using
peroxidase-conjugated oestradiol as a probe. Nevertheless,
generation of second messengers involved in the regulation
of a f-cell signalling system by 174-oestradiol has yet to be
demonstrated.

Modulation of Ca®* and K ,.p channels is responsible, at
least in part, for the acute vasodilatory effect of 178-
oestradiol in isolated perfused heart (Hugel et al. 1999). The
aim of the present study was to identify the second
messengers involved in the effect of 174-oestradiol on calcium
signals and K ,1p activity in whole islets of Langerhans and
isolated pancreatic f-cells. Our data demonstrate that
178-oestradiol increases cGMP but not cAMP levels. cGMP
activates PKG which decreases K,;p channel activity,
modulating the calcium signal responsible for insulin
secretion. These results extend our knowledge about the role
of PKG in the pancreatic f-cell signalling system, which in
itself’ remains unresolved. Furthermore, our findings may
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be important in understanding the pathways used by
oestrogens to exert their membrane actions and provide
additional evidence in favour of the existence of a plasma
membrane oestrogen receptor.

METHODS

Materials

LY 83583  (6-(phenylamino)-5,8-quinolinedione,  6-anilino-5,8-
quinolinedione) was from RBI (Natick, MA, USA). Rp-8-pCPT-
c¢GMPS (TEA salt) was from Alexis Corporation Ltd (Léaufelfingen,
Switzerland). Indo-1 AM was from Molecular Probes (Leiden,
Netherlands). Other materials were from Sigma (Madrid, Spain).

Islets isolation and intracellular calcium measurement

Swiss albino OF1 male mice (8—10 weeks old) were killed by cervical
dislocation in accordance with national guidelines. Pancreatic islets
of Langerhans were isolated with collagenase digestion as previously
described (Nadal et al. 1994) and loaded at room temperature with
Indo-1 by incubation for 90 min with the AM ester form (6 um,
Molecular Probes, Kugene, OR, USA). This was added as a
concentrated stock solution in dimethyl sulfoxide (final concentration
0:1% v/v). Loaded islets were kept at room temperature in a
medium containing (mm): 115 NaCl, 25 NaHCO,, 5 KCI, 1-1
MgCl,, 1-2 NaH,PO,, 2:5 CaCl, and 2-5 Hepes; plus 1 % albumin,
continuously bubbled with a mixture of 95% O, and 5% CO,; final
pH 7-35. Individual islets were left to settle down in the recording
chamber for 1-2 min before starting the perifusion. Islets were
perifused with a modified Ringer solution containing (mm): 120
NaCl, 5 KCl, 25 NaHCOj,, 1:1 MgCl, and 2+5 CaCl,; final pH 7-35.

Intracellular calcium was monitored by measuring the fluorescence
emitted by the fluorophore Indo-1 (Grynkiewicz et al. 1985) using a
double emission microfluorescence system. The epifluorescence set
up was built on a Nikon-Diaphot inverted microscope. Indo-1 was
excited at 350 + 5 nm by means of a 75 W xenon lamp and a
narrow band-pass filter. To prevent ultraviolet damage to cells and
photobleaching of the indicator, the intensity of the excitation
illumination was attenuated with neutral density filters. The
Indo-1 emission fluorescence was split into two beams, which
passed through band-pass filters centred at 410+5 and
480 + 5 nm and was detected by two photomultipliers (Thorn EMI
9924B). Fluorescence emission at 410 and 480 nm and the ratio of
both wavelengths were recorded on-line and stored in a computer
for further analysis with Axotape (Axon Instruments Inc.). Records
are expressed as the ratio of fluorescence at 410 and 480 nm

(Fiso/ Fiso)-

Bath temperature was maintained at 35 + 1 °C using a stainless-
steel ring heater controlled by a thermostat, which was monitored
continuously with a microthermistor.

Measurement of cAMP and cGMP

Once islets were isolated, they were divided among tubes in groups
of 15 islets for cAMP detection and 28—45 islets to measure cGMP.
Islets were preincubated for 1 h at 37°C, in a medium containing
(mm): 120 NaCl, 5 KCI, 25 NaHCO,, 1-1 MgCl,, 2:5 CaCl, and 3
glucose; pH was maintained at 7-35 by gassing with a mixture of
95% 0, and 5% CO,. In the particular case of ¢GMP detection,
1 mm 3-isobutyl-1-methylxanthine (IBMX) was added for 30 min
before stimulation. Subsequently, stimuli were added followed by 5
or 15 min incubation as appropiate for cAMP and 30 min for cGMP.
Due to low levels of ¢cGMP, incubation periods under 30 min gave
undetectable changes when stimulated with 11 mm glucose, which
was used as a positive control (Laychock et al. 1991). DMSO was
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used as a vehicle for 178-oestradiol; final concentration of DMSO
was 107°% and the same concentration was added to all
experimental samples in order to avoid any possible artefact. At the
end of the incubation period, islets were rapidly put on ice to stop
the reaction. Tubes were centrifuged for 5 min at 1000 r.p.m. and
the supernatant was discarded. The pellet containing the islets was
treated with methanol before sonication. Samples were centrifuged
at 6000 r.p.m. for 10 min; the pellet was frozen for the Bradford
assay in order to detect the protein content. The supernatant was
collected and after evaporation of methanol was frozen. Later,
aliquots were assayed for cAMP and ¢cGMP using radioimmuno-
assay (RIA) kits (Amersham Pharmacia Biotech, Barcelona, Spain).
The acetylation method was chosen in the case of ¢cGMP. In these
experiments 10 nm oestradiol was used in order to obtain a
maximal increase in cyclic nucleotides. Although this concentration
is not considered pharmacological, it is slightly higher than
physiological (100 pm—1 nm, used throughout the paper).

Results are expressed as means + s.E.M. Data were analysed for
statistical differences using one-way analysis of variance. The
number of experiments and P values are detailed in figure legends.

Cell isolation and culture

Islets from adult (8—10 week old) Swiss albino male mice (OF1),
killed by cervical dislocation, were isolated, dispersed into single
cells and cultured as previously described (Valdeolmillos et al. 1992).
Briefly, islets were isolated by collagenase digestion as described
above, separated by centrifugation and hand picked under a stereo-
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microscope. Once isolated, islets were disaggregated into single cells
in a low calcium medium. Cells were then centrifuged, resuspended
in culture medium RPMI 1640 supplemented with 10 % fetal calf
serum, 100 units ml™ penicillin, 0-1 mg ml™ streptomycin and
11 mm glucose, and plated on glass coverslips. Cells were kept at
37°C, in a humidified atmosphere of 95% O, and 5% CO,, and
used within 1-5 days of culture.

Patch-clamp recordings

Single-channel currents were recorded from cell-attached and inside-
out membrane patches using standard patch-clamp recording
procedures (Hamill et al. 1981). Patch pipettes were pulled from
Clark Electromedical glass capillaries (Reading, UK) using a two-
stage puller (Mecanex BB-CH, Geneva, Switzerland), with
resistances of 8—12 M2 when filled with the pipette solution. In
cell-attached patches the pipette solution contained (mnr): 140 KCI,
1 MgCl,, 10 Hepes and 1 EGTA (pH 7-2); and the bath solution
contained (mm): 5 KCl, 135 NaCl, 10 Hepes, 2:5 CaCl, and 11
MgCl, (pH 7-4). In inside-out experiments, the bath and pipette
solutions were exchanged, and bath solution was applied through a
RSC-100 rapid solution changer (Biologic, Claix, France). K p
channel unitary currents were recorded using an Axopatch 200
amplifier (Axon Instruments Inc) and stored on a tape recorder
(DAT, DTR-1202, Biologic; Claix, France) for subsequent analysis
with an in-house programme. Experiments were replayed through
an 8-pole Bessel filter (Frequency Devices). The pipette potential
was held at 0 mV throughout recording. K ,,, channel activity was
quantified by digitising 60 s sections of the current record, filtered
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at 1 kHz, sampled at 10 kHz by a Digidata 1200, and calculating
the mean NP, during the sweep. A 70 % threshold method was used
to detect events. Data sampling was started 1 min before (control)
and 7 min after (test) application of test substances in cell-attached
experiments, and 1-30 s in excised patches. Channel activity was
defined as the product of N, the number of functional channels, and
P,, the open-state probability. P, was determined by dividing the
total time channels spent in the open state by the total sample time.
In experiments used to determine PKG implication, due to the high
number of active channels, instead of NP, an integral analysis of
the current was used to measure channel activity. Unless otherwise
indicated, data are expressed as means + s.EM. For statistical
analysis a one-way ANOVA was used. Experiments were
performed at room temperature (20—24 °C).
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Figure 2. cGMP reproduces 174-oestradiol effects on
[Ca?*]; signals

Different [Ca?*], responses to 10 um 8-Br-cGMP (8Br-cGMP)
in 3 different islets exposed to 8 mm glucose. A, generation of
[Ca®*]; oscillations in non-oscillatory islets compared with
basal (25 %, 3 of 12 islets used). B, increase in the frequency
of [Ca*], oscillations to a plateau level (33 %, 4 of 12 islets).
0, lengthening of [Ca”*]; oscillations after a [Ca®*]; transient
(42%, 5 of 12 islets).

J. Physiol. 521.2

RESULTS

Basic characteristics of calcium signals in response to
174-oestradiol

Application of 174-oestradiol to the islets of Langerhans in
the presence of a stimulatory concentration of glucose (8 mm),
induced four different types of [Ca’]; response (see Fig. 1).
Once a steady [Ca’"]; signal in response to 8 mm glucose was
established, application of 1 nm 178-oestradiol induced an
oscillatory pattern of [Ca’*]; on a plateau level in islets that
did not show glucose-induced [Ca®*]; oscillations (Fig. 14), an
increase in the frequency of [Ca’"]; oscillations (Fig. 1B), or
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Figure 3. cAMP reproduces 174-oestradiol actions on
[Ca®*]; signals

Different [Ca®*], responses to 10 um 8-Br-cAMP in

3 different islets exposed to 8 mm glucose. A, generation of
[Ca®*]; oscillations in islets which did not display [Ca®*];
oscillations in response to 8 mu glucose (19 %, 3 of 16 islets
used). B, increase in the frequency of [Ca”*]; oscillations
(44 %, 7 of 16 islets). C, lengthening of [Ca®"]; oscillations
after a [Ca’"], transient (31 %, 5 of 16 islets). Six per cent,
1 of 16 islets tested, showed an irregular [Ca’*]; pattern
produced by 8-Br-cAMP.
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an increase in the duration of [Ca®*], oscillations (Fig. 10). A
change in the frequency of [Ca®"]; oscillations, such as those
in Fig. 14 and B, were observed in 51 % of the islets tested
(see figure legend for details). Modifications of the [Ca®*],
pattern such as those in Fig. 1C were observed in 17% of
the islets and irregular [Ca®™], oscillations were elicited in
15% of the islets (not shown). The latter were taken as
positive responses; however, they were not used for analysis,
due to the difficulty in quantifying such an irregular pattern.
Finally, 178-oestradiol applied at 1 nm was without effect in
17% of the islets tested. Oestradiol actions were not
reversible within the time course of a perifusion experiment.

Cyeclic nucleotides mimic 174-oestradiol effects on
[Ca?*]; signals

To investigate the involvement of cyclic nucleotides in the
potentiation of glucose-induced [Ca®*], signals by 178-
oestradiol, 8-Br-cGMP, 8-Br-cAMP and forskolin were tested
in the presence of 8 mm glucose. Application of 8-Br-cGMP
at concentrations as low as 10 um reproduced the changes
elicited by 178-oestradiol on [Ca®*],. The ¢cGMP analogue
elicited [Ca’"]; oscillations in non-oscillating islets, which
represents 25 % of islets tested (Fig. 24), and an increase in
the frequency of [Ca®]; oscillations in 33% (Fig.2B). An
increase in the duration of [Ca®*], oscillations (Fig. 2C) was
also reproduced by 8-Br-cGMP in 42 % of the islets.

Figure 4. Comparison of [Ca®*]; signal properties
modified by 176-oestradiol and cyclic nucleotide
analogues

A, average frequency of [Ca®"]; oscillations in control
conditions () and in the presence of the indicated stimuli ((J).
The frequency of oscillations was calculated in periods of

3—6 min, once the record was stable. The difference was
significant between 174-oestradiol (174-ES; 1 nm, n= 21
islets) and 8-Br-cGMP (10 um, n =T islets, P = 0-0003), but
not between 174-oestradiol and 8-Br-cAMP (10 gm, n =8
islets, P=0-1). Student’s paired ¢ test was used, comparing
control and stimulus in the same experiment. B, average of the
percentage time that calcium is elevated in control conditions
(H) and in the presence of stimuli ((J). The period that Ca" is
elevated was calculated measuring the time that [Ca’*]; levels
remained above the half-peak value. Although the period of
time used for analysis was different between records

(6—10 min), the same time was utilised for analysing control
and stimulus in each particular experiment. Differences
between the stimulus and its control were significant in all
three cases. P=10"" for 178-ES (n= 9 islets), P = 0-05 for
8-Br-cGMP (n =4 islets) and P = 0-02 for 8-Br-cAMP (n=>5
islets). Student’s paired ¢ test.
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The permeable analogue of cAMP, 8-Br-cAMP, also
reproduced the effects evoked by 17f-oestradiol (Fig. 3).
Moreover, when 1 um forskolin, an adenylate cyclase
activator, was tested similar effects to 8-Br-cAMP, 8-Br-
¢GMP and 178-oestradiol were produced (not shown).

Changes in the frequency and duration of [Ca®"]; oscillations
elicited by 178-oestradiol and cyclic nucleotide analogues
were very similar as shown in Fig. 4.

These findings indicate the possibility that both cGMP and
c¢AMP or either of them may be implicated in mediating the
effect of 174-oestradiol on [Ca®*]; signals in the islets of
Langerhans.

174-oestradiol raises cGMP but not cAMP levels

In order to elucidate which cyclic nucleotides were involved
in the rapid effect evoked by 174-oestradiol, levels of both
cyclic nucleotides were measured in batches of isolated islets
of Langerhans. Neither glucose nor 174-oestradiol modified
cAMP levels measured after 15 min of oestradiol application
(Fig.54). The same result was obtained when islets were
stimulated for only 5 min, indicating that rapid production
and subsequent degradation by phosphodiesterases is
unlikely. On the contrary, when 178-oestradiol was applied
in the presence of 8 mm glucose, cGMP was increased by
37 £ 15% compared with that produced by 8 mm glucose
alone (Fig.5B). While this increase is moderate, it is well

A 35+

" |

2.1 +

14 H

Frequency (min"

0.7

0.0 -

17p-ES 8Br-cGMP 8Br-cAMP
50

40

% Time

20

10

17B-ES 8Br-cGMP 8Br-cAMP



402 A. B. Ropero and others

within the range produced when increasing glucose from
8 mm to 11 mm (Fig. 5B). Such differences agree with results
previously published on the effect of glucose on cGMP levels
(Laychock et al. 1991). We can conclude that 174-oestradiol
increases cGMP yet cAMP levels remain unchanged.

8-Br-cGMP mimics the effect of 178-oestradiol on

K ,rp channel activity

It is known that 174-oestradiol enhances [Ca’*]; signals and
insulin secretion regulating K ,,, channel activity (Nadal et
al. 1998). It has been demonstrated that cAMP analogues
decrease K ,1p channel activity in pancreatic f-cells (Holz et
al. 1993). We conclude that cAMP mimics 174-oestradiol
action on K ,p channels. However, little is known about the
role of ¢cGMP in regulating K,pp channel activity. To
investigate the latter, cell-attached patch recordings were
obtained under conditions in which the bathing solution
contained no glucose. When 8-Br-cGMP was applied, a
substantial decrease in K ypp channel activity was produced.
The reduction in K ,;p channel activity was similar to that
achieved with physiological concentrations of 178-oestradiol
(Fig. 64 and B). Both substances produced a fast decrease
in the activity of the channel. Figure 6C represents the time
course of K,.p mean open probability (VP,)) of records in
panels A and B. The time to reach maximum current
inhibition in both cases was between 2 and 8 min. When
results were pooled, the maximum current inhibition reached

A
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using 8-Br-cGMP was 65 % of control. Such an inhibition was
70 % of that induced by 100 pm 174-oestradiol (Fig. 6 D).

The increments of ¢cGMP levels are usually generated by
activation of either membrane-bound or soluble guanylate
cyclase. In order to evaluate such a possibility, LY 83583, a
specific inhibitor of soluble guanylate cyclase, was used. This
inhibitor was without effect on the 178-oestradiol-induced
decrease of K,pp activity, indicating that cytoplasmic
(soluble) guanylate cyclase (sGC) was not involved in the
effect of 178-oestradiol.

PKG inhibitors block the effect of 174-oestradiol on
K, rp activity

Results described in the above paragraph show that 8-Br-
¢GMP mimics the effect of 178-oestradiol. The action of the
analogue may be a direct effect on the channel or an indirect
effect via a phosphorylation/dephosphorylation process.
However, the experiment described in Fig. 7 excludes a direct
effect of ¢cGMP on the channel for when 8-Br-cGMP was
applied to the inner surface of an excised membrane patch,
no change in the K ,p channel activity was monitored.

Experiments described in Figs 6 and 7 show that ¢cGMP
decreases K, channel activity similarly to 176-oestradiol.
The possibility that cGMP action involves a phosphorylation/
dephosphorylation process is examined below.

120
100 ]
°
n. -
g 80
2 60 4
; Figure 5. Direct measurement of cAMP and ¢cGMP levels
g 40 1 A, cAMP levels measured by radioimmunoassay at basal levels of
£ glucose (G; 3 mm), stimulatory levels of glucose (8 mm) and 8 mm
20 1 glucose plus 10 nm 174-oestradiol, after 15 min stimulation.
o [T ]——L~| Results are expressed as a percentage of the maximal response

3mM G 8mM G 8mM G

+17B-ES

8mM G
+FK

obtained with 1 g forskolin (FK). The average value of cAMP
when stimulated by forskolin was 370 4+ 276 fmol (ug protein) ",
Results are expressed as means + s.e.M. of two different

experiments with triplicate samples. B, increment of ¢cGMP levels
by glucose and 10 nm 174-oestradiol. Results are expressed as a
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percentage of the maximal response obtained with 11 mm glucose.
The average value of ¢cGMP induced by 11 mm glucose is
T 49 4 19 fmol (ug protein) . Results are expressed as
means + 8.E.M. from six different experiments with duplicate
samples. The difference between values obtained with 8 mm
glucose and 8 mm glucose plus 10 nm 174-oestradiol is considered
significant (P = 0-05), using one-way ANOVA.
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Figure 6. Both 178-oestradiol and 8-Br-cGMP modulate K , 1, channel activity

A, 178-0estradiol (100 pm) decreased K ,pp channel activity in intact pancreatic islet cells. Single K ypp
currents were recorded from cell-attached patches on cultured islet cells at a 0 mV pipette potential. The
record shows K ,1p channel activity before application of 174-oestradiol, 3 min after application, 7 min
after application, and 30 min after washing (traces 1—4, respectively). Arrowheads point to the level where
channels are closed. Application of 1 nm 178-cestradiol gave essentially the same result. B, the same
experiment described in A but applying 10 gm 8-Br-cGMP instead of 17f8-oestradiol. C, time course of
K yrp channel mean open probability (NP,) of experiments in A and B. O, the effect of 174-oestradiol;
*, the effect of 8-Br-cGMP. D, mean of the percentage of blockage of the K, channel activity elicited by
100 pm 178-oestradiol (174-ES) (n=17), 100 pm 178-oestradiol in the presence of either 10 um LY 83583
or 10 g 8-Br-cGMP. Soluble guanylate cyclase inhibitor LY 83583 was without effect (n =3, P=0-1, one-
way ANOVA). 8-Bromo-cGMP reproduced an effect 70% of that elicited by 178-cestradiol (n=6,
P =001, one-way ANOVA). Cells were preincubated with LY 83583 for 20 min before performing the
experiment. Experiments were done in the absence of glucose.
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Figure 7. Lack of effect of 10 um 8-Br-cGMP on K,;p channel activity in inside-out cell
membrane patches

Patch potential was held at 0 mV. 8-Br-cGMP was applied during the period indicated above the record.
Complete blockade of channel activity in the presence of 2 mm ATP assured K ,pp channel responsiveness.
Experiment is representative of 4 different cells.
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In most cellular systems ¢cGMP activates the regulatory
subunit of ¢cGMP-dependent protein kinase (PKG). If PKG
were involved in 178-oestradiol action then inhibition of the
kinase would abolish the oestradiol-induced decrease of K ,p
channel activity. Application of Rp-8-pCPT-cGMPS, a
specific competitive inhibitor of PKG, strongly inhibited the
decline of K ,rp channel activity elicited by 178-oestradiol
(Fig. 8). Reduction of K,p channel activity was only
20+ 2% in the presence of the PKG inhibitor, whereas a
70 £ 9% reduction of activity was recorded in control
experiments performed in £-cells from the same culture. To
investigate the role of cAMP, we sought to use Rp-cAMPS,
a specific competitive blocker of PKA. When the effect of
174-oestradiol on K ,pp channel activity was analysed, the
PKA inhibitor only slightly reduced the action of
17p-oestradiol on K ,p activity (Fig. 8D). These results are
consistent with 174-oestradiol modulating K ,p channels
by a PKG-dependent mechanism, though they do not
completely exclude a minor participation of PKA.
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DISCUSSION

The experiments reported here indicate that physiological
concentrations of 174-oestradiol modulate calcium signals in
whole islets of Langerhans. In the majority of cases,
174-oestradiol increases the frequency of [Ca®*], induced by
8 mm glucose. Furthermore, 178-oestradiol triggers [Ca**],
oscillations in islets that were silent in the presence of
glucose. The effects of 174-oestradiol are rapid in onset and
persist during oestrogen application. It is well known that
these effects are non-genomic, partially stereospecific and
result in an enhanced insulin secretion (Nadal et al. 1998).
The effects of 178-oestradiol on calcium signalling are
mimicked by concentrations as low as 10 gm of 8-Br-cGMP,
8-Br-cAMP and 1 um forskolin.

Since the actions of 17f-oestradiol on g-cell signalling
system are glucose dependent, the different metabolic states
induced by glucose in different islets may explain the
marked variability in the [Ca®]; responses. When islets are

B Inh. PKG

1 YT eY
2 WP T e ey

O

751

501

% Blockage

254

Figure 8. PKG is involved in 174-oestradiol-induced reduction of K ,p channel activity

A, 178-oestradiol (100 pm) decreases K pp channel activity in intact pancreatic islet cells. Single K pp
currents were recorded from cell-attached patches on cultured islet cells at a 0 mV pipette potential. The
record shows K ,;p channel activity before application of 178-oestradiol, and 3 and 7 min after application
(traces 1, 2 and 3, respectively). B, the same experiment described in A, after 15 min incubation with
10 gm Rp-8-pCPT-cGMPS. In order to compare this with the effect of 178-oestradiol in the presence and
absence of the PKG inhibitor, experiments described in 4 and B were performed in cells from the same
culture. C, time course of K ,1p channel mean open probability (NP,) of the effect of 100 pm 174-oestradiol
(O), 100 pm 178-o0estradiol in the presence of 10 um Rp-8-pCPT-cGMPS (M) and 100 pm 178-o0estradiol in
the presence of 10 um Rp-cAMPS (@). D, mean of the percentage of K ,;p channel activity inhibition
elicited by 100 pm 178-oestradiol (174-ES) (n=3) (a), 100 pm 178-oestradiol in the presence of 10 um
Rp-8-pCPT-cGMPS (b), and 100 pm 178-oestradiol in the presence of 10 um Rp-cAMPS (c). In the
presence of the PKG inhibitor Rp-8-pCPT-cGMPS, the 174-oestradiol effect was reduced by 80% (n=3,
P =10-006, one-way ANOVA). Contrary to this, the PKA inhibitor Rp-cAMPS did not significantly affect
17p-oestradiol action on K ,;p channel activity (n =3, P =02, one-way ANOVA).
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exposed to nanomolar concentrations of 174-oestradiol,
direct measurement of cyclic nucleotide levels in isolated
islets shows an increment in c¢GMP, whereas cAMP
concentrations are unchanged. The increment in cGMP
levels is modest, but is nonetheless equivalent to that
produced when stimulating with 11 mm glucose (Laychock et
al. 1991, and present paper). It has already been
demonstrated that 178-oestradiol decreases K ,rp channel
activity in a rapid manner: initiation of 174-oestradiol effect
occurs between 30 s and 2 min after oestrogen application
(Nadal et al. 1998). This time course of action is similar to
that found in other studies (Hardy & Valverde, 1994; Gu &
Moss, 1996). The decline in channel activity is mimicked by
8-Br-cGMP, when measured in the cell-attached mode.
Remarkably, the concentration of 8-Br-cGMP needed to
produce an effect, both on [Ca®*], and K ,pp activity, is at
least an order of magnitude lower than in most of the
studies published. Since the action of ¢cGMP seems to be
very potent, a small increase in ¢cGMP levels such as that
detected in Fig.5B, would be enough to account for
174-oestradiol actions on the g-cell signalling system.

The modulation of K ,;p channel activity by ¢cGMP discussed
above could be accomplished via two different pathways:
direct interaction of ¢cGMP with the channel or activation of
a c¢GMP-dependent protein kinase responsible for K ,p
channel phosphorylation. The possibility  is
invalidated by the experiment shown in Fig. 7, since 8-Br-
c¢GMP was without effect when applied to inside-out patches.
By contrast, the oestrogen-induced decrease in channel
activity is greatly reduced by a specific blocker of PKG
(Rp-8-pCPT-cGMPS). Implication of PKA is minor since
Rp-cAMPS, a blocker of PKA, has a very small effect.

Both PKA and PKG exist in pancreatic f-cells. The former
is involved in a multitude of signalling processes, whereas
the role of the latter is still unclear (see Jones & Persaud,
1998, for a review). Implication of PKG in 178-oestradiol
action is therefore a new finding for pancreatic f-cell
signalling. Since PKG activity influences apoptotic cell
death in f-cells (Loweth et al. 1997), 178-oestradiol may
also influence g-cell survival, which may be of therapeutic
importance.

former

In summary, the modulation of calcium signals by 174-
oestradiol is due to a blockage of K ,p channels, inducing
depolarisation of the membrane and an enhanced calcium
influx. Modulation of K ,p channels appears to be mediated
by an increase in ¢cGMP levels, which will activate a cGMP-
dependent  protein  kinase channel
phosphorylation. A minor participation of cAMP in this
process cannot be completely ruled out, although an
involvement of ¢cGMP is clear.

causing K, rp

The actions of 178-oestradiol resemble those described for
other modulators such as glucagon-like peptide (GLP)-1 via
cAMP (Holz et al. 1993) and atrial natriuretic peptide via
cyclic nucleotides (Lee & Laychock, 1997).
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Although a direct binding of 174-oestradiol on maxi-K*
channels has been described in vascular smooth muscle
(Valverde et al. 1999), most non-genomic actions of oestrogen,
such as those described in f-cells (Nadal et al. 1998, and
present paper), are likely to be mediated by a plasma
membrane receptor. The molecular characteristics of the
membrane oestrogen receptor remain little known. A recent
study has identified a novel functional membrane oestrogen
receptor in human sperm (Luconi et al. 1999). Specific
binding sites for oestradiol at the plasma membrane have
been demonstrated in several types of cells (Pappas et al.
1995; Ramirez et al. 1996; Nadal et al. 1998; Monje & Boland,
1999). Binding of 178-oestradiol to a hypothetical oestrogen
membrane receptor has been shown to alter cyclic nucleotide
levels. Increases in cAMP elicited by 176-oestradiol are
instance, 174-oestradiol
potentiates kainate-induced currents via cAMP (Gu & Moss,
1996), independently of intracellular oestrogen receptors
(Gu et al. 1999).

usual in excitable cells. For

c¢GMP is also involved in rapid oestrogen actions, principally
in endothelial cells. In this report we found that changes in
c¢GMP levels are more important than increases in ¢cAMP.
An increment in ¢GMP levels could be mediated via
activation of a sGC activated by NO. Rapid, non-genomic
stimulation of NO by 178-oestradiol has been described in
endothelial cells (Prevot et al. 1999). Although sGC was
present in g-cells, it seems unlikely that it could play an
important role in 174-oestradiol generation of ¢cGMP. The
last conclusion is based on the experiment described in
Fig.6.D. An inhibitor of soluble guanylate cyclase (LY 83583)
did not modify the effect of 174-oestradiol on K ,rp channel
activity in cell-attached patches. On the contrary, LY 83583
is known to inhibit NO induced smooth muscle relaxation
(Kawada et al. 1994). We can further rule out mediation of
NO in the response of f-cells to 178-oestradiol, because NO
activates K, rp channels evoking a decrease of insulin
secretion (Tsuura et al. 1994). Thus, the effect of NO is
opposite to that of 17f-ocestradiol on K ,;p channel and
insulin secretion (Nadal et al. 1998).

The most likely pathway for explaining cGMP
augmentation is via a membrane guanylate cyclase (mGC),
activated after interaction of 17f-oestradiol with its
binding site at the membrane. We cannot exclude a direct
effect of 178-oestradiol on mGC, since biochemical
experiments have illustrated that 17f8-oestradiol can
directly activate membrane guanylate cyclase by an
unknown mechanism in PC12 cells (Chen et al. 1998).
However, this is unlikely since effects of 178-oestradiol on
[Ca®], and K,pp channels have a typical profile of a
receptor-mediated process (Nadal et al. 1998).

In conclusion, the present work demonstrates that
physiological levels of 178-oestradiol decrease K ,;p channel
activity, modulating calcium signals. This modulation is a
c¢GMP-dependent phosphorylation process and is likely to
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occur after binding of 174-oestradiol to a plasma membrane
receptor, activating a membrane guanylate cyclase.

Existence of a second messenger involved in the rapid, non-
genomic effect of 17f-oestradiol is important evidence for
the presence of a plasma membrane oestrogen receptor.
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The molecular mechanism used by environmental chemicals to
exert their hormone-like actions is still only partially resolved.
Although it generally is accepted that xenoestrogens act at the
genomic level by binding to intracellular estrogen receptors, we
have shown here that they trigger nongenomic effects in pancre-
atic B cells. Both xenoestrogens and the circulating hormone,
17B-estradiol, bind with high affinity to a common membrane
binding site unrelated to the intracellular estrogen receptors ERa
and ER. This binding site is shared by dopamine, epinephrine, and
norepinephrine and has the pharmacological profile of the -
adrenergic receptor. This study provides an outline of the mem-
brane receptor involved in rapid xenoestrogen actions.

pancreatic g cells | confocal microscopy | intracellular calcium | cell
signaling

enoestrogens are compounds that present estrogenic effects

but whose chemical structure does not necessarily resemble
that of steroid hormones. They are found in fresh water and are
likely responsible for the feminization of male fish in several
rivers of the United Kingdom and the decreased reproduction
success of alligators and turtles in Lake Apopka in Florida (1, 2).
These manmade chemicals enter the body by ingestion or
adsorption and mimic the genomic actions of estrogens (3) via
intracellular estrogen receptors (4-6).

Less attention has been paid to nongenomic actions of xe-
noestrogens. Several studies have described that xenoestrogens
mimic 17B-estradiol when they act on Ca?>* and K™ channels in
smooth muscle cells (7) as well as when they trigger prolactin
release from rat pituitary tumor cells (8). Yet, a direct link
between an estrogen membrane binding site (9) and xenoestro-
gen actions is still a matter of debate. Moreover, despite the great
number of studies about nongenomic actions of estrogens, a clear
outline of the membrane receptor involved is still elusive.

We have chosen three widely used xenoestrogens for our
study: bisphenol-A (BPA), which is found in the content of
canned food, dental sealants, and composites; diethylstilbestrol
(DES), a synthetic estrogen used between the 1940s and the
1970s to prevent miscarriages; and the well-known pesticide
1,1,1-trichloro-2-[o-chlorophenyl]-2-[p-chlorophenyl]ethane
(0.p’-DDT) (3, 10-12). We have focused our research on the
effect of these agents on the signaling system of pancreatic 3
cells, which are fundamental for the endocrine pancreas func-
tion. B cells, which are situated within the islet of Langerhans,
are responsible for insulin secretion after an increase of blood
glucose. A dysfunction of this particular type of cells causes the
widespread pathology diabetes mellitus. An estrogen binding site
at the plasma membrane of pancreatic 3 cells has been described
(13). Once 17B-estradiol binds to this site, cGMP increases,
activating protein kinase G, which phosphorylates ATP-
dependent potassium channels (Karp), depolarizing the plasma
membrane, and enhancing intracellular Ca?* concentration
([Ca?*];) signals. As a consequence, insulin secretion is increased
(13, 14).

Here, we show that acute nongenomic actions induced by
17B-estradiol and xenoestrogens in pancreatic 8 cells occur after
these substances are bound at a common membrane binding site.
This is unrelated to the cytosolic/nuclear estrogen receptors
ERa and ERB and has the pharmacological profile of the
so-called “y-adrenergic receptor.”

Methods

Measuring Intracellular Calcium in B Cells Within Intact Islets of
Langerhans. Swiss albino OF1 male mice were killed by cervical
dislocation. Pancreatic islets of Langerhans were isolated from
mice by using collagenase as described (15). After isolation islets
were loaded by incubation in 5 uM Fluo-3 AM (Molecular
Probes) for at least 1 h at room temperature before imaging
intracellular calcium. Calcium records in individual cells were
obtained by imaging intracellular calcium under a Zeiss LSM 510
confocal microscope with a Zeiss X40 oil immersion lens,
numerical aperture 1.3. Images were collected at 2-s intervals,
and fluorescence signals from individual cells were measured as
a function of time by using the Zeiss LSM 510 software package.
Experiments were performed at 34°C. Results were plotted by
using commercially available software (SIGMAPLOT, Jandel Sci-
entific, San Rafael, CA) as the change in fluorescence intensity
(AF) expressed as a percentage of the basal fluorescence inten-
sity (Fo) observed in the absence of stimulus. 3 cells within the
islets were identified by their [Ca?*]; pattern in 3 mM and 8 mM
glucose (16, 17).

Assay for Estradiol-Peroxidase Binding. Islets were dispersed into
single cells and cultured as described (18). Cells cultured on
polylysine-coated coverslips for 24 h were fixed in 4% (wt/vol)
paraformaldehyde for 30 s and exposed overnight to 4.5 ug/ml
estradiol-peroxidase (Sigma) at 4°C. Cells then were washed, and
estradiol-peroxidase conjugate [E-horseradish peroxidase
(HRP)] binding was developed by using 0.5 mg/ml 3,3’-
diaminobenzidine (DAB) tetrahydrochloride in the presence of
0.3 mg/ml urea hydrogen peroxide in 0.05 M Tris buffer and 0.15
M NaCl for 30 min (Sigma FAST DAB tablet set). In experi-
ments performed for Fig. 5, 0.2 mg/ml Cl,Co was added (Sigma
FAST DAB tetrahydrochloride with metal enhancer tablet set)
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to produce the complex Co-DAB, which gives a higher contrast
compared with DA B polymers generated in the absence of metal
additives. To test that the plasma membrane was not perme-
abilized, cells were incubated with 2.5 mg/ml dextran-
conjugated tetramethylrhodamine (40,000 Da) and immediately
visualized by using a Zeiss LSM 510 confocal microscope as
described (13).

Because 65-80% of the islet cells are B cells, 15% are « cells,
which can be easily identified by their particular morphology
(17), we conclude that between 80% and 95% of the cells we used
should be B cells. Nonetheless, we may overestimate the number
of B cells by 5-20%.

Binding Studies Using E-HRP. DA B-based primary reaction prod-
ucts of peroxidase are yellow-brown (DAB) or dark blue (Co-
DAB complex); these compounds are highly absorptive for laser
light at 488 nm. The absorbed light was used as an indication of
the amount of E-HRP bound to the membrane, therefore it is
possible to numerically assess binding of E-HRP by analyzing the
light absorbed by the polymer formed by DAB or Co-DAB.
Nonetheless, quantifying the amount of precipitate simply by
measuring the light absorbed may be an unreliable procedure if
differences of absorbed light are small. This method is of interest
for comparative purposes, and it works extremely well for
conditions in which the difference in the amount of precipitate
is large. For that reason detailed concentration-response profiles
have been omitted. Absorbed light was measured by taking
transmission photographs with a Zeiss LSM 510 laser scanning
confocal microscope, and the intensity of light along a line
through the cell was quantified (see Fig. 2) by using the Zeiss LsM
510 software. Background light and microscope settings were
constant throughout different experiments. To obtain an appro-
priate staining background, HRP was not conjugated to estra-
diol. When incubation and developmental procedure with HRP
were performed in identical condition of experiments, a back-
ground absorbed light of 29 = 7% (n = 150 cells from three
different coverslips) was obtained (see Fig. 2D). This back-
ground light has not been subtracted.

Immunocytochemistry. Anti-ERa mAbs H222 and H226 and the
affinity-purified peptide antibody ER21 were a kind gift of
Geoffrey Greene, University of Chicago (19-22). Anti-ER«
rabbit polyclonal antibodies G-20 and MC-20 and anti-ER goat
polyclonal antibodies L-20 and Y-19 were from Santa Cruz
Biotechnology. Cells cultured on polylysine-coated coverslips for
24 h were fixed in 4% (wt/vol) paraformaldehyde for 30 s and
then incubated 30 min with 1% albumin supplemented with 2%
fetal goat serum or normal donkey serum. After rinsing with
PBS, cells were incubated with the corresponding antibodies
(1:100 dilution) for 2 h at room temperature. After washing,
FITC-conjugated secondary antibodies anti-mouse/anti-
rabbit/anti-goat (1:100 dilution) were applied for 1 h at room
temperature to visualize staining. To visualize intracellular
labeling, cells were permeabilized after fixation with 1% Triton
X-100 for 2 min; the rest of the protocol was followed as above.
Confocal scanning laser microscopy was performed with a Zeiss
LSM 510 microscope. The specificity of the labeling techniques
was proven by the absence of labeling when either the first or the
second antibodies were omitted.

Impeded Ligand Binding Assay. Once cells were fixed as described
above, they were incubated with antibodies G20, H222, Y19, and
L20 for 2 h at 4°C. After that, an E-HRP binding assay was
performed.

Results

Responses of B Cell [Ca?*]; to Xenoestrogens. To investigate the role
of xenoestrogens in pancreatic 8 cells, [Ca®*]; recordings were

11604 | www.pnas.org
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Fig.1. Xenoestrogens mimic 17B-estradiol in modulating [Ca2*];. (A) Change
in fluorescence intensity of Fluo-3in single pancreatic g cells within intact islets
of Langerhans. Islets were perfused with 8 mM glucose, and 1 nM BPA (Sigma),
DES (Sigma), 0.p’-DDT (Chem Service, Chester, Pa), and E-HRP (Sigma) were
applied during the bar. The effects were not reversible after 20 min. Records
are representative of at least five different experiments. (B) Change in the
frequency of [Ca?*]; oscillations as a function of the concentration of 178-
estradiol (17B-ES), BPA, DES, and o.p’-DDT. Each point is the mean of at least
five different experiments. The analysis of the frequency was done during 2-
to 4-min periods, always taken when a steady state was reached, usually 4-8
min after stimuli application. Error bars shown are mean + SEM. (C) Change
in the frequency of [CaZ*]; oscillations as a function of the concentration of
17B-estradiol and E-HPR. Each point is the mean of at least three different
experiments. The analysis of the frequency was done as described above.

obtained from B cells within intact islets of Langerhans from
male mice, using laser scanning confocal microscopy. When 1
nM of BPA and DES was applied in the presence of 8§ mM
glucose, an increase in the frequency of glucose-induced [Ca?*];
oscillations was observed (Fig. 14). Both BPA and DES mim-
icked the effect of 17B-estradiol on [Ca?*]; signaling within a
similar concentration range (Fig. 1B). In contrast, the effect of
0.p’-DDT was milder, and alterations of the [Ca?*]; signals were
not triggered until 100 nM o.p’-DDT was applied (Fig. 1B).
These xenoestrogens, as well as 173-estradiol (13), were without
effect in the absence of glucose. These acute effects should be
nongenomic because they were triggered in less than 3 min and
were reproduced by the membrane-impermeable E-HRP (Fig. 1
A and C). The latter will be used as a probe to study the
properties of the estradiol binding site (see below). The poten-
tiation of [Ca®*]; signals by xenoestrogens is expected to produce
an enhanced insulin secretion as demonstrated previously for
17B-estradiol (13).

A Common Membrane Binding Site for Xenoestrogens and 17p-
Estradiol. The mimicry found between BPA and DES with
17B-estradiol led us to examine whether xenoestrogens act by
interacting with the same membrane binding site as the endog-
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Fig. 2. E-HRP binding assay. (A) Binding of E-HRP (100 nM) to nonperme-
abilized pancreatic islet cells in primary culture visualized by transmission
(LSM) laser scanning. (B) Binding of E-HRP is blocked by using 300-fold excess
17B-estradiol. (C) Change in the intensity of light versus length along yellow
lines in A. Intensity was measured on an arbitrary gray scale from 0 (blackest)
to 255 (whitest). The black line corresponds to the control (cell in A) and the
red line to the estradiol-blocked cell (cell in B). The horizontal black lines are
the mean of the light intensity values within the cell, which are used as a
measurement of the absorbed intensity of light in each condition. (D) Com-
petition of E-HRP binding by increasing concentrations of 17B-estradiol. The
quantity of E-HRP bound is expressed as the percentage of absorbed light with
respect to the control condition. The lower the percentage of absorbed light
the higher the competition for an E-HRP binding site. The control contained
the same concentration of DMSO used for experiments. The results are ex-
pressed as the mean = SEM of at least three different experiments with
duplicate or triplicate samples. Bkg is the background absorbed light obtained
by using HPR instead of E-HPR (see Methods). At least 50-100 single cells were
counted per coverslip.

enous hormone. We have used a binding assay method based on
binding of estradiol conjugated with HRP (E-HRP) as a specific
probe to detect estradiol binding sites (13). The DAB-based
primary reaction product of peroxidase (DAB or Co-DAB
complex) was used as an indication of the amount of E-HRP
bound to the estrogen binding site at the membrane of isolated
nonpermeabilized cells. This primary reaction product is highly
absorptive for laser light at 488 nm and can be easily visualized
with high contrast by using transmission laser scanning micros-
copy (23). Fig. 24 shows two cells stained with E-HRP and
developed by using DAB. The binding of E-HRP was blocked by
competition with a 300-fold excess of 17B-estradiol as shown in
Fig. 2B. A comparative numerical assessment of absorption
intensities in single cells can be made by measuring the absorbed
light in each desired condition (Fig. 2C). The quantity of E-HRP
bound is expressed as the percentage of absorbed light with
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Fig.3. Competition of E-HRP binding by estriol, 173-estradiol, DES, BPA, and
0.p’-DDT, all used at 30 uM. The results are expressed as the mean + SEM of
at least four different experiments with duplicate or triplicate samples.

respect to the control condition. The lower the percentage of
absorbed light the higher the competition for an E-HRP binding
site. Fig. 2D shows how E-HRP binding was blocked by com-
petition with 17B-estradiol in a dose-dependent manner. By
using the described methodology, we were able to demonstrate
that BPA, DES, and 17B-estradiol all compete for the same
E-HRP binding site (Fig. 3). The pesticide o.p’-DDT, which was
weaker in inducing [Ca?"); signals, presented low competition.
However, we should note that 100 nM o.p’-DDT modified the
frequency of [Ca?*];. This finding may indicate the presence of
an alternative pathway used for other xenoestrogens with a
different chemical structure than BPA and DES. Estriol, which
did not present estrogenic activity on the [Ca?*]; signal (13), was
used as a negative control with no effect on E-HRP binding

(Fig. 3).

The Membrane Estrogen Receptor Is Unrelated to ER«a and ERB. The
results presented up to now highly suggest that a common
signal-generating receptor exists for 17B-estradiol and xe-
noestrogens on the cell surface of pancreatic B cells. Several
reports have described the existence of proteins in the plasma
membrane that cross-react with antibodies raised against cyto-
solic classical estrogen receptor (24, 25). These estrogen binding
membrane proteins are functional in producing prolactin release
from pituitary tumor cells (26).

We have studied the possible structural similarity between the
membrane estrogen binding site found in B cells and the
intracellular estrogen receptors ERa and ERB. Immunocyto-
chemistry was performed, using five different antibodies raised
against ERa and two anti-ER antibodies (Fig. 4F). It has been
previously described that all of the used anti-ERa antibodies
stain the plasma membrane of GH3 /B, rat pituitary tumor cell
line and compete for an estradiol binding site (8, 24). Fig. 44
shows the staining of the cytoplasm with the H222 antibody,
raised against the ligand binding domain of ER«, yet the plasma
membrane was completely unstained (Fig. 4B). The same result
was obtained with all of the anti-ER« antibodies described in
Fig. 4E. To complete our study, we used two antibodies raised
against the N terminus and the C terminus of ERB. Neither one
stained the membrane, yet both labeled the cytoplasm (Fig. 4 C
and D). When the impeded ligand binding assay, using the
antibodies G20 and H222 for ERa and Y19 and L20 for ERp,
was performed, none of them competed with E-HRP (Fig. 4F).

We conclude that the membrane estrogen receptor presents a
different structure to that of ERa and ERB.

The Plasma Membrane Estrogen Receptor Is a Catecholaminergic
Receptor. There is evidence that indicates that 17B-estradiol and
the catecholestrogen 2-hydroxyestradiol may act by binding at
the catecholamine receptors. For instance, competition of these
two estrogens for dopamine and norepinephrine (NE) receptor
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(A) Anti-ERa antibody H222 stains the cytoplasm of permeabilized g cells in primary culture. (B) Absence of staining at the plasma membrane of

nonpermeabilized B cells with anti-ERa antibody H222. These cells were from the same culture as the cells in A. (C) Anti-ERB antibody Y19 stains the cytoplasm
of permeabilized B cells in primary culture. (D) Lack of staining of Y19 antibody at the membrane of nonpermeabilized cells. These cells were from the same
culture as those in C. Fluorescence pictures are on the right and their corresponding transmission pictures are on the left. Results are representative of three
different duplicated experiments. (E) Epitopes of the intracellular ERa (upper map of the peptide) and ERB (lower map of the peptide) by available anti-ERa and
anti-ERB antibodies. Epitopes are located by the antibodies named above. (F) Impeded binding ligand assay. E-HRP binding was not blocked either by anti-ER«
antibodies H222 and G20 or by anti-ERB antibodies Y19 and L20. Data are from three duplicated experiments, expressed as mean = SEM, *, P < 105 Student'’s

t test. (Scale bars are 10 um.)

binding has been described in membranes prepared from the
cerebral cortex of the rat (27). It has been suggested that the
az-adrenergic receptor mediates the effect of 2-hydroxyestradiol
on insulin secretion (28).

To study the possible implication of a catecholamine receptor
in the actions described in this paper, we performed a compe-
tition of 2-hidroxyestradiol, dopamine, NE, and epinephrine for
E-HRP binding. Remarkably, the binding of E-HRP was blocked
equally as well by the three catecholamines as by the catecho-
lestrogen 2-hidroxyestradiol (Fig. 54).

To establish the pharmacological profile of the membrane
estrogen binding site described here and to compare it with that
of adrenergic and dopaminergic receptors, the experiment in
Fig. 5B was performed. The binding of E-HPR was unaffected
by prazosin at concentrations higher than the one required to

11606 | www.pnas.org

completely occupy a;-adrenergic receptors (29). Similar results
were obtained with the az-adrenergic receptor ligands, yohim-
bine and clonidine, with propranolol, a B-adrenergic receptor
ligand, and with the D, dopamine receptor antagonist quinpirole
(Fig. 5B). Binding of E-HRP seems to be specifically blocked by
compounds with catechol rings and those with the A ring of
17B-estradiol. Other lipophilic substances containing neither
catechol nor A rings, such as sigma and imidazoline binding site
ligands, had no effect (Fig. 5C).

The functional interaction between 17B-estradiol and cat-
echolamines was studied by measuring the effect of 173-estradiol
on NE and dopamine-induced changes in [Ca*];. The applica-
tion of 100 nM NE led to a modification of the [Ca?*]; pattern,
mainly because of the activation of the as-adrenergic receptor
(30). When 17B-estradiol was applied in the presence of NE, it

Nadal et al.
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Fig. 5. General properties of the plasma membrane estrogen receptor. (A)

Competition of E-HRP binding by the catecholamines dopamine (Dpn), NE, and
epinephrine (E) and the catecholestrogen 2-hydroxyestradiol. These
catechol-derived chemicals competed for the E-HRP binding as much as 17p-
estradiol itself or even more as was the case of dopamine and NE. All of these
chemicals were from Sigma. (B) Competition of E-HRP binding by the as-
adrenergic ligand prazosin (Prz), ay-adrenergic ligands yohimbine (Yh) and
clonidine (CIn), B-adrenergic ligand propranolol (Pro), and the dopamine D;
receptor ligand quinpirole (Quin). Chemicals were from Tocris Neuramin, Bristol,
U.K. (C) Absence of effect on the E-HRP binding of the o-receptor ligands
1,3-Di(2-tolyl) guanidine (DTG), BD1047, and BD1063 and the imidazoline bind-
ing site ligands KU14R, Idazoxan, and 2-BFI. All of the substances were used at 30
1M concentration, but E-HRP was used at 100 nM. DMSO was used as a vehicle for
liposoluble chemicals and had no effect on the E-HRP binding at the concentra-
tions used. Results are representative of at least two different triplicate experi-
ments. Chemicals were from Tocris. (D) Change in fluorescence intensity of Fluo-3
in single pancreatic § cells within intact islets of Langerhans. Islets were perfused
with 8 mM glucose, and 100 nM NE was applied as specified by the bar. Once a
stable [CaZ*]; pattern was established, 100 nM 173-estradiol was added, produc-
ing no change in the frequency of the [Ca?*]; oscillations (0.7 = 0.2 min"' NE, 0.9 =
0.3 NE + 17B- estradiol, n = 3 islets). When dopamine was used instead of NE,
essentially the same results were obtained (0.8 = 0.1 min-' dopamine; 0.6 + 0.2
dopamine + 17B-estradiol, n = 8 islets). (E) Change in fluorescence intensity of
Fluo-3 in single pancreatic B cells within intact islets of Langerhans. Islets were
perfused with 8 mM glucose, and 100 nM 17B-estradiol was applied. Once a stable
[Ca%*]; pattern was established, 100 nM NE was applied. The change in the
frequency of oscillations was from 2.2 + 0.2 min' in the presence of estradiol to
0.67 = 0.04 min™' with NE (n = 3 islets). The same result was essentially obtained
when using 10 uM 17g-estradiol. In control experiments the frequency was 1.3 =
0.1 min™ with 8 mM glucose only and decreased to 0.57 + 0.11 with NE (n =
7 islets).

had no effect on the oscillatory pattern (Fig. 5D). When NE was
applied in the presence of a high concentration of 17B-estradiol,
which should saturate all estradiol binding sites, the NE response
was unchanged (Fig. 5E).
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Essentially the same results were obtained when dopamine
was used instead of NE. Accordingly, NE and dopamine appear
to antagonize the nongenomic action of 17B-estradiol on the
[Ca?*]; signal, likely by binding at the same receptor. The fact
that high concentrations of 17B-estradiol (100 nM and 10 uM)
had no effect on the NE response indicates that this receptor
should be different from the classic « and B8 adrenergic receptor.

Discussion

This report demonstrates that the circulating hormone 17p3-
estradiol and the xenoestrogens BPA and DES enhance the
frequency of [Ca’"]; oscillations in pancreatic B cells within
intact islets of Langerhans. The effect of these agents, although
modest, is well within the range of other insulin secretion
modulators such as vasoactive intestinal polipeptide (31), gastrin
releasing peptide (32), and glucagon-like peptide-1 (33). Be-
cause insulin secretion mirrors the [Ca?*]; pattern (34, 35) a rise
of insulin secretion would be expected, as previously described
for 17B-estradiol (13). This nongenomic effect is triggered by
remarkably low concentrations of BPA and DES, within the
nanomolar range. The strong action of BPA is remarkable,
because it has been shown to behave as a weaker estrogen, about
1,000- to 2,000-fold less potent than 17B-estradiol when inter-
acting with the nuclear estrogen receptor (36, 37). This finding
indicates an action via a receptor different to the nuclear
estrogen receptor.

It has been suggested that estrogen receptors at the plasma
membrane may be involved in the rapid nongenomic effects of
estrogens in several types of cells (38, 39), including pancreatic
B cells (13, 14) although their characterization remains unre-
solved. Several presumptions about the molecular structure of
the estrogen receptor involved in acute actions of estrogens
and xenoestrogens have been suggested. Evidence has been
published showing that the membrane estrogen receptor has a
similar structure to ERa (24, 25, 40). This receptor would be
implicated in triggering nongenomic actions of xenoestrogens
(8). In contrast, evidence against that hypothesis also has been
reported (28, 41-43). We have demonstrated here the exis-
tence of a membrane estrogen receptor involved in the non-
genomic actions of estrogens and xenoestrogens, unrelated to
both ERa and ERB.

The latter is also the case with a recently characterized
putative progesterone membrane binding protein, which shows
no significant identity to the classic intracellular receptor (44,
45). Likewise, testosterone acts via a plasma receptor, which
differs from the intracellular androgen receptor (46). These data
may indicate the existence of a membrane steroid receptor
superfamily, which is different from that of intracellular steroid
receptors.

This membrane estrogen receptor not only binds 178-
estradiol, BPA, and DES but also the neurotransmitters epi-
nephrine, NE, and dopamine. An excitatory receptor equally
activated by dopamine, epinephrine, and NE has been described
in the vascular (47-49) and nervous systems (50, 51). This
receptor is pharmacologically different from the « or B adren-
ergic receptor. It is affected neither by the a nor the 8 antagonist,
and it has been defined as the y-adrenergic receptor (47-49).
These properties match those described for the membrane
estrogen binding site in the present work.

Moreover, the pathway involved in +y-adrenergic receptor
action is a nitric oxide-independent guanylyl cyclase, which
increases cGMP, activating protein kinase G (51). This pathway
exactly imitates the one used by 17B-estradiol for modulating
[Ca?"]; signals and Katp channels in pancreatic g cells (14). The
findings show that the so-called y-adrenergic receptor behaves as
a membrane estrogen receptor.

Our results demonstrate a functional membrane receptor
activated by the endogenous hormone 17B-estradiol as well as by
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the xenoestrogens BPA and DES, providing knowledge about
the molecular mechanism involved in the nongenomic action of
xenoestrogens.

The data define the pharmacological properties of this type of
membrane estrogen receptor and unveil a level of cross-talk
between estrogens and biogenic catecholamines. The latter may
constitute an important link between the endocrine and the
nervous systems.
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Glucose homeostasis in blood is mainly maintained
by insulin released from B-cells and glucagon re-
leased from «-cells, both integrated within the
pancreatic islet of Langerhans. The secretory pro-
cesses in both types of cells are triggered by a rise
in intracellular calcium concentration ([Ca®*]). In
this study, rapid effects of the natural hormone E2
on [Ca®*]; were studied in both types of cells within
intact islets using laser scanning confocal micros-
copy. a- And B-cells showed opposite [Ca®*]; re-
sponses when stimulated with physiological con-
centrations of 17p3-E2. Although the estrogen
produced an increase in the frequency of glucose-
induced [Ca®*];, oscillations in insulin-releasing
B-cells, it prevented the low glucose-induced
[Ca®*]; oscillations in glucagon-releasing a-cells.
The effects of 173-E2 on a-cells were mimicked by
the cGMP permeable analog 8bromo-cGMP and
blocked by the cGMP-dependent protein kinase

(PKG) inhibitor KT5823. Evidence indicated that
these were membrane actions mediated by a non-
classical ER. Both effects were rapid in onset and
were reproduced by 178-E2 linked to horseradish
peroxidase, a cell-impermeable molecule. Further-
more, these actions were not blocked by the spe-
cific ER blocker ICI 182,780. Competition studies
performed with 173-E2 linked to horseradish per-
oxidase binding in a-cells supported the idea that
the membrane receptor involved is neither ERa nor
ERp. Additionally, the binding site was shared by
the neurotransmitters epinephrine, norepineph-
rine, and dopamine and had the same pharmaco-
logical profile as the receptor previously described
for B-cells. Therefore, rapid estrogen actions in
islet cells are initiated by a nonclassical estrogen
membrane receptor. (Molecular Endocrinology 16:
497-505, 2002)

PANCREATIC ISLETS OF Langerhans are com-
posed of a heterogeneous population of cells:
insulin-secreting B-cells (65-90%), glucagon-releas-
ing a-cells (15-20%), somatostatin-producing é-cells
(8-10%), and pancreatic polypeptide-producing cells
(1%). Interaction between the different cell types
within the islet is vital for an adequate control of insulin
release. A diminished glucose-induced insulin secre-
tion results in non-insulin-dependent diabetes melli-
tus, responsible for 75% of the diabetic syndromes.
The hormones, insulin and glucagon, are released in
a [Ca®"],-dependent manner (1). B-Cells respond to an
increase of extracellular glucose by increasing insulin
secretion. The stimulus-secretion coupling process in-
volves glucose metabolism, which provokes the clo-
sure of ATP-dependent potassium channels (K p),
responsible for the resting membrane potential. As a
result, the plasma membrane depolarizes, opening the
voltage-dependent calcium channels and increasing
[Ca®*]; (2-4). Glucose-induced Ca®" signals in B-cells
within the islet of Langerhans are organized in a syn-
chronous and homogeneous [Ca®*]; oscillatory pat-

Abbreviations: 8Br-cGMP, 8-Bromo-cGMP; Co-DAB, 3,3'-
diaminobenzidine in the presence of CoCl,; E-HRP, E2 conju-
gated to horseradish peroxidase; K rp, ATP-dependent potas-
sium channel; PKG, protein kinase G.
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tern. This is a consequence of the bursting pattern of
electrical activity characteristic of pancreatic p-cells
(5-7). As aresult, pulsatile insulin secretion is triggered
(8-10).

As opposed to B-cells, a-cells release glucagon at
low glucose values (11, 12). These cells contain a
specific set of ion channels, responsible for their elec-
trical activity (13, 14). Consequently, [Ca®*]; oscillates
at low glucose concentrations, both in cultured cells
(15) and in intact islets (7). Due to the calcium influx,
the exocytotic machinery is initiated and glucagon is
released (16). When extracellular glucose concentra-
tion increases to the level needed for insulin release,
[Ca®™); oscillations and glucagon release decrease
(7, 12).

Both insulin and glucagon secretion are modified by
the presence of 17B-E2 (17-19), but its mechanism of
action is only partially known in B-cells and is unknown
in a-cells. An estrogen membrane receptor has been
visualized in pancreatic B-cells, responsible for a rapid
insulinotropic effect of 17B8-E2 (19). The estrogen
binds to its membrane receptor and triggers cyclic
GMP (cGMP) synthesis, which activates protein kinase
G (PKG). The K s channels close in a PKG-depen-
dent manner, and therefore the plasma membrane
depolarizes, enhancing [Ca?*]; signals (20). As a con-
sequence, insulin secretion is increased (19).
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The pancreatic islet of Langerhans is not the only
system in which estrogens produce nongenomic ac-
tions through a plasma membrane receptor. There is a
great variety of effects in different cell types. MAPK,
cAMP, cGMP, and NO are some of the intracellular
mechanisms involved in rapid actions of estrogens
(21-283). Other hydrophobic hormones act through a
similar nongenomic mechanism (24, 25).

Despite the long list of effects of E2 on the plasma
membrane, the nature of the receptor involved re-
mains elusive. Some evidence show that the intracel-
lular ERs, ERa and ERB, may behave as membrane
receptors (26, 27). However, this hypothesis is not
supported by other studies, which demonstrate the
involvement of a different estrogen membrane recep-
tor (28-32).

The ER that mediates the actions of 173-E2 in pan-
creatic B-cells is unrelated to the classical ERa and
ERB and has the pharmacological profile of the so-
called “y-adrenergic receptor” (31).

In the present work, we have studied the modulatory
effect of 17B8-E2 on [Ca®*]; in a- and B-cells within
intact islets of Langerhans. These actions are triggered
after E2 binds to a common estrogen membrane re-
ceptor, which is different than the classical ERs, ER«
and ERpB. Following the Mannheim classification of
nongenomic steroid actions (25), we have named it the
nonclassical estrogen membrane receptor (hcmER).

RESULTS
a- and B-Cells [Ca®*]; Responses to 17-E2

To investigate the effect of 178-E2 on [Ca®*]; in indi-
vidual @- and B-cells within intact islets of Langerhans,
isolated islets were loaded with the fluorescent cal-
cium-sensitive dye Fluo-3, and changes in fluores-
cence were monitored using laser scanning confocal
microscopy (33). Only the periphery of the islet was
loaded in all cases as shown in Fig. 1A and described
previously (7). Nonetheless, all cell types that form part
of the islets were represented at the periphery and
were easily distinguishable by their [Ca®*]; response to
glucose. B-Cells were characterized by a synchronous
oscillatory pattern on [Ca®*]; in the presence of 7-16
mm glucose, whereas they remained silent in its ab-
sence. On the contrary, glucagon-containing «a-cells
presented an oscillatory [Ca®*]; pattern in the absence
of glucose, which diminished as glucose concentra-
tion was increased (7, 34).

When a physiological concentration of 173-E2, 1
nm, was applied to a B-cell, an increase in the fre-
quency of glucose-induced [Ca®*]; oscillations was
recorded (Fig. 1B), as previously described (19, 20).
Typical a-cells presented an oscillatory [Ca®*]; pattern
in the absence of glucose, which was completely abol-
ished by 17B-E2 in 51% of the cells (38 of 75)in 10.1 =
0.9 min (Fig. 1C). In 29% of the cells (22 cells of 75
tested), a decrease of 37 = 4% in the frequency of the
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oscillations was observed after 10 min of E2 applica-
tion. There was no effect in 20% of the cells (15 of 75)
even after 25 min of E2 exposure. The rapid effect of
E2 in a-cells should be triggered at the plasma mem-
brane because it is rapid in onset and was reproduced
by the membrane-impermeable E2 conjugated to
horseradish peroxidase (E-HRP) (Fig. 1D). E-HRP, 1
nm, abolished [Ca®*]; oscillations in 49% of the a-cells
(26 cells of 53 tested) in 10.5 = 1.0 min and decreased
the frequency of 31 * 5% in 30% of the cells (16 of
53), with no effect in 21% of the cells (11 of 53).
These results demonstrate an opposite effect of E2
in - and B-cells within the islet of Langerhans. On the
one hand, 17B-E2 increases the frequency of [Ca®*];in
B-cells, producing an increase in insulin secretion (19).
On the other hand, 17B-E2 abolishes the low glucose-
induced [Ca®*]; oscillations in a-cells and as a conse-
quence, glucagon secretion will diminish (16).

cGMP Mediates 17B-E2 Actions on «-Cells

To examine the involvement of cGMP in the inhibition
of low glucose-induced [Ca®*]; oscillations, 8-bromo-
cGMP (8Br-cGMP) was tested in the virtual absence of
glucose (0.5 mm). Application of 8Br-cGMP at concen-
trations as low as 10 um reproduced the effect of
17B-E2 on [Ca®*]; (Fig. 2A). The cGMP analog com-
pletely abolished low glucose-induced [Ca®™*]; oscilla-
tions in 56% of the cells (32 of 57 cells tested), in 18%
of the cells the frequency was decreased by 25 = 5%
(10 of 57 cells), and in 26% cGMP had no effect. In
most cellular systems, including pancreatic B-cells
(20), cGMP activates the regulatory subunit of cGMP-
dependent protein kinase (PKG). Therefore, if PKG
were involved in 17B-E2 action, then inhibition of the
kinase would abolish the E2-induced blockade of
[Ca®"]; oscillations. Application of a low dose of
KT5823, a specific inhibitor of PKG, completely inhib-
ited the effect of 178-E2 on [Ca®*]; signals in 55% of
the cells tested (11 of 20 cells) (Fig. 2B). These results
are consistent with 178-E2 modulating [Ca®*]; signals
by a PKG-dependent mechanism, although they do
not exclude participation of other second messengers.

Rapid 17B-E2 Effects in both a- and B-Cells Are
Independent of Classical ER

Several reports have described rapid effects of 173-E2
mediated by either a classical intracellular ER ex-
pressed at the plasma membrane or a nonclassical
estrogen membrane receptor. The existence of both
receptors can be distinguished by their sensitivity to
the antiestrogen ICI 182,780. The effects mediated
by a classical membrane receptor are blocked by
ICI 182,780, whereas nonclassical estrogen mem-
brane receptors are insensitive to the antiestrogen
(22, 283, 25).

In the experiment shown in Fig. 3, the mentioned
antiestrogen did not modify the responses to 178-E2
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Fig. 1. Effects of 1 nm 178-E2 on [Ca®*]; Oscillations in a-
and B-Cells Within the Islet of Langerhans

A, Image of a Fluo-3-loaded islet exposed to 0.5 mwm
glucose. Blue corresponds to low and red to high fluores-
cence intensity. The scale bar at the bottom right represents
20 um. Location of five a-cells that oscillate at 0.5 mwm glu-
cose are labeled with numbers 1 to 5. B-D, Records of
fluorescence vs. time from cells within the islet of Langer-
hans. The Ca?*-dependent fluorescence of Fluo-3 is ex-
pressed as %AF/F, (see Materials and Methods). E2 or E-
HRP was applied for the period indicated by the horizontal
bar. B, Increase of the frequency of [Ca?"]; oscillations in a
B-cell induced by 1 nm 17B-E2 in the presence of 8 mm
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Fig. 2. Involvement of cGMP and PKG in 17B-E2-Induced
Abolishment of [Ca?*]; Oscillations in a-Cells

A, Application of 10 um 8Br-cGMP completely abolishes
[Ca®*); oscillations induced by 0.5 mm glucose in a-cells in
56% of the cells tested. B, 1 um KT58283, an inhibitor of PKG,
fully blocked the effect of 1 nm 178-E2 on [Ca?*]; oscillations
induced by 0.5 mm glucose in 55% of the «a-cells tested.

in either B- or a-cells. For that reason, we conclude
that rapid [Ca®"], regulation triggered by 17B-E2 in
both a- and B-cells should be mediated by a nonclas-
sical ER.

Binding Studies Using E-HRP

We have used a binding assay method based on the
interaction of E-HRP as a specific probe to detect E2
binding sites at the plasma membrane of nonperme-
abilized cells (31). This assay has been combined with
immunocytochemistry to specifically study the char-
acteristics of the E2 binding site in a-cells. Figure 4A
shows a cell stained with E-HRP and developed using
Co-DAB (3,3'-diaminobenzidine in the presence of
CoCl,). On compiletion of this assay, the cells were
permeabilized (see Materials and Methods) to identify

glucose. C, Inhibition of [Ca?*]; oscillations elicited by 0.5 mm
glucose in an a-cell by E2 (51%, 38 of 75 cells). The mean
time for the abolishment of the oscillatory pattern was 10.1 =
0.9 min. D, 1 nm E-HRP completely abolished [Ca®*]; oscil-
lations in an a-cell (49%, 26 of 53 cells) in 10.5 = 1.0 min.
Note the high grade of mimetism between 178-E2 and E-HRP
effects. Data are expressed as mean *+ SEm.
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Fig. 3. 17p-E2 Regulation of [Ca®*]; Is Unaffected by ICI
182,780

A, Effect of 1 um ICI 182,780 in the action of 173-E2 on
[Ca2*], in a B- and an a-cell (panel B). ICI was applied
during the whole record and E2 during the time indicated
by the horizontal bar. Records in the absence of ICI were
made as control for the effect of E2 in islets from the same
mouse.

glucagon-containing a-cells by immunocytochemistry
(Fig. 4B). The binding of E-HRP was blocked due to
the competition with 17B8-E2 in a dose-dependent
manner, which occurred in a- as well as in non-a-cells
(Figs. 4C and 5).

With this approach, we are able to study the prop-
erties of the E2 binding site on the a-cell membranes
and also in non-a-cells. The population of non-a-cells
will be mainly B-cells, because somatostatin-secreting
é-cells and pancreatic polypeptide-containing PP-cells
are normally less than 15% of the total population.

Because the effects on [Ca®"], were independent of
the classical ER, we tested whether two classic an-
tiestrogens, ICI 182,780 and tamoxifen, interact with
the same binding site as E2 on the plasma membrane.
Figure 6 shows that neither of these antiestrogens
bound to the estrogen membrane receptor, either in
a- or in B-cells, because they did not compete with
E-HRP. Furthermore, the H222 antibody raised
against the ligand-binding domain of ER«a did not
compete with E-HRP. This indicates that the ligand-
binding domain for this receptor should be different
from that in ERa. Therefore, these results and those
shown in Fig. 3 demonstrate that the membrane
receptor involved in the rapid effect of 17B-E2 in
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Fig. 4. E-HRP Binding at the Plasma Membrane of Gluca-
gon-Containing a-Cells

E2 competition for the binding site of E-HRP at the plasma
membrane of a-cells. A, Transmission image of a nonperme-
abilized cell incubated with 100 nm E-HRP and developed
with Co-DAB. B, Immunocytochemistry of the cell in panel A
with an antiglucagon antibody and a secondary antibody
conjugated to tetramethylrhodamine isothiocyanate. The cell
was identified as a glucagon-containing a-cell. C, Competi-
tion of 30 um 17B-E2 for the binding site of E-HRP 100 nm. D,
Identification of the cell in panel C as an a-cell by immuno-
cytochemistry. Scale bars, 5 um.

glucagon-containing a-cells must be different from
the classical ER.

17B-E2 and Catecholamines Share a Common
Membrane Receptor

The results presented up to now strongly suggest the
presence of a similar estrogen membrane receptor in
a- and B-cells. We have recently described an estro-
gen membrane receptor in pancreatic B-cells that
binds 17B-E2, catecholestrogens, and, remarkably,
catecholamines (31). This receptor differs pharmaco-
logically from the dopamine and the «- or the B-ad-
renergic receptors, and it was previously defined as
the y-adrenergic receptor (35).

To study the possible involvement of such a recep-
tor in the effects described in a-cells, we performed a
competition assay with the neurotransmitters epi-
nephrine, norepinephrine, and dopamine. Figure 7A
shows that the binding of E-HRP was blocked by the
three catecholamines in a-cells as well as in B-cells.
The pharmacological profile was established by the
experiment in Fig. 7B. The binding of E-HRP was
unaffected by the a- and the B-adrenergic receptor
ligands, clonidine and propranolol, and by the dopa-
minergic antagonist quinpirole.
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Fig. 5. Dose-Dependent Competition of E-HRP Binding by
17B-E2

Incubation of fixed nonpermeabilized islet cells in culture
with 10 nm E-HRP and increased concentrations of 173-E2.
a-Cells were identified as glucagon-containing cells, and the
result was plotted separately (l) from the rest of the cells ().
As shown, there are no differences between the percentages
of absorbed light in a-cells and non-a-cells (mostly B-cells,
see Results) in the same conditions. The results are ex-
pressed as the mean = sem of three different experiments
with duplicate samples.

DISCUSSION

This report demonstrates that physiological concen-
trations of the gonadal hormone 17B-E2 inhibits the
[Ca®*]; oscillatory pattern induced by low glucose
concentrations in pancreatic «-cells. Because gluca-
gon secretion depends on an increase in [Ca®™], (1), a
diminished glucagon secretion is to be expected.
Such an effect is in agreement with previous results
that described an inhibitory role of 178-E2 in a-cells
using long-term exposure. After E2 exposure for a
period of 4-8 h, a dose-dependent inhibitory effect on
the arginine-stimulated glucagon secretion was man-
ifested (18).

An increase in plasma levels of 17B-E2 is achieved
in proestrus and during pregnancy. In pregnant rats,
plasma insulin is increased in response to increased
levels of sex steroids (17, 36, 37). Moreover, 173-E2 at
concentrations comparable to that of pregnancy en-
hances insulin secretion in perfused rat pancreas (38).
E2 reverses the effects of menopause on glucose and
insulin metabolism, resulting in an increase of pancre-
atic insulin secretion and a decrease in insulin resis-
tance (39, 40).

Because glucagon inhibits insulin secretion, a de-
crease of glucagon release may contribute, in a para-
crine manner, to the rapid insulinotropic effect mani-
fested by 17B-E2 via a plasma membrane receptor
(19).

The mechanism of action of estrogens in a-cells is
still greatly unknown; indeed this is the first report
describing a rapid effect of 17B-E2 in this particular
type of cell. The results presented in this work dem-
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Fig. 6. No Competition with Antiestrogens for the E2 Bind-
ing Site at the Plasma Membrane of a-Cells
Binding assays with 100 nm E-HRP and competition with
17B-E2 (E2), the antiestrogens ICI 182,780 (ICl) and tamox-
ifen (T), and the antibody H222 against the ligand binding
domain of ERa (H222). All of them were applied at 30 um and
H222 at 1:100 dilution. Neither ICI182,780 nor tamoxifen
competed for E-HRP binding, whereas E2 decreased light
absorption up to 80%. Neither antiestrogen affected either a-
(M) or B-cell (J) binding of E-HRP. Background binding ob-
tained with 100 nm peroxidase has been subtracted. Dimeth-
ylsulfoxide was used as a vehicle for insoluble reactives,
and it was present both in control and peroxidase samples.
Data are from two duplicate experiments, expressed as
mean * SEM.

onstrate that the receptor responsible is located at the
plasma membrane. E-HRP, which is membrane imper-
meable, mimics the effect of 173-E2 at the same con-
centration. The existence of a membrane receptor is
confirmed by visualization using E-HRP and by trans-
mission laser scanning microscopy in unequivocally
identified a-cells using immunostaining.

Basis for the Opposite Effect of 173-E2 in «- and
B-Cells

The rapid effects of 178-E2 and E-HRP on [Ca®*]; are
mimicked by 8Br-cGMP and blocked in more than
50% of the cases with the PKG inhibitor KT5823.
These experiments indicate the involvement of cGMP
in the 17B-E2 response. We have recently demon-
strated in B-cells (20) that physiological levels of 173-
E2, as those used here, decrease K, channel activity
via a cGMP-dependent phosphorylation process. This
produces a depolarization of the membrane and the
subsequent opening of voltage-gated calcium chan-
nels, causing a potentiation of glucose-induced
[Ca®™); oscillations. A similar mechanism may operate
in pancreatic a-cells, where the existence of K,rp
channels has recently been described (14). The K 1p
channel has the same function in both «- and B-cells,
and depolarization of the membrane as a result of
glucose metabolism is observed in both types of cells.
The opposite effect of glucose is explained as a con-
sequence of the different set of ion channels pre-
sented by «- and B-cells (14). The model predicts that



502 Mol Endocrinol, March 2002, 16(3):497-505

120 1
100

% Absorbed light

?] _li_ii_-i-j

Control Dop NE E

140

120
100 — . — e — —

% Absorbed light

Control Clo Prop  Quin

Fig. 7. Pharmacological Profile of the Nonclassical Estrogen
Membrane Receptor

A, Competition of E-HRP binding by the catecholamines
dopamine (Dop), norepinephrine (NE), and epinephrine (E) in
a-cells (H). Similar results were obtained in g-cells (CJ). B,
Lack of competition with ligands for the a-adrenergic recep-
tor (clonidine, Clo), B-adrenergic receptor (propranolol, Prop),
and dopamine receptor (quinpirole, Quin) in both o- and
B-cells. All reactives were used at 30 um. Background binding
obtained with 100 nm peroxidase has been subtracted. Data
are from at least three duplicate experiments, expressed as
mean * SEM.

action potential firing in a-cells is only possible in a
narrow window of K,rp channel activity. Within this
window the membrane potential can pass from being
positive enough to open pacemaker ion channels (like-
ly T-type Ca®" channels) and at the same time being
sufficiently negative to prevent voltage-dependent in-
activation of the membrane conductances involved in
action potential generation. The effect of 173-E2 ob-
served here is similar to that of glucose (7), in both «-
and B-cells: E2 will increase cGMP, inducing PKG
activation and the subsequent decrease of K,p ac-
tivity. The latter will depolarize the membrane in both
types of cells: in B-cells depolarization will lead to
[Ca®*]; potentiation as explained previously, whereas
in a-cells the depolarization will inactivate the mem-
brane conductances, inducing the abolishment of
[Ca®™); oscillations. In this manner a common second
messenger will cause opposite effects by using the
same molecular mechanism. The fact that there exists
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a common second messenger in both types of cells
also suggests that the ER involved would be the same.

Characteristics of the Membrane ER Involved

Two different hypotheses have been established for
steroid receptors with ligand specificity involved: a
classical steroid nuclear receptor and a nonclassical
steroid receptor (25). The existence of proteins on the
plasma membrane that cross-react with antibodies
raised against different domains of the classical ER,
ERa, has been described (26, 41). As a result, the
membrane receptor involved should be very similar in
structure to ERa. Recently, it has been shown that
both ERa and ERB can be expressed on the plasma
membrane, but only at a 2-3% density, compared with
the nuclear receptor density. Once these receptors
have been activated by 17B-E2, they stimulate ade-
nylate cyclase as well as IP3 formation via a previous
activation of G proteins, Gaq and Gas. These exper-
iments have been performed in Chinese hamster ovary
cells transiently transfected with cDNA for both ER«
and ERB. This study shows that the membrane and the
nuclear protein are from the same transcript and have
the same molecular weight (27).

Other evidence of the involvement of the classical
ERs in rapid signaling is based on the inhibition of the
E2 effect by antiestrogens. ICI 182,780 is a specific
antiestrogen for ERa and g that inhibits the activation
of the nitric oxide intracellular pathway by E2 (42, 43).
It also blocks the MAPKs pathway activated by E2 in
endothelial cells (44). Moreover, the E2 activation of
endothelial nitric oxide synthase is enhanced by the
overexpression of ERa in endothelial cells and inhib-
ited by ICI (45).

The existence of the estrogen membrane receptor
with a molecular structure related to a classical nu-
clear receptor does not exclude the existence of a
specific nonclassical ER. Mounting evidence has ap-
peared in the last years supporting this hypothesis
(46). A strong indication is the fact that 173-E2 affects
neuronal excitability in ERa knockout mice. The pos-
sibility that ERB is responsible for this 178-E2 action is
ruled out by the absence of effect of the specific
antiestrogen ICI 182780 (28). Likewise, 17B-E2 pro-
duces rapid effects in cell lines that lack both ERa and
ERB (47).

The absence of effect of the antiestrogens tamox-
ifen and ICl 182,780 in 17B-E2-induced rapid effects
also supports the existence of a nonclassical ER.
17B-E2 acutely regulates Cl~ secretion in distal co-
lonic epithelium in a tamoxifen-independent manner
(48). In addition, ICI 182,780 does not affect rapid
17B-E2 actions in dopaminergic neurons (49) and ac-
tivation of MAPK in neuroblastoma cells (50) and hy-
pothalamus (51). Very recently, new effects via a mem-
brane ER unrelated to the classical have been
demonstrated in pancreatic B-cells (31) and in mouse
IC-21 macrophages (32). In these two studies antibod-
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ies against classical nuclear ER failed to stain the
plasma membrane.

In pancreatic B-cells, we have demonstrated that
neither of the two classical nuclear ERs are present at
the membrane, and therefore they could not be re-
sponsible for the rapid actions of 178-E2 (31). In ad-
dition, we demonstrate in the present paper that reg-
ulation of [Ca®*], by 17B-E2 is not modified by the
antiestrogen ICI 182,780 in either a- or B-cells. More-
over, no competition for E-HRP binding is manifested
by the antiestrogens tamoxifen and ICI 182,780, as
well as the antibody H222 against the ligand-binding
domain of ERa. Involvement of ERB at the membrane
is also unlikely based on the pharmacological profile of
the receptor described here, although no antibody
against the ligand binding domain of ERB is available
to perform a competition study to fully rule out this
possibility.

The binding studies presented in this paper demon-
strate that the membrane receptor acting in a-cells
has the same pharmacological profile as that de-
scribed in B-cells (31), i.e. it has a binding site shared
by the hormone 17B-E2 and the neurotransmitters,
dopamine, epinephrine, and norepinephrine. It is,
nonetheless, neither a classical adrenergic receptor
nor a dopaminergic receptor, because their classical
ligands are without effect on E-HRP binding. This
pharmacological profile is the same manifested by the
y-adrenergic receptor, which is characterized by its
equal activation with the neurotransmitters, epineph-
rine, norepinephrine and dopamine. It is affected nei-
ther by the a- nor the B-adrenergic receptor antagonist
and produces activation of protein kinase G via a nitric
oxide-independent guanylyl cyclase (35, 52-55).

The presence of a membrane receptor both in «a-
and B-cells unrelated to the classical ERa and ERB is
strong evidence in favor of a new class of estrogen
membrane receptor.

MATERIALS AND METHODS

Materials

ICI 182,780 was a kind gift of Astra USA, Inc.-Zeneca Phar-
maceuticals (Bristol, UK). Fluo-3 AM was obtained from Mo-
lecular Probes, Inc. (Leiden, The Netherlands). Propranolol,
Clonidine, and Quinpirole were obtained from Tocris
Neuramin (Bristol, UK). KT 5823 was from Alexis (Laufelfin-
gen, Switzerland). Other substances were obtained from
Sigma (Madrid, Spain).

Measuring [Ca®*]; in « and B-Cells Within Intact Islets
of Langerhans

Swiss albino OF1 male mice (8-10 wk old) were killed by
cervical dislocation according to national guidelines. Pancre-
atic islets of Langerhans were isolated by collagenase diges-
tion as previously described (56) and loaded with 5 um Fluo-3
AM for at least 1 h at room temperature. Loaded islets were
kept in a medium containing (mm): 115 NaCl, 25 NaHCO,, 5
KCl, 1.1 MgCl,, 1.2 NaH,PO,, 2.5 CaCl,, and 2.5 HEPES;
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plus 1% albumin and 5 mm D-glucose, continuously gassed
with a mixture of 95% O, and 5% CO, pH 7.35. Islets were
perfused with a modified Ringer solution containing (mm): 120
NaCl, 5 KCI, 25 NaHCOg, 1.1 MgCl,, and 2.5 CaCl,, pH 7.35,
when gassed with 95% O, and 5% CO..

Calcium records in individual cells were obtained by im-
aging [Ca®*], under a LSM 510 confocal microscope (Carl
Zeiss, Jena, Germany) using a Carl Zeiss x40 oil immersion
lens, numerical aperture 1.3. Images were collected at 2-sec
intervals, and fluorescent signals from individual cells were
measured in function of time using the Carl Zeiss LSM soft-
ware package. Experiments were performed at 34 C. Results
were plotted using a commercially available software (Sig-
maplot, Jandel Scientific, San Rafael, CA) where the change
in fluorescence (AF) is expressed as a percentage of the
basal fluorescence (F,) observed in absence of stimulus. «
And B-cells within the islets were identified by their [Ca®*];
oscillatory pattern in 0.5 mm and 8 mm glucose, respectively
(7, 34).

Cell Isolation and Culture

Islets isolated as above were dispersed into single cells and
cultured as previously described (4). Briefly, islets were dis-
aggregated into single cells with trypsin. Cells were then
centrifuged, resuspended in cultured medium RPMI 1640
supplemented with 10% FCS, 200 U mI~" penicillin, 0.2 mg
ml~" streptomycin, 2 mm L-glutamine and 11 mm glucose,
and plated on poly-L-lysine-coated glass coverslips. Cells
were kept at 37 C in a humidified atmosphere of 95% O, and
5% CO, for 24 h.

E2-Peroxidase Binding Assay

After 24 h in culture, the cells were washed and fixed in 4%
(wt/vol) fresh paraformaldehyde for 30 sec, which does not
permeabilize the cells (19), and exposed overnight to 4.5
ng/ml E-HRP at 4 C (0.45 pg/ml for Fig. 4). The competition
for the E2 binding site was tested using various reactives
while adding E-HRP simultaneously. Cells were then washed
and E-HRP binding was developed using 3,3’-diaminoben-
zidine tetrahydrochloride in the presence of urea hydrogen
peroxide and CoCl, for 30 min (Sigma FAST 3, 3’-diamino-
benzidine tetrahydrochloride with metal enhancer tablet set,
Co-DAB). After the development with Co-DAB, the cells were
washed three times with PBS.

Immunocytochemistry

To identify a-cells, immunocytochemistry was performed us-
ing an antiglucagon antibody. After the staining with E-HRP
and Co-DAB, the cells were permeabilized with 1% Triton for
2 min. They were then incubated with the primary antibody
(1:500 dilution) for 2 h, after which the secondary antibody
antimouse |gG-tetramethylrhodamine isothiocyanate (1:125
dilution) was added for 1 h, both at room temperature. There
was no labeling with the secondary antibody alone.

Binding Studies Using E-HRP and Transmission Laser
Scanning Microscopy

The reaction between HRP and Co-DAB produces a dark
precipitate that absorbs light, permitting us to visualize it
using transmission laser scanning microscopy (57). The use
of a reactive that competes for the E2 binding site will de-
crease the amount of precipitate. To identify those reactives
that bind to the same site as 178-E2, the light absorbed by
the precipitate was measured, as previously reported (31).
Nonetheless, we should note that quantifying the amount of
precipitate simply by measuring the light absorbed may be an
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unreliable procedure if changes in the amount of absorbed
light are small. This method is of interest for comparative
purpose, and it works extremely well for conditions in which
the difference in the amount of precipitate is large. For that
reason, detailed concentration-response profiles have been
omitted. Transmission photographs were taken with a Carl
Zeiss LSM 510 laser scanning confocal microscope, at 543
nm. In this work, the light intensity was taken from the whole
area of the cell using Carl Zeiss LSM 510 software, rather
than along a line as we have previously reported (31). A
similar area was chosen to measure the background light.
The background light and the microscope settings were con-
stant throughout the different experiments. The quantity of
E-HRP bound is expressed as the percentage of absorbed
light with respect to the control condition. The lower the
percentage of absorbed light, the higher the competition for
an E-HRP binding site. To obtain an appropriate staining
background, incubation and developmental procedure with
peroxidase were performed in identical conditions. This
background light has been subtracted in Figs. 6 and 7 for
clarity.
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