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RESUMEN

La hormona prolactina (PRL) reduce la inflamacion articular, la formacién de pannus y la destruccion
del hueso en ratas con artritis inducida por adyuvante (AlA). En este estudio, se investigd el
mecanismo de proteccion de PRL contra la pérdida de hueso en un modelo de artritis en rata (AlA) y
en un modelo de AlA-monoarticular (MAIA) en raton. La inflamacion articular, la pérdida de hueso
trabecular y la osteoclastogénesis se evaluaron en ratas con AlA tratadas con PRL (administrada via
bombas osmaticas de infusion) y en ratones con MAIA deficientes (Prir-/-) o no (Prir+/+) del receptor
de PRL. Asimismo, se evalué el efecto de la PRL sobre posibles células blanco utilizando cultivos de
fibroblastos sinoviales provenientes de ratones Prir +/+, tratados o no con una combinacién de
citocinas pro-inflamatorias (Cyt: TNFa, IL-18, and IFNy) en presencia o ausencia de PRL, y se co-
cultivaron con y sin células progenitoras de osteoclastos. En AlA, el tratamiento con PRL mitigd la
hinchazén de la articulacion, incrementd el area de hueso trabecular y redujo la densidad de
osteoclastos. No obstante, la PRL disminuy6 la expresion del mRNA de genes asociados a
osteoclastos [(fosfatasa acido tartrato-resistente (7rap), catepsina K (Cfsk), metaloproteinasa-9
(Mmp9) y Tnirsf11a, (gen que codifica para el receptor activador del factor nuclear «B)] y genes con
actividad osteoclastogénica [7Tnfa, //1b, /6, //17a, y el ligando de receptor activador para el factor
nuclear «B (7nfrsf17)]. En MAIA, el raton Prir~/- mostré un aumento en la hinchazén de la
articulacién, disminucién del area de hueso trabecular, incremento en la densidad de osteoclastos y
mayor expresion del mRNA de T7nfa, //1b, 116, ll17a, Trap, Tnirsf11a, y Tnfrsf17 respecto al raton
Prir+/+. Por otra parte, la expresion de la isoforma larga del receptor de PRL se incrementd en
articulaciones artriticas, en membranas sinoviales y en fibroblastos sinoviales tratados con Cyt. El
mecanismo celular de la proteccién conferida por la PRL incluy6 la fosforilacion/activacion del
transductor de sefal y activador de la transcripcion 3 (STAT3) y la inhibicion de la expresion de /76,
/6, y Tnfrsf17 inducida por Cyt en fibroblastos sinoviales. Aunado a estos hallazgos, el tratamiento
con el inhibidor de STAT3 (S31-201) bloque6 la inhibicién por PRL de la expresion de T7nirsf11.
Finalmente, la PRL actué sobre co-cultivos de fibroblastos sinoviales y células precursoras de
osteoclastos regulando a la baja la diferenciacion de osteoclastos inducida por las Cyt. En
conclusion, la PRL protege contra la osteoclastogénesis y la pérdida de hueso en las artritis
inflamatorias a través de la inhibicion de la expresion de T7nfrsf77 inducida por citocinas
proinflamatorias en la articulacion y en fibroblastos sinoviales via la activacion de la cascada de
sefializacion de STAT3. Farmacos capaces de inducir hiperprolactinemia podrian tener valor

terapéutico potencial contra la inflamacion y la pérdida de hueso en la artritis.
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ABSTRACT

Prolactin (PRL) reduces joint inflammation, pannus formation, and bone destruction in rats with
polyarticular adjuvant-induced arthritis (AlIA). Here, we investigate the mechanism of PRL protection
against bone loss in AlA and in monoarticular AIA (MAIA). Joint inflammation, trabecular bone loss,
and osteoclastogenesis were evaluated in rats with AIA treated with PRL (via osmotic minipumps)
and in mice with MAIA that were null (Prir~/<) or not (Prir+/+) for the PRL receptor. To help define
target cells, synovial fibroblasts from Prir+/+ mice were treated or not with proinflammatory cytokines
(Cyt: TNFa, IL-1B, and IFNy) with or without PRL, and these synovial cells were co-cultured or not
with bone marrow osteoclast progenitors. In AlA, PRL treatment reduced joint swelling, increased
trabecular bone area, lowered osteoclast density, and reduced mRNA levels of osteoclast-
associated genes [tartrate-resistant acid phosphatase (7rap), cathepsin K (Cfsk), matrix
metalloproteinase 9 (Mmp9), and Tnfrsf117a (receptor activator of nuclear factor xB ( 7nfrsf71a)] and
of genes encoding cytokines with osteoclastogenic activity [7nfa, //1b, //6, //17a, and receptor
activator of nuclear factor«B ligand (7nfrsf17)]. Prir-/- mice with MAIA showed enhanced joint
swelling, reduced trabecular bone area, increased osteoclast density, and elevated expression of
Tnfa, II1b, II6, lI17a, Trap, Tnfrsf11a, and Tnfrsf11. The expression of the long PRL receptor form
increased in arthritic joints, and in synovial membranes and cultured synovial fibroblasts treated with
Cyt. PRL induced the phosphorylation/activation of signal transducer and activator of transcription-3
(STAT3) and inhibited the Cyt-induced expression of /76, //6, and Tnfrsf77 in synovial fibroblast
cultures. The STAT3 inhibitor S31-201 blocked inhibition of 7nfrsf77 by PRL. Finally, PRL acted on
co-cultures of synovial fibroblasts and osteoclast precursor cells to down-regulate Cyt-induced
osteoclast differentiation. PRL protects against osteoclastogenesis and bone loss in inflammatory
arthritis by inhibiting cytokine-induced activation of 7nfrsf77 in joints and synovial fibroblasts via its
canonical STAT3 signaling pathway. Hyperprolactinemia-inducing drugs have therapeutic potential

against inflammation and bone loss in arthritis.
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I. INTRODUCCION
La estructura del tejido 6seo se mantiene debido a un delicado balance entre la resorcion de hueso
mineralizado que conlleva a la formacion de hueso nuevo, implicando que bajo condiciones
fisioldgicas, la cantidad de hueso formado es igual a la cantidad de hueso reabsorbido. Este proceso
permite la adaptacion del hueso a cambios biomecanicos y la reparacion de microlesiones en la
arquitectura 6sea. La disrupcion de este balance, hacia la resorcidon de hueso y la disminucion en su
reparacion, ocurre en padecimientos inflamatorios, como la artritis reumatoide (AR). En la AR, los
cambios erosivos en el hueso determinan la pérdida 6sea progresiva y contribuyen a la morbilidad
asociada a la enfermedad. El principal desencadenante es la inflamacion de la membrana sinovial,
que produce citocinas proinflamatorias, el ligando de receptor activador para el factor nuclear kB
(RANKL) y auto-anticuerpos. Estos factores estimulan la diferenciacion de las células responsables
de la reabsorcién Osea, los osteoclastos. Por lo que las diferentes modalidades de tratamiento
contra la AR se enfocan en inhibir la inflamacién y la consecuente degradacion 6sea. Sin embargo,
no es posible revertir las lesiones 6seas y los enfoques terapéuticos se enfocan en su prevencion. Al
respecto, la hormona prolactina (PRL) podria tener estas implicaciones terapéuticas en la AR. La
PRL promueve el desarrollo del esqueleto fetal durante el embarazo a través de estimular la
formacion normal del hueso y de inhibir su resorcién. Sin embargo, durante la lactancia la PRL
promueve la resorcion de hueso para favorecer la concentracion de calcio en la leche. Estas
acciones opuestas parecen depender de interacciones multifactoriales asociadas con el estado
fisiologico del organismo. La PRL aumenta en la circulacién en algunos pacientes con AR y estudios
recientes muestran que esta hormona promueve la supervivencia del cartilago y atenua la
inflamacion, disminuyendo el dano articular permanente en la artritis inflamatoria experimental (Adan
et al., 2013). En la presente tesis demostramos el mecanismo por el que la PRL actua protegiendo
contra la erosion del hueso en la artritis. Encontramos que la PRL bloquea la erosion 6sea a través
de inhibir la expresion del RANKL y de su receptor en respuesta a citocinas pro-inflamatorias (TNFa.,
IL-1B, IFNy). Que este efecto incluye acciones directas sobre los fibroblastos sinoviales a través de
la activacion de la via de STAT3 y se traduce en la inhibicién de la osteoclastogénesis y de la

pérdida de trabéculas 6seas en la articulacion artritica.



Il. ANTECEDENTES

1.1 El hueso: funcién y estructura

El tejido 6seo o hueso es un tejido conectivo altamente especializado que se compone por fibras
elasticas de colageno y cristales de calcio que proveen rigidez y fuerza al esqueleto permitiendo el
movimiento y la locomocién, y que tiene la capacidad de regenerarse y repararse (Bayliss et al.,
2012). Este tejido participa en diversas funciones fisiologicas que incluyen la hematopoyesis, el
reservorio mineral de calcio, la produccion de factores de crecimiento y citocinas, y el equilibrio acido

base en el organismo (Taichman, 2005).

El tejido 6seo se puede dividir en dos tipos: maduro e inmaduro. El hueso inmaduro incluye el tejido
fibroso o hueso esponjoso, que contiene fibras de colageno orientadas aleatoriamente. Por otra
parte, el hueso maduro se forma después de un proceso de resorcion o remodelamiento, y se le
denomina hueso lamelar (Burr et al., 2011). Siendo el hueso trabecular y el hueso cortical, los

componentes primarios del tipo de hueso lamelar (Ralston y Mclnnes, 2014).

La arquitectura del hueso cortical, se encuentra predominantemente en los huesos largos de las
extremidades; provee soporte estructural y consiste de un canal Haversiano, que contiene vasos
sanguineos y nervios, rodeado por laminillas con lagunas conteniendo células O&seas.
Adicionalmente, se recubre por el periostio, un tejido conectivo denso, que reviste todo el hueso,
excepto las areas tapizadas por cartilago (Kini y Nandeesh, 2012; Walsh, 2015). Por otra parte, el
hueso trabecular se encuentra principalmente en las vértebras, la pelvis y en las terminaciones de
los huesos largos. Es una estructura en forma de panal, un enrejado de vértices y varillas separado
por espacios, que contiene a la médula ésea y proporciona la resistencia mecanica del esqueleto
(Clarke, 2008). ElI hueso lamelar esta conformado de una matriz, cuyos componentes son

fundamentalmente organicos e inorganicos. La porcidn organica, esta constituida de fibras que son
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casi exclusivamente de colagena tipo 1 (Col1). Adicionalmente, se arreglan diferentes
glucoproteinas cuya produccion es restringida al hueso y que incluyen proteoglicanos, osteocalcina,
osteopontina y osteonectina (Brodsky y Persikov, 2005). Por otra parte, la porciéon inorganica, se
constituye de calcio y fosforo que existen primordialmente en forma de cristales de hidroxiapatita
distribuidos de manera ordenada a lo largo de las fibras de Col1, y cuya relacion provee dureza y

resistencia (Clarke, 2008).

A nivel celular, los huesos (Figura 2) estan constituidos por células formadoras y de soporte
denominadas osteoblastos y osteocitos, respectivamente; células remodeladoras, conocidas como
osteoclastos, y células de revestimiento que cubren la superficie del hueso (Lian et al., 2012;

Florencio-Silva et al., 2015).

célula progenitora hepatopoyética célula progenitora mesenquimal

=y O
;

pre-osteoblatos
()
»
célula @t
de pre-osteoclastos
revestj miento l

osteoclasto
{(ﬁ osteocito
hueso mineralizado

Figura 1. Componentes y origen celular del tejido 6seo. Se presenta un esquema ilustrativo de la

osteoblasto

localizacion de las células de revestimiento, osteocitos, osteoblastos y osteoclastos en contacto con las
células contenidas en la médula ésea en un corte de hueso mineralizado. Extraida y modificada de Lian

etal, 2012.



Los osteoblastos son células mononucleadas que varian en morfologia de acuerdo a su actividad y
madurez (Kini y Nandeesh, 2012). Estas células comprenden del 4 al 6% del total de células en la
superficie 6sea y son las responsables de la sintesis y mineralizacion de la matriz 6sea, y la
regulacion de la actividad de los osteoclastos (Pittenger et al., 1999). Los osteoblastos son de origen
mesenquimal a partir de células progenitoras de la médula 6sea que dan origen a otras estirpes
celulares como condrocitos, células musculares y adipocitos. Por lo que el compromiso para el linaje
de osteoblastos dependera de la activacion especifica de los factores de transcripcidon que induciran
su diferenciacion. El proceso de osteoblastogénesis, involucrara la expresion de Runx2, Cbfa1 y Osx
en células progenitoras (Ogawa et al., 1993; Komori, 2003); asi como la activacién de la via
canonica de Wingless (Wnt) y la via del factor de crecimiento transformante (TGF-B) / proteina
morfogenética de hueso (BMP), esenciales en la maduraciéon de los osteoblastos (Krishnan et al.,
2006). A medida que los osteoblastos se diferencian, se lleva a cabo la sintesis de proteinas de la
matriz 6sea, principalmente la colagena tipo Il (Col II) (Mackie, 2003). En ultima instancia, los
osteoblastos maduros se integran en la matriz 6sea dando lugar a los osteocitos, que gradualmente
limitaran la secrecion de los componentes de la matriz organica (Neve et al., 2011). Por otra parte,
las células de revestimiento 6seo de morfologia plana son osteoblastos que cubren las superficies
Oseas cuando no tiene lugar la resorcién ni la formacion ésea. Estas células impiden la interaccion
directa entre los osteoclastos y la matriz ésea en condiciones donde la resorcién 6sea no debe
ocurrir, pero también pueden contribuir a la remodelaciéon ésea produciendo OPG y RANKL para la

diferenciacion de los osteoclastos (Florencio-Silva et al., 2015).

Los osteocitos representan osteoblastos terminalmente diferenciados que proveen soporte a la
estructura y contribuyen al metabolismo éseo. Los osteocitos se localizan en el interior del hueso y
son las células mas abundantes que también contribuyen en la sintesis y mineralizaciéon de la matriz

Osea. Sin embargo, su funcién principal es controlar el remodelado 6seo, detectando las variaciones
4



mecanicas de las cargas (Aarden et al., 1994) a través de prolongaciones de su membrana
plasmatica que les permite comunicarse con los osteoclastos y osteoblastos, controlando como y
cuando reabsorber y formar hueso, respectivamente (Kini y Nandeesh, 2012). Adicionalmente, los
osteocitos controlan la formacién de hueso secretando esclerostina que antagoniza a diversos
miembros de la familia BMP y a los receptores LRP5/LRP6 previniendo asi la activacion de Wnt,

regulando negativamente la diferenciacion de los osteoblastos (Burr et al., 2011).

Los osteoclastos son células grandes derivadas del linaje monocito / macréfago y son tipicamente
multinucleadas. Estos son el unico tipo celular capaz de reabsorber el hueso (Boyle et al., 2003). Su
funcion es la degradacion localizada de la matriz ésea. La diferenciacion de osteoclastos es
regulada por dos citocinas esenciales: el factor estimulante de colonias de macrofagos (M-CSF) y el
ligando de receptor activador para el factor nuclear kB (RANKL). EI M-CSF es considerado el factor
responsable de la proliferacion y supervivencia de células precursoras de osteoclastos (Wiktor-
Jedrzejczak et al., 1990). RANKL es un miembro de la superfamilia del factor de necrosis tumoral
(TNF) y es expresado por osteoblastos, células T, células B, condrocitos y fibroblastos sinoviales. La
interaccion de RANKL y su receptor activador para el factor nuclear kB en células precursoras,
induce la diferenciacion de los osteoclastos y estimula su funcion (Yasuda et al., 1998). La
importancia del RANKL en la diferenciacion y activacion de los osteoclastos se demostré usando
ratones knockout para este factor. Estos animales desarrollan, severa osteopetrosis (con huesos

densos y quebradizos) debido a la total ausencia de osteoclastos (Fuller et al., 1998).

La actividad de los osteoclastos también es regulada por osteoprotegerina (OPG) y calcitonina. La
OPG, otra de las proteinas sintetizadas por los osteoblastos, es un receptor soluble para RANKL
que secuestra a RANKL y le impide actuar sobre su receptor (RANK). La calcitonina es secretada

por células parafoliculares en la glandula tiroides y se une directamente a sus receptores en
5



osteoclastos inhibiendo su actividad osteoclastica. OPG inhibe el reclutamiento, proliferacion y
activacion de osteoclastos (Yasuda et al., 1998). La ablacion genética de OPG conduce al desarrollo
de osteoporosis mientras que la sobreexpresion de OPG en ratones transgénicos se asocia a una

osteopetrosis severa (Bucay et al., 1998; Stolina et al., 2007).

11.1.1 La regulacién del proceso de remodelacién 6sea: actividad de los osteoclastos
El remodelamiento del hueso se define como una serie de fases secuenciales que involucran la
activacion, la resorcion y la formacion de hueso con la finalidad de mantener la masa 6sea o reparar

dafios ocasionados a su microestructura tras una lesién (Burr et al., 2011).

El remodelamiento 6seo, en condiciones fisiologicas requiere de la participaciéon coordinada de
resorcion y formacion de hueso, que dependeran del desarrollo y activacion de osteoclastos y
osteoblastos, respectivamente. El acoplamiento de ambos tipos celulares via sefiales paracrinas
conforma a las unidades de remodelacion 6sea (BRU) que se distribuyen al azar en aquellas areas

que requieren reparacion (Parfitt, 1994).

El proceso implica el reclutamiento y activacion de células progenitoras de osteoclastos desde la
meédula 6sea y el torrente sanguineo, resultando en la interaccion de precursores de osteoclastos y
precursores de osteoblastos, o que da lugar a la diferenciacion, migracion y fusion de grandes
osteoclastos multinucleados. Estas células se adhieren a la superficie mineralizada del hueso donde
inician la resorcion a través de la secrecion de acido clorhidrico que solubiliza el calcio,
metaloproteasa de matriz 9 (MMP), catepsina K y fosfatasas (fosfatasa acida tartrato resistente
(TRAP)) para degradar la matriz 6ésea remanente, incluyendo el colageno, cuyos restos son
fagocitados por macrofagos (Kini y Nandeesh, 2012). Al desplazarse los osteoclastos sobre la

superficie del hueso y reabsorber la matriz, forman pequefias cavidades y permiten con ello la
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liberacién de factores de crecimiento contenidos dentro de esta, fundamentalmente se libera el TGF-
B, el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y el factor de crecimiento insulinico tipo 1

(IGF-1) (Hadjidakis y Androulakis, 2006)

Al terminar la fase de resorcion, las cavidades de resorcion o lagunas contienen monocitos y
osteocitos liberados de la matriz 6sea y pre-osteoblastos reclutados para comenzar la formacion de
hueso nuevo (Burr et al., 2011). Los pre-osteoblastos sintetizan una sustancia cementante sobre la
cual se ancla la estructura del hueso nuevo que es el sitio donde tiene lugar su diferenciacién a
osteoblastos. Al concluir la diferenciacion, los osteoblastos (ya diferenciados) sintetizan la matriz
O0sea que recubre las zonas perforadas. Y finalmente, los osteoblastos detienen la sintesis y se
transforman en células de revestimiento quiescentes (osteocitos) que cubren completamente la

superficie 6sea recién formada (Kini y Nandeesh, 2012).

La regulacion del remodelamiento 6seo implica que la cantidad de hueso formado debe ser igual a la
cantidad de hueso reabsorbido (Hadjidakis y Androulakis, 2006). Durante este proceso, el sistema
RANKL-RANK-OPG parece ser determinante en el control de cada fase. Sin embargo, las hormonas
también participan regulando el equilibrio entre la reabsorcion, la formacién y la integridad general

del hueso.

Las hormonas paratiroideas son el regulador mas importante de la homeostasis del calcio,
promueven la formacién 6sea cuando se administra de forma intermitente y la resorcion ésea
cuando se secretan en forma sostenida (Kini y Nandeesh, 2012). El calcitriol (la forma activa de la
vitamina D3) determina la mineralizacién ésea y ejerce un efecto metabdlico durante el recambio
6seo. Mientras que, la calcitonina inhibe la actividad de resorcion 6sea de los osteoclastos. Ademas

de las hormonas calcémicas primarias, otras hormonas desempefian un papel importante en el
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metabolismo éseo (Clarke, 2008). La hormona de crecimiento (GH) / IGH-1 promueve el crecimiento
esquelético durante el desarrollo y son los principales determinantes del mantenimiento de la masa
Osea en adultos (Wang et al., 2004). Los glucocorticoides son deletéreos para todas las funciones
esqueléticas. Sin embargo, también ejercen efectos estimuladores sobre las células Oseas
(Weinstein et al., 1998). Las hormonas tiroideas estimulan tanto la resorcion ésea como la formacion

Osea (Britto et al., 1994).

En cuanto a los esteroides gonadales, los andrégenos son esenciales para el crecimiento y
mantenimiento del esqueleto (Sato et al., 2002). Considerando que, los estrégenos tienen diversos
efectos sobre el metabolismo 6seo, que incluye la inhibicion de la resorcidon 6sea por inducir la
apoptosis de los osteoclastos y bloquear su maduraciéon. Ademas, los estrogenos estimulan la
produccion de OPG por los osteoblastos, disminuyendo la respuesta de los osteoclastos a RANKL
(Srivastava et al.,, 2001). A su vez, los estrogenos son potentes activadores de la secrecion
hipofisiaria de prolactina (PRL) y los datos recientes muestran que la PRL también tiene una
influencia en el metabolismo 6seo. La PRL es un importante regulador del transporte intestinal de
calcio y su receptor se expresa en células 6seas (osteoblastos) durante el desarrollo fetal (Freemark
et al., 1997; Charoenphandhu y Krishnamra, 2007). El raton deficiente del receptor de PRL es
osteopénico y presenta una baja tasa de formacion ésea (Clement-Lacroix et al., 1999), apoyando
que la PRL promueve el mantenimiento de la masa 6sea a través de una posible accion directa

sobre células del tejido 6seo.

El desequilibro entre la formacién y resorcion ésea, favoreciendo la actividad de los osteoclastos
resulta en erosion 6sea (u ostedlisis) ocasionada por diversos procesos patolégicos, incluyendo
cancer, hiperparatiroidismo y enfermedades inflamatorias crénicas como histiciocitosis, sarcoidosis y

la causa mas comun es artritis reumatoide (AR) (Schett y Gravallese, 2012).
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11.2 La articulacién sinovial: componentes y estructura

Una articulacion es la estructura formada por la uniéon de dos o mas huesos revestidos por cartilago
que permite al esqueleto una variedad de grados de movimiento. Las articulaciones pueden
clasificarse dentro de tres diferentes grupos: fibrosas (articulaciones sin movilidad), cartilaginosas
(articulaciones con movilidad limitada) y sinoviales (articulaciones modviles). Las articulaciones
sinoviales (Figura 2) son estructuras que se componen de huesos, cartilago hialino y una capsula

articular que encierra la cavidad articular (Paulsen y Waschke, 2013; Ralston y Mclnnes, 2014;

Goldring y Goldring, 2017).
femur cartilago hialino
. 4_ hueso subcondral
capsula
articular .
membrana ——%a N T liquido sinovial
fibrosa ' L}
membrana__L 3
sinowvial
e cavidad articular

| tibia

—— periostio

Figura 2. Estructura general de una articulacién sinovial. Se muestra un esquema de un corte transversal
de la articulacién sinovial tibio-femoral y se sefiala sus componentes: huesos (tibia y fémur), capsula
articular (membrana fibrosa y membrana sinovial), cartilago hialino, hueso subcondral, liquido sinovial,

cavidad articular y periosteo. Extraido y modificado de Paulsen y Waschke, 2013.

I1.2.1 La capsula articular
La capsula encierra a la cavidad articular y consiste de una membrana fibrosa externa y una

membrana sinovial interna (o sinovio). La membrana fibrosa externa esta formada por tejido
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conectivo junto con los ligamentos y tendones, que estabiliza a la articulacién, asegurando el
posicionamiento de las superficies articulares. Mientras que, la membrana sinovial es una estructura
vascularizada que produce liquido sinovial, el cual se infiltra en la cavidad articular y lubrica y nutre

las superficies articulares (Ralston y Mclnnes, 2014).

11.2.2 La membrana sinovial y el liquido sinovial
La membrana sinovial recubre a las articulaciones diartrodiales o méviles. Se localiza adherida al
tejido muscular y provee una superficie no adherente entre los elementos articulares: cartilago y
hueso. La membrana sinovial consiste de dos capas: la capa intima y la capa subintima (Figura 3)
(Smith y Walker, 2011).

capa intima_ capa subintima
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=4 H

membrana sinovial

cavidad articular

Figura 3. Componentes celulares de la membrana sinovial. Esquema de las células que componen a la
membrana sinovial. La capa intima esta en contacto con el liquido sinovial y la capa subintima que
contiene vasos sanguineos y diferentes poblaciones celulares intercaladas: células T, células B,

adipocitos, macréfagos y fibroblastos sinoviales (Smith y Walker, 2011).

La capa intima presenta células especializadas: macrofagos y fibroblastos embebidos en una matriz
amorfa y granular (lwanaga et al., 2000). Bajo condiciones normales, las células sinoviales forman

una capa interconectada discontinua de 1-3 células de espesor (20-40 pm) entre la subintima y la
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cavidad articular. Las capas no se separan por una lamina basal, distinguiéndose entre si
Unicamente por la asociacion de las células sinovial subintimales en una capa superficial. La
subintima se compone de tejido conectivo suelto e irregular, con fibras de colageno y elastina que se
organizan de forma paralela a la superficie de la membrana intercaladas con fibroblastos,

macroéfagos, células T, células B, mastocitos y adipocitos (Barland et al., 1962).

Existen al menos dos poblaciones morfolégicamente diferentes de células sinoviales o sinoviocitos:
tipo A y tipo B. Los sinoviocitos tipo A son células tipo macréfago que expresan marcadores de
superficie como: CD14, CD11b, receptores Fc y se caracterizan por presentar filopodia, un aparato
de Golgi prominente, lisosomas y vacuolas. Estas células tienen un reticulo endoplasmico escaso
debido a que son principalmente células fagociticas, cuya funcion es eliminar restos articulares del
liquido sinovial. En contraste, los sinoviocitos tipo B, que predominan, expresan en superficie CD55
y carecen de marcadores de fibroblastos y receptores Fc y presentan una estructura semejante a
fibroblastos, con abundante reticulo endoplasmico, y menor contenido de vacuolas y vesiculas
(Smith y Walker, 2011). Estas células participan en la sintesis de los componentes del liquido
sinovial: hialunorato y lubricina. Los sinoviocitos no se dividen activamente en las membranas
sinoviales normales, pero bajo condiciones de trauma e inflamacién incrementan su tasa de
proliferacion. Bajo tales condiciones, los sinoviocitos tipo B proliferan, mientras que los sinoviocitos
tipo A incrementan a partir de la migracion de precursores derivados de la médula ésea (Qu et al.,

1994).

El liquido sinovial, es un fluido claro o de color amarillo que corresponde a un ultrafilirado del
plasma. Es un fluido rico en acido hialurénico y en la glicoproteina, lubricina, producidos por las
células sinoviales. Las concentraciones de iones pequenos y moléculas (Na+, K+, glucosa, urea)

son similares a las concentraciones en el plasma; mientras que moléculas grandes estan ausentes.
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La principal funcion del liquido sinovial es actuar como lubricante y proveer los nutrientes necesarios

para el mantenimiento del cartilago avascular (Ogston y Stanier, 1953; Ralston y Mclnnes, 2014).

11.2.3 El cartilago articular
El movimiento de las articulaciones ocurre sin dafo estructural dada la presencia del cartilago que
recubre la superficie de los huesos, mitigando asi la friccion entre ellos. En condiciones normales, el
cartilago articular es avascular y carente de inervacion. Al no poseer vasos sanguineos ni linfaticos,
su nutricion y recambio depende exclusivamente del liquido sinovial y la vasculatura Osea
subcondral (Goldring, 2006). El cartilago posee una escasa y unica poblaciéon de células
denominadas condrocitos, que se encargan de producir y secretar componentes de la matriz
extracelular en la que se encuentran embebidos, manteniendo asi el equilibrio entre la tasa de
recambio de los componentes de la matriz. Dentro de los componentes de la matriz se incluyen
colagenas, proteoglicanos, y proteinas diferentes de colagenas. El tipo de colagena predominante
es el tipo Il (Col Il), aunque también pueden encontrarse los tipos VI, IX, X y XI (Heinegard et al.,

2011).

11.3 La artritis reumatoide (AR): un padecimiento inflamatorio-6seo

El desequilibrio en el proceso de remodelacion 6sea esta estrechamente relacionado a diversos
tipos de enfermedades 6seas, como la osteoporosis, la osteopetrosis y la artritis reumatoide (AR).
La AR forma parte de las artritis inflamatorias un grupo heterogéneo de enfermedades que afectan a
las articulaciones e incluyen a las espondiloartropatias, la psoriasis, la espondilitis anquilosante, la
artritis idiopatica juvenil, y la osteoartritis. La caracteristica que comparten es la propensiéon a
destruir los componentes articulares como consecuencia de la inflamacion, lo que resulta
eventualmente en una severa discapacidad motriz (Goldring y Gravallese, 2000). La AR es uno de

los tipos mas comunes de artritis inflamatoria, afecta aproximadamente al 1% de la poblacién
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mundial del cual 75% son mujeres (Alamanos y Drosos, 2005). Este padecimiento presenta un
componente autoinmune que estimula la produccion de auto-anticuerpos por una activacion anormal

de células no linfoides, promoviendo la destruccion de los tejidos, particularmente articulares.

Diversos reportes sefalan que pacientes con condiciones inflamatorias (como la AR) presentan una
mayor propension a desarrollar osteoporosis (Takayanagi, 2009; Feng y McDonald, 2011). Bajo
estas condiciones, la inflamacién caracterizada por la activacion de diversas poblaciones de células
inmunes y la produccion de citocinas pro-inflamatorias perturba la homeostasis 6sea normal e
induce la degradacion del cartilago y hueso, a nivel local y sistémico a través de promover la
actividad de los osteoclastos e inhibir la formacion 6sea por los osteoblastos (Goldring y Gravallese,

2000).

I1.3.1 El sinovio reumatico
Diversos estudios han sefalado que el desarrollo de la AR involucra a factores desconocidos que
inducen el que proteinas propias sean reconocidas como extrafias (auto-antigenos) por el sistema
inmunolégico. El auto-reconocimiento mediado por auto-anticuerpos (factor reumatoide vy
anticuerpos anti-citrulina) permite el desarrollo de un proceso inflamatorio en la membrana sinovial
(sinovitis) que se vuelve cronico. Se ha descrito que el inicio de la presentacion de auto-antigenos,
llevada a cabo por las células presentadoras de antigeno (CPA) que activan a los linfocitos Th1
(CD4+), tiene lugar en la articulacion. Este proceso estimula la produccién de citocinas pro-
inflamatorias que inducen la expresion de diversas moléculas de adhesion (VCAM-1, ICAM-1, ICAM-
2) y quimiocinas en el endotelio vascular que promueven la infiltracién de linfocitos T y B, monocitos,
basofilos, neutrofilos y eosindfilos a la cavidad articular (Goldring, 2003; Mclnnes y Schett, 2007).

La menor apoptosis y mayor retencion y proliferacion de células infiltradas y células residentes
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conlleva a la formacion de un frente inflamatorio denominado pannus en la interface de la membrana

sinovial y el cartilago/hueso (Figura 4).
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Figura 4. Inflamacién articular en la AR. Esquema que ilustra el proceso inflamatorio articular que ocurre
en la AR. En la articulacién normal, el sinovio consiste de una membrana sinovial (usualmente de dos
capas de células de espesor) y tejido conectivo. En la AR, la membrana sinovial se engrosa, por
hiperplasia e hipertrofia de las células locales (fibroblastos sinoviales y macréfagos), proliferacion de
vasos sanguineos (angiogénesis) y la infiltracion de células T y células B generando un frente
inflamatorio denominado pannus en la interface de la membrana sinovial y el cartilago/hueso que induce
la diferenciacion y activacion de osteoclastos gracias al microambiente formado por citocinas pro-

inflamatorias (TNFa, IL-1B, IL-6). Modificado de Mclnnes y Schett, 2007.

Aunque los mecanismos de destruccion de la articulacion no han sido completamente dilucidados,
se ha descrito que el sinovio inflamado es una fuente primaria de factores que contribuyen al
reclutamiento, la diferenciacion y la activacion de osteoclastos. Dentro de estos factores sobresale la

interleucina 1B (IL-1pB), el factores de necrosis tumoral o (TNFa), la interleucina 6 (IL-6) y, las mas
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recientemente descritas citocinas producidas por la células colaboradoras Th17 (IL-17
principalmente) (Choy y Panayi, 2001). Asimismo, estas citocinas estimulan la produccion de 6xido
nitrico (NO) que promueve la muerte por apoptosis de los condrocitos, ocasionando de esta forma

dafo articular permanente al hueso y al cartilago (Blanco et al., 1995).

11.3.2 Erosion 6sea en la artritis reumatoide
El incremento de las poblaciones de osteoclastos en las zonas cercanas al pannus (Figura 4),
muestra su participacion activa en la erosién del hueso, que se confirma mediante el incremento en
su actividad (evaluada por la actividad de la TRAP) y la inhibiciéon de los mecanismos de formacion
de hueso dada por los osteoblastos (van de Wijngaert y Burger, 1986). Esto ocasiona una alteracion
de la homeostasis 6sea en la AR promovida por la acumulacién de factores osteoclastogénicos en el
sinovio reumatico que estimulan el reclutamiento de los precursores de osteoclastos y su

diferenciacion a osteoclastos maduros y activos (Amarasekara et al., 2015).

Dentro de las citocinas responsables, el TNFa juega un papel central. EIl TNFa es expresado
principalmente por macréfagos, sinoviocitos y células T en el sinovio reumatico (Butler et al., 1995).
Esta citocina es capaz de inducir la expresion de otras citocinas pro-inflamatorias como IL-1B, IL-6 e
IL-8. Asimismo, TNFa actua sinérgicamente con RANKL para promover la osteoclastogénesis y la
supervivencia y longevidad de osteoclastos maduros a través de estimular la expresiéon de M-
CSF(Lee et al.,, 2001). No obstante, TNFa puede estimular la actividad osteoclastogénica
independiente de RANKL al interactuar directamente con IL-1B. (O'Gradaigh et al., 2004).
Adicionalmente se ha demostrado que TNFa inhibe directamente la diferenciacion de osteoblastos y
la formacion de nodulos 6seos (Tsukasaki et al., 2011). Ademas, TNFa induce la expresion de
Dickkopf-1 (Dkk-1) un antagonista de Wnt bloqueando la formacién de hueso a través de la

inhibiciéon de esta via de sefalizacion en osteoblastos (Diarra et al., 2007). La relevancia de la
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participacion de TNFa en la erosion 6sea se ha demostrado en estudios con animales transgénicos
0 animales deficientes del factor. La sobre expresion de TNFa resulta en un cuadro de poliartritis
similar a la AR en humanos (Keffer et al., 1991). Por otro lado, la deficiencia genética o el bloqueo
de TNFa (utilizando antecuerpos anti-TNFa) resulta en menor inflamaciéon y reduccion de la

osteoclastogénesis y erosion 6sea (Binder et al., 2013).

La IL-1B y el TNFa regulan la inflamacion en el sinovio reumatico y estimulan la degradacion del
cartilago y el hueso a través de inducir la secrecion de proteasas que hidrolizan los constituyentes
de la matriz (Arend, 2001). IL-1 pertenece a una familia de citocinas que incluyen a IL-1q, IL-18, IL-
1Ra, IL-18 y recientemente anadidas, IL-36 e IL-37 y es producida por macrofagos y fibroblastos
sinoviales principalmente (Dinarello, 1996; Gravallese y Monach, 2016). Estas citocinas estimulan la
resorcion 6sea a través de una accion primaria sobre los osteoblastos. Estudios /in vifro muestran
que la IL-1B promueve la fusidon de precursores de osteoclastos y prolonga la supervivencia de
osteoclastos maduros (Thomson et al., 1986). Asimismo, la IL-1p estimula la produccion de RANKL,
originando un desequilibrio en la relacion RANKL/OPG en el sinovio reumatico (Wei et al., 2005).
Aunado a esto, los estudios realizados en modelos animales muestran que la sobre-expresion de IL-
10 0 IL-1B; o la delecidn de su receptor antagonista soluble (IL-Ra) estimula el desarrollo de artritis y

la destruccion del cartilago y el hueso (Horai et al., 2000; Niki et al., 2004).

IL-6 pertenece a la familia de citocinas que incluyen a la IL-11, el factor inhibitorio de leucemia (LIF)
y la oncostatina M (OSM). La IL-6 es producida por diferentes estirpes celulares en la articulacion
reumatica, macrofagos, fibroblastos sinoviales y condrocitos (Okamoto et al., 1997). La IL-6
contribuye al mantenimiento de la autoinmunidad a través de modular a las células B y la
diferenciacion de las células colaboradoras Th17 (Alves et al., 2016). Recientemente se demostrd

que IL-6 induce la diferenciacion de osteoclastos a través de estimular y de inhibir la produccion de
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RANKL y de OPG, respectivamente, por las células osteoblasticas (Hashizume y Mihara, 2011).
Estudios /n vifro muestran que el bloqueo del receptor de IL-6 reduce la formacién de osteoclastos
en presencia de RANKL o RANKL y TNFa (Axmann et al., 2009). La sobre-expresion de IL-6 induce
osteopenia y resulta en alteraciones severas en la microarquitectura del hueso trabecular y cortical.
Por otra parte, el ratdn deficiente de IL-6 se protege de la induccion de artritis y la erosion 6sea (Boe

et al., 1999).

La IL-17 es producida por células colaboradoras Th17 y por otras estirpes celulares como
condrocitos, fibroblastos sinoviales, macréfagos y células 6seas. Esta citocina induce la secrecion
de citocinas proinflamatorias (es decir, TNF-q, IL-18 e IL-6) contribuyendo a perpetuar la inflamacion
a través de incrementar sinérgicamente la actividad de dichas citocinas (Fossiez et al., 1996).
Adicionalmente, IL-17 contribuye a la erosion extensa del cartilago y del hueso directa e
indirectamente. Las células Th17 expresan RANKL vy tienen la capacidad de activar la diferenciacion
de osteoclastos al interactuar directamente con el receptor RANK en células precursoras o actuar
induciendo la expresion de RANKL y metaloproteasas de matriz en osteoblastos y células sinoviales
(Sato et al., 2006). La presencia de IL-17 en el fluido sinovial de pacientes con AR correlaciona con
el grado de inflamacién y denota la importancia de esta citocina en la destruccién de la articulacién
(Zizzo et al., 2011). Los estudios en modelos animales, muestran enfoques terapéuticos utilizando
anticuerpos anti-IL17 que reducen la inflamacién de la articulacion y la expresion de citocinas pro-

inflamatorias y RANKL (Bush et al., 2002).

Por lo que respecta a las citocinas anti-inflamatorias, se ha descrito que la IL-10, IL-13 y TGF-3 se
encuentran también en concentraciones elevadas en las articulaciones de pacientes con RA. Sin
embargo, dichos niveles son insuficientes para neutralizar los efectos deletéreos de las citocinas

pro-inflamatorias (Isomaki y Punnonen, 1997).
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11.3.3 Patogénesis: estudio de la inflamacion y erosién 6sea en modelos animales
Los modelos animales han contribuido a entender los mecanismos basicos relacionados al
desarrollo de inflamacién y la consecuente erosion 6sea, permitiendo la identificacion de posibles
blancos terapéuticos. Se han desarrollado numerosos modelos en los que la artritis es inducida a
través de diferentes estimulos. Esto incluye la generacion de auto-inmunidad hacia componentes del
cartilago e induccion inespecifica de la autoinmunidad con adyuvantes y otros desencadenantes
como agentes exodgenos, tales como bacterias y virus. Recientemente, se ha afadido la
manipulacion genética de factores esenciales para el desarrollo del padecimiento (van den Berg,
2009). La amplia variedad de agentes que pueden inducir artritis experimental con caracteristicas
semejantes a las artritis humanas sugiere que pueden existir diversas vias etiologicas
desencadenantes de la AR. Sin embargo, ningin modelo animal unico mimetiza a la AR humana en
toda su complejidad. No obstante, representan diversos aspectos de la patologia que pueden

utilizarse como herramientas para estudiar componentes particulares (Alves et al., 2016).

Desde una perspectiva historica, los modelos mas ampliamente estudiados son la artritis inducida
por adyuvante (AIA) y la artritis inducida por colageno (CIA). Estos modelos son ejemplos clasicos
de los elementos que estimulan el desarrollo de inflamacion: inmunidad no especifica, auto-
inmunidad dirigida al cartilago, inflamacién sistémica y dependencia de la activacién/funcion de
células T (van den Berg, 2009). La presencia de inflamacion sinovial, erosion del hueso y cartilago,
dolor concomitante en las articulaciones y, en ultima instancia, paralisis son caracteristicas comunes
en los modelos. Siendo la pérdida 6sea un importante problema sin resolver en la AR, dadas las
complicaciones esqueléticas locales y sistémicas (Jones et al., 2002). A continuacion se presenta
brevemente una descripcion de los modelos estudiados en el desarrollo de este proyecto, con
particular énfasis en la metodologia y las caracteristicas comunes desarrolladas en los animales que

se asemejan a la patologia en humanos.
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11.3.3.1 Artritis inducida por adyuvante (AlA)
La artritis inducida por el adyuvante completo de Freund (ACF) fue el primer modelo de artritis
reumatoide descrito (Freund, 1956). Actualmente, su uso es ampliamente aceptado para estudiar el
proceso de inflamacion y la caracterizacién de nuevos agentes terapéuticos para la AR (Bendele,
2001). Este modelo se ha implementado principalmente en la rata ya que el ratdbn es menos

susceptible (Bevaart et al., 2010).

El método consiste en la inyeccion intradérmica de ACF que consiste en una emulsion de
Mycobacterium tuberculosis inactivado por calor suspendido en aceite mineral y agua. Para este
modelo, generalmente se emplean ratas macho de las cepas Wistar, Lewis o Sprague-Dawley
(Freund, 1956; Hegen et al., 2008). La exposicidn sistémica al ACF afecta de forma particular a las
articulaciones, observandose signos de inflamacion persistente en la articulacion del tobillo entre el
dia 10 y 15 después de la inyeccion de ACF. Por lo general, la enfermedad es grave y conduce a la
permanente malformacion de la articulacion con caracteristicas comparables a las de la AR en

humanos (Schopf et al., 2006).

El desencadenamiento de la artritis en el modelo de ACF inicia por la introduccién de un antigeno de
origen bacteriano. Especificamente, epitopes de proteinas de choque térmico (HSP, por sus siglas
en inglés) presentes en la superficie del Mycobacterium son reconocidos por células del sistema
inmunoldégico, principalmente macréfagos, linfocitos T y linfocitos B, lo que resulta en la produccion
de anticuerpos que son capaces también de interaccionar con las proteinas HSP del huesped,
predominantes en tejidos de la articulacion. Esto ocasiona una reaccidon autoinmune que se
intensifica con la expansion de células T autoreactivas y células B que media la destruccién de la
articulacion a través de la migracion de células del sistema inmunolégico hacia la cavidad articular

con la subsecuente produccion de citocinas pro-inflamatorias (TNF-a, IL-1B, IL-6 e IFN-y ) por las
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células activadas y de auto-anticuerpos. El padecimiento que inicia con el desencadenamiento de un
proceso inflamatorio se vuelve crénico, debido en parte a que la articulacidon es un espacio cerrado
que facilita la acumulacion de células del sistema inmunolégico y citocinas pro-inflamatorias (Kannan

et al., 2005; Schopf et al., 2006).

11.3.3.2 Artritis mono-articular inducida por adyuvante (MAIA)
La artritis mono-articular inducida por adyuvante, es una variante del modelo AlA. Este modelo
evoca una inflamacion unilateral en la articulacion inmunizada y se genera a través inyecciones
intra-articulares repetidas de 5 ug de adyuvante completo de Freund (ACF) una vez cada 7 dias,

durante 28 dias (Donaldson et al., 1993).

El modelo exhibe caracteristicas patologicas asociadas a una condicion artritica. En contraste con
los modelos de poliartritis, este tipo de artritis queda confinado a la articulacién inyectada,
permitiendo comparar los cambios bioquimicos y estructurales de la articulacion inflamada con la
articulacion contra-lateral normal. Las caracteristicas que se observan son un incremento en el
diametro de la articulacion de la rodilla comparado con la articulacion contra-lateral. Asimismo, a
nivel histolégico el modelo presenta hipertrofia de la membrana sinovial e infiltracion de células
inmunes a la cavidad articular, caracteristicas similares a la AR humana. La inyeccién de ACF
genera inflamacion sostenida y duradera durante 28 dias, y dadas las caracteristicas de inflamacion
restrictivas a la articulacion inyectada, apoya su utilidad en el analisis de inflamacién en cepas como
C57BL6, utilizada generalmente como fondo genético para la generacion de animales transgénicos.
Una fase inicial de inflamacién aguda ocurre después de la primera inyeccion, evocando una recaia
en la inflamacién que se resuelve dentro de los siguientes 7 dias posteriores a la primera inyeccion.
Sin embargo, con las inyecciones subsecuentes se establece un cuadro de inflamacién crénica

(Gauldie et al., 2004).
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I1.4 Prolactina (PRL)
11.4.1 Estructura y funcién

La PRL es una hormona polipeptidica que regula una gran variedad de funciones asociadas con la
reproduccion, la osmoregulacion, el crecimiento, el metabolismo, inmunoregulacion, la funcién
cerebral y la angiogénesis (Ben-Jonathan et al., 1996; Bole-Feysot et al., 1998; Costanza et al.,
2015). La PRL se encuentra conservada en vertebrados, y esta codificada por un Unico gen
conservado en vertebrados (localizado en el cromosoma 6 en humanos) que tiene aproximadamente
10 kb y esta compuesto por 5 exones y 4 intrones (Truong et al., 1984). Posterior a la escisién del
péptido sefal de 28 aminoacidos, se produce una proteina 199 aminoacidos y 23 KDa de masa
molecular (Freeman et al., 2000). La PRL es miembro de la familia de citocinas hematopoyéticas y
al igual que otros miembros de esta familia, presenta una estructura tridimensional que consta de
cuatro a-hélices dispuestas en forma anti-paralela unidas por asas flexibles (Horseman y Yu-Lee,

1994).

La PRL se produce por los lactotropos en la hipdfisis anterior, bajo el control hipotalamico
predominantemente de tipo inhibidor. La dopamina es el principal regulador inhibitorio de la
secrecion de la PRL, este tono inhibitorio es ejercido sobre los receptores D2 de dopamina en la
superficie de las células lactotroficas (Grattan y Kokay, 2008). La sintesis de PRL ha sido
demostrada en los tejidos extra-pituitarios y su receptor tiene una expresion ubicua (Bole-Feysot et
al., 1998; Ben-Jonathan et al., 2006). Los principales sitios de produccion extra-hipofisiaria de la
PRL son la decidua, la glandula mamaria, el ovario, la préstata, los testiculos y el cerebro (Ben-
Jonathan et al., 1996). Otras fuentes identificadas son los tejidos articulares. La PRL esta presente
en el liquido sinovial (Ogueta et al., 2002) y se produce en cartilago (Macotela et al., 2006), el
endotelio vascular (Clapp et al., 1998), los sinoviocitos (Nagafuchi et al., 1999) y las células

inmunes (Montgomery, 2001). Por lo tanto, la PRL puede actuar como factor enddécrino o local
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(paracrino o autocrino). Sin embargo, poco se sabe del papel fisiolégico de la PRL producida
localmente comparado con el efecto generalmente atribuido a la PRL sistémica de origen

hipofisiario.

11.4.2 Receptor de PRL (PRLR): mecanismo de accién y vias de sefializacién
El receptor de PRL (PRLR) es una proteina con un solo cruce de la membrana plasmatica,
desprovisto de actividad enzimatica intrinseca. Este receptor pertenece a la superfamilia de
receptores de citocinas hematopoyéticas de clase | (Kelly et al., 1991). Existen tres isoformas del
PRLR descritas en rata: la forma corta (291 aminoacidos), la forma intermedia (393 aminoacidos) y
la forma larga (591 aminoacidos) (Bole-Feysot et al., 1998). El PRLR se expresa en la mayoria de
los tejidos, principalmente en el higado, la glandula mamaria, la glandula suprarrenal y el
hipotalamo. La expresion del PRLR podria alterarse en respuesta a los cambios en la circulacion de
PRL y las hormonas esteroides (Bernichtein et al., 2010). La PRL actua sobre las células uniéndose
a su receptor pre-dimerizado en la membrana plasmatica induciendo cambios conformacionales que
inician la sefalizacion intracelular (Goffin y Touraine, 2015). La union de PRL a su receptor activa
diversas cinasas incluyendo las cinasas de Janus (principalmente JAK2) y trasnductores de sefales
y activadores de la transcripcion (STAT, principalmente STAT5, STAT1 y STAT3), la fosfatidilinositol
3-quinasa (PI3K) / AKT vy la via de la proteina quinasa activadora de mitégenos (MAPK) (Bole-
Feysot et al., 1998). La unién de PRL a su receptor induce la fosforilacion en residuos de tirosina y la
consecuente activacion de la cinasa de JAK2, que en su forma activa fosforila residuos de tirosina
en el PRLR permitiendo la generaciéon de sitios de anclaje para STAT, que por consiguiente son
fosforiladas y activadas por JAK2. Las proteinas STAT fosforiladas se dimerizan y se translocan al
nucleo para activar la transcripcion de moléculas que daran lugar a eventos (Goffin y Touraine,
2015) moleculares como la proliferacion (Dominguez-Caceres et al., 2004), diferenciacién (Ogueta et

al., 2002) y supervivencia celular (Zermeno et al., 2006).
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11.4.3 Efectos de la PRL en el tejido 6seo

Se desconoce el supuesto papel de la PRL en las células 6seas y el metabolismo 6seo. Sin
embargo, estudios de expresién en tejidos humanos y tejidos murinos han demostrado la presencia
del transcrito de PRLR durante el desarrollo fetal humano con inmunoreactividad especifica en
tejidos esqueléticos (Freemark et al., 1997). Consistentemente, los transcritos del PRLR se han
detectado en osteoblastos fetales humanos (hFOB 1.19), células de osteosarcoma humano (MG63 y
Saos-2), y osteoblastos aislados de rata (Bataille-Simoneau et al., 1996; Coss et al., 2000;
Seriwatanachai et al., 2008; Seriwatanachai et al., 2008), pero se reportaron ausentes en células

murinas tipo osteoclastos (Clement-Lacroix et al., 1999).

Se ha descrito que la PRL puede actuar a través de su receptor en el tejido 6seo. El tratamiento de
osteoblastos aislados de rata adulta con concentraciones altas de PRL (1000 ng/ml) disminuye la
expresion de Runx2 y osteocalcina e incrementa la relacion RANKL/OPG sin efectos sobre la
mineralizacion (Charoenphandhu et al., 2008). En contraste, cuando las mismas concentraciones
son utilizadas para tratar osteoblastos fetales, la expresion de Runx2 y osteocalcina se incrementan,
reduciéndose la relacion RANKL/OPG (Seriwatanachai et al., 2008). Estos efectos sugieren, una
accion estimuladora de PRL sobre la formacion de hueso, asi como posibles acciones supresoras
sobre la resorcion. Asimismo, parecen demostrar que la PRL es necesaria para la funcion
osteoblastica durante el desarrollo. No obstante, la PRL podria jugar un papel modulador bifasico.
Se ha demostrado que la PRL incrementa la formaciéon de hueso y el contenido de calcio en ratas
durante el crecimiento (Krishnamra y Cheeveewattana, 1994), mientras que en ratas sexualmente
maduras, gestantes y lactantes estimula la resorcidon de hueso y el recambio de calcio (Krishnamra y
Seemoung, 1996; Lotinun et al., 1998). La inhibicion de la secrecion de PRL a través de la
administracion de bromocriptina resulta en mayor volumen 6seo y reducida resorcion 6sea en ratas

lactantes (Lotinun et al., 2003).
23



Por otra parte, los condrocitos son blancos celulares de la PRL. Estas células producen PRL vy el
cartilago articular expresa el mMRNA del PRLR (Coss et al., 2000; Macotela et al., 2006).
Adicionalmente, las células humanas progenitoras de condrocitos expresan el PRLR y la PRL
estimula su proliferacion y diferenciacion a condrocitos /in vifro (Ogueta et al., 2002).
Consistentemente con estos hallazgos, la PRL inhibe la apoptosis de condrocitos aislados de ratas
postpuberales (Zermeno et al., 2006), sugiriendo que esta hormona puede contribuir a la regulacion

y el mantenimiento del cartilago.

11.4.3 Efectos de la PRL en el sistema inmune

El papel inmunomodulador de la PRL fue descubierto en aves y ratones mediante la manipulacion in
vivo de las concentraciones plasmaticas de esta hormona (Berczi et al., 1981), reportando que la
inmunodeficiencia en ratas hipofisectomizadas se restauraba administrando hormona del
crecimiento (GH), lactdgeno placentario (PL) o PRL (Nagy y Berczi, 1978). Estudios subsecuentes
demostraron que la PRL mantiene la inmunocompetencia y promueve la proliferacion y
supervivencia de linfocitos T, B y natural killer (NK) (Matera et al., 1992). Ademas, estimula la
produccién de anticuerpos por los linfocitos B y la secrecion de citocinas como TNF-qa, IFN-y, IL-2 y
del factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF) en esplenocitos (Yu-Lee,
1997; Dogusan et al., 2001).

La PRL puede regular la respuesta inmune celular y humoral a través de receptores especificos
situados en 6rganos y células inmunes. EL PRLR ha sido identificado en linfocitos T, B, NK y
monocitos (Yu-Lee, 1997) asi como en macréfagos y células dendriticas (Carreno et al., 2004). La
versatilidad de las acciones de la PRL, ha permitido que sea considerada como una citocina con
efectos inmunoreguladores locales. De hecho la PRL es sintetizada por multiples tipos celulares del
sistema inmune (Montgomery, 2001) donde actua junto con otras citocinas para producir efectos

aditivos sinérgicos o antagonizar mutuamente sus acciones (Cesano et al., 1994; Matera et al.,
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2000) Ademas, la PRL y su receptor comparten caracteristicas estructurales y funcionales con
miembros de la superfamilia de citocinas hematopoyéticas (que incluyen a las interleucinas 2, 4 y 6,

entre otras) (Mendez et al., 2005).

Las acciones de la PRL pueden traducirse en efectos pro-inflamatorios en diversos 6rganos. Por
ejemplo, se encontrd que ratones transgénicos que sobre-expresan a la PRL desarrollan hipertrofia
de la prostata (Wennbo et al., 1997) y que el tratamiento con PRL promueve la hiperplasia y la
inflamacion de este 6rgano (Leav et al., 1999). No obstante, también se ha reportado que la PRL
puede ejercer efectos anti-inflamatorios. Por ejemplo, se mostré que la PRL inhibe la expresion de
citocinas en el higado después de una hemorragia (Zhu et al., 1996) e incrementa la muerte por
sepsis en el raton (Oberbeck et al., 2003). Ademas, la PRL bloquea el efecto de citocinas pro-
inflamatorias (IL-1B, IFN-y, y TNF-a) sobre la expresion de la sintasa inducible de 6xido nitrico
(INOS) en fibroblastos de pulmén (Corbacho et al., 2003) y estimula la sintesis de IL-10, una citocina

anti-inflamatoria, en leucocitos de sangre periférica (Brand et al., 2004).

Se ha propuesto que las acciones opuestas de la PRL sobre el proceso inflamatorio pudieran
asociarse a su concentracion (Ben-Jonathan et al., 1996). Por ejemplo, en contraste con la accién
promotora de la actividad de las células NK que la PRL ejerce a concentraciones bajas (<25 ng/ml),
concentraciones altas de PRL (>100 ng/ml), comparables a las alcanzadas en el embarazo,
lactancia o bajo condiciones de estrés, muestran una clara actividad inhibitoria sobre el desarrollo, la
actividad y la proliferacion de las células NK (Matera et al., 1992). En este contexto, se conoce que
estados de hiperprolactinemia, desde moderada (>30 ng/ml) a alta (>100 ng/ml), pueden tener lugar
en pacientes con enfermedades autoinmunes tales como lupus eritematoso generalizado (LEG), la

ARy esclerosis multiple (EM) (Orbach y Shoenfeld, 2007).
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1.5 Implicaciones de la PRL en la AR: evidencias clinicas y experimentales

El papel de la PRL en la AR fue motivo de una revision de nuestro grupo (Clapp et al., 2016). El
interés por analizar la posible relacion entre trastornos autoinmunes y PRL se debe principalmente
al hecho de que estos trastornos son mas frecuentes en las mujeres que en los hombres (Whitacre,
2001) y los niveles de PRL son mas altos en mujeres que en hombres (Ben-Jonathan et al., 2008).
Ademas, en enfermedades autoinmunes como AR, LEG y EM se ha reportado un incremento en los
niveles de PRL en algunos pacientes (6% a 45%, dependiendo del tipo de enfermedad y del estudio
respectivo) (Jara et al., 1991; Orbach y Shoenfeld, 2007; Shelly et al., 2012; Zhornitsky et al., 2013).
Sin embargo, el tratamiento con agonistas dopaminérgicos de los receptores tipo D2 que inhiben la
secrecion hipofisiaria de PRL, se ha asociado tanto con una mejoria en el padecimiento como con
una ausencia de efecto (Erb et al., 2001; Chuang y Molitch, 2007). Estudios clinicos en pacientes
con AR y EM, no han logrado demostrar una correlacion clara entre niveles altos de PRL en la
circulacion y la progresion del padecimiento (Orbach y Shoenfeld, 2007); y la lactancia, una
condicion fisiologica de hiperprolactinemia, se asocia con un agravamiento de la AR (Barrett et al.,
2000) pero también con un menor riesgo de presentar este padecimiento en las mujeres no artriticas
(Karlson et al., 2004; Pikwer et al., 2009). De manera que la posible participacion de la PRL en la
patofisiologia de las enfermedades autoinmunes y en particular de la AR no es clara y requiere ser

estudiada a mayor profundidad.

Por otra parte, los estudios utilizando el modelo AlA en rata han descrito la participacion de la PRL
en la AR. En donde se le ha atribuido un efecto causal en el desarrollo de la patologia, al menos de
forma parcial (Berczi y Nagy, 1982). Los animales hipofisectomizados no desarrollan AIA, a menos
de que se traten con PRL, y el tratamiento de animales artriticos con bromocriptina reduce la
hinchazon articular (Neidhart y Fluckiger, 1992). Mientras que, la hiperprolactinemia inducida por

trasplantes hipofisiarios en la capsula adrenal incrementa la severidad de la artritis. No obstante, la
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deficiencia adrenocortical debido a la hipofisectomia, podria enmascaras los efectos protectores de
la PRL (Clapp et al., 2016). Recientemente se demostro el efecto protector de la PRL en modelo de
AlA. En este estudio se demostré que la hiperprolactinemia inducida por haloperidol o infusiéon de
PRL reduce la produccién de citocinas pro-inflamatorias, (TNFa, IL-1B, IFNy, IL-6) y la expresién de
la sintasa inducible de é6xido nitrico (INOS) en tejidos articulares. Ademas, el tratamiento con PRL
disminuyd la apoptosis de los condrocitos, la formacion de pannus, la inflamacién y el dolor articular
(Adan et al., 2013). No obstante, en contra de los efectos protectores de PRL diferentes estudios
han descrito lo opuesto. El tratamiento de PRL incrementd la progresion de la artritis inducida por
colagena, cuando se administré durante la fase de inmunizacion, reportando también exacerbacion
del padecimiento por el tratamiento con bromocriptina en etapas tardias del modelo (Mattsson et al.,
1992). Adicionalmente, la PRL estimula la proliferacién y produccion de IL-6, IL-8 y MMP-3 en
células sinoviales aisladas de tejidos de pacientes con AR (Nagafuchi et al., 1999). Esto sugiere que
las variaciones en las condiciones experimentales pueden dar lugar a las discrepancias aqui

mostradas, con efectos tanto pro-inflamatorios como anti-inflamatorios de la PRL.
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Il. JUSTIFICACION

En este trabajo se investigo la participacion de la PRL sobre la inflamacién sinovial articular y la
progresiva erosion del hueso en la artritis inflamatoria experimental. La identificacion de factores
involucrados en el desarrollo de la inflamacion y destruccion 6sea tiene relevancia en el control de la
progresion y las alteraciones estructurales de la articulacion en la AR y puede conducir al
descubrimiento de nuevas opciones terapéuticas. En este trabajo demostramos que la PRL regula
negativamente la inflamacion sinovial articular, la consecuente erosion Osea y el incremento de
osteoclastogénesis lo que apoya su potencial terapéutico contra la AR y otras artritis inflamatorias,

asi como en padecimientos asociados con la destruccién del hueso

IV. HIPOTESIS

La prolactina reduce la inflamacién de la articulacion y la destruccion del hueso en la artritis
inflamatoria experimental a través de efectos sobre los fibroblastos sinoviales que involucran al
sistema RANKL/RANK.

V. OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar si la administracion de PRL o la delecidon genética de su receptor modifican la inflamacion
articular, la erosion del hueso y la osteoclastogénesis en la artritis inflamatoria experimental via
acciones sobre el sistema RANKL/RANK y si sus efectos incluyen acciones sobre fibroblastos

sinoviales.

Objetivos Especificos

a. Determinar si la administracion exdgena de PRL previene contra la inflamacion de la
articulacion en la artritis experimental.

b. Evaluar si la hiperprolactinemia reduce la erosion del hueso articular y la osteoclastogénesis
en la artritis inflamatoria experimental.

c. Valorar el desarrollo de artritis inflamatoria experimental en ratones genéticamente deficientes
del receptor de PRL.

d. Determinar si la delecion genética del receptor de PRL promueve la inflamacién articular, la
erosion del hueso y la osteoclastogénesis en la artritis inflamatoria experimental.

e. Evaluar efectos de la PRL sobre la expresion de citocinas proinflamatorias y el sistema
RANKL/RANK en fibroblastos sinoviales en cultivo.
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VI. MATERIALES Y METODOS

VI.1 Animales

Se utilizaron ratas macho de la cepa Sprague-Dawley (200-250 g de peso corporal) y ratones
hembras C57BL6 genéticamente deficientes del receptor de PRL (Prir-/) y silvestres (Prir+/+) (8
semanas de edad, 20-25 g) a los que se les proporcion6 agua y alimento ad /ibitum bajo condiciones
estandar: temperatura controlada (22+1 °C) con ciclos de luz obscuridad 12:12. Los animales se
conservaron y manipularon de acuerdo con la Guia para Cuidado y Uso de los Animales de
Laboratorio (NIH, 2011). Los protocolos experimentales fueron autorizados por el Comité de Bioética

del Instituto de Neurobiologia de la UNAM.

V1.2 Induccioén de artritis por el ACF en la rata (AlA)

El método consistio en realizar una inyeccion intradérmica en la parte dorsal de la cola, de 0.2 ml de
adyuvante completo de Freund’s (ACF, Difco Laboratories, Detroit, MI; 10 mg Mycobacterium
tuberculosis inactivado por calor en 1 ml de adyuvante incompleto de Freund’s). El desarrollo de
artritis se monitore6 como el incremento en la circunferencia de la articulacion del tobillo,
cuantificada cada 3 dias utilizando dos diametros perpendiculares como referencia; latero-lateral (a)
y antero-posterior, y la formula de circunferencia: 2mn(\(a2+b2)/2). El nimero de evaluaciones
realizadas se considero6 en relacion con el dia de la induccion (designado como dia 0). Los animales
se dividieron aleatoriamente para formar cuatro grupos experimentales: el grupo no tratado
(Control), el grupo tratado con PRL, el grupo con artritis inducida por adyuvante completo de
Freund’s (AIA) y el grupo con artritis inducida por adyuvante completo de Freund’s tratado con PRL
(AIA+PRL). El dia 21 post-inmunizacion los animales se sacrificaron por decapitacién con previa
anestesia en una atmaésfera saturada de CO;. Se colectd suero y se extrajeron las articulaciones del

tobillo para realizar las evaluaciones correspondientes.
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V1.3 Induccién de hiperprolactinemia

Los animales fueron tratados con una infusion continua de PRL ovina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)
(0.16 pg/kg/dia) utilizando bombas osméticas (Alzet mod. 1004, 28 dias, Alza Corp., Palo Alto, CA)
implantas subcutaneamente mediante una incisiéon en el dorso bajo anestesia (70% de ketamina y
30% de xilacina, 1 ul/g de peso corporal, i.p.). Los animales del grupo tratado unicamente con PRL y

el grupo AIA+PRL recibieron el implante 3 dias antes de la induccion de artritis.

V1.4 Induccién de artritis monoarticular en el ratén (MAIA)

La induccion de artritis monoarticular consistié en inyecciones repetidas de ACF (5 ug in 10 ul) en el
espacio intra-articular de la articulacion tibio-femoral durante 18 dias (administrandose dosis
repetidas cada 7 dias). Se determind la circunferencia de las articulaciones tibio-femorales como
parametro de inflamacién. Los animales fueron sacrificados 18 dias después de la inyeccion inicial

de ACF. Se colect6 suero y se extrajeron las articulaciones del tobillo para evaluaciones posteriores.

VL5 Inyeccién intra-articular de TNFa, IL-1B, and IFNy (Cyt)

Los ratones fueron inyectados en el espacio intra-articular de la articulacién tibio-femoral con Cyt en
un volumen final de 20 ul (62.5 ng TNFa, 25 ng IL-1B, and 25 ng IFNy; R&D Systems, Minneapolis,
MN) o vehiculo (H2O libre de endotoxinas). Después de 48 h de tratamiento, los animales fueron
sacrificados y se disectaron las membranas sinoviales de la cavidad articular. Los tejidos fueron

mantenidos a -70°C hasta su procesamiento.

V1.6 Determinacion de los niveles circulantes de PRL
Los niveles de PRL en suero se determinaron por medio del bioensayo de Nb2, un procedimiento
estandar, previamente descrito (Tanaka et al., 1980). El ensayo se basa en la respuesta proliferativa

de células Nb2 de linfoma de rata a PRL.
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V1.7 Determinacién de los niveles circulantes de proteina C-reactiva y TNFa.
Los niveles circulantes de proteina C-reactiva y TNFa. se cuantificaron utilizando kits de ELISA (BD
Biosciences, San Jose, CA; R&D systems, Minneapolis, MN), siguiendo las instrucciones del

fabricante.

V1.8 Analisis histopatolégico de la articulacién

Se disectaron las articulaciones del tobillo y rodilla y se fijaron en formalina 10% durante 3 dias.
Posteriormente, las articulaciones fueron descalcificadas, deshidratadas y embebidas en parafina. Se
realizaron cortes seriados de 7um y se tifieron con hematoxilina de Harris para cuantificar el area de
hueso trabecular y con la fosfatasa acido tartrato resistente (TRAP) para evaluar el numero de
osteoclastos. Las muestras se lavaron e incubaron durante 3 h a 37°C en un buffer de tincion [Fast Red
Violet LB Salt (80 mg; Sigma Aldrich), Naphtol AS-MX (40 mg; Sigma Aldrich), formamida (4 ml;
Invitrogen, Carlsbad, CA), 0.04 M acetato de sodio (0.656 g), 0.2 M tartrato de sodio dihidratado (9.2 g),
and agua destilada (200 ml)]. El pH de la solucion se ajusté a 5.0 y se pre-incub6 a 37°C. Después de la
incubacion, las muestras se lavaron con agua destilada, se contratiferon con hematoxilina de Mayer
(Sigma Aldrich) y se cubrieron con medio de montaje (Entellan, Merck Millipore Corporation, Billeria,
MA). Las secciones de tejido se visualizaron bajo microscopia de luz (Olympus BX60F5, Olympus
Tokyo, Japan). La superficie de hueso trabecular y el numero de células TRAP positivas (osteoclastos)
se cuantificaron (Image-Pro Plus analysis software; Media Cybernetics, Silver Spring, MD) y se
dividieron por el area total de hueso para obtener el area de hueso trabecular y la densidad de

osteoclastos. Las evaluaciones fueron realizadas por dos observadores independientes.

V1.9 qRT-PCR
Las articulaciones extraidas se congelaron en nitrogeno liquido y se almacenaron a -70°C.

Posteriormente, la articulacion completa (hueso, cartilago, musculo) se pulverizé en mortero con pistilo.
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El RNA total se extrajo utilizando el reactivo de TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA) y se retrotranscribio a
cDNA utilizando el the High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City,
CA). Los productos de PCR se detectaron y cuantificaron utilizando Maxima SYBR Green q PCR Master
Mix (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) en un reaccion final de 10 ul conteniendo templado y 0.5
uM de cada par de oligonucleétidos para diferentes genes (Tabla 1). La amplificacion se llevd a cabo en
el equipo CFX96 real time PCR detection system (Bio-Rad, Richmond, CA) con el siguiente protocolo:
un ciclo de 10 min de desnaturalizacion a 95° C y 35 ciclos de amplificaciéon (10 seg a 95 °C, 30 seg a la
temperatura especifica de cada par de oligonucleétidos y 30 seg a 72°C). La expresion relativa del
MmRNA se calculé utilizando el método 2-2ACT y normalizada al gen constitutivo, hipoxantina guanina

fosforribosiltransferasa (Hpri).

VI1.10 Aislamiento y cultivo de fibroblastos sinoviales

Los fibroblastos sinoviales se aislaron de las extremidades inferiores de animales silvestres como se
describié previamente (Armaka et al., 2009). Brevemente, las extremidades (fémur/fibula/tibia) se
lavaron en una solucion salina de Hanks y se disectaron inmersas en medio de cultivo DMEM alta
glucosa suplementado con 20% de suero fetal bovino inactivado por calor (FBS; Gibco, Grand
Island, NY) y antibidticos (50U/ml de penicilina y 50 ug/ml de estreptomicina; Invitrogen) para
remover los tejidos blandos de los huesos. El espacié articular se disectd para exponer los tejidos
sinoviales y se incub6 en DMEM conteniendo 1m/ml de colagenasa tipo IV (Difco, Laboratories) y
0.1 mg /ml de desoxirribonucleasa | (Sigma Aldrich) en rotaciéon durante 3 h a 37 °C. Transcurrido el
tiempo de incubacion los tejidos se vortexearon vigorosamente para liberar las células. El
sobrenadante se filtré utilizando una malla de 80 um y se centrifugd 1500 rpm 5 min. El pellet se
resuspendié en medio de cultivo fresco y las células se crecieron hasta alcanzar una confluencia del
80%. Se utilizaron células de pases 2-4, cuando los cultivos mostraron un fenotipo de sinoviocito tipo

fibroblasto >98% (CD90.2+, VCAM1+, and ICAM-1+) como se describio previamente. Los
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fibroblastos sinoviales se sembraron a una confluencia de 106 células/ pozo en placas de 6 pozos y
se pre-incubaron en 2 ml de medio de cultivo durante 16 h con y sin PRL (100 nM, PRL
recombinante humana proporcionada por Michael E., Hodsdon, Yale University, New Haven, CT).
Transcurrido el periodo de pre-incubacion las células se trataron con y sin una mezcla de citocinas
(Cyt: 0.25 ng/ml TNFa, 0.05 ng/ml IL-1B, and 0.05 ng/ml IFNy) por un periodo de 24 h. Otros cultivos
celulares fueron pre-incubados durante 2 h con y sin 50 uM de S32-201, inhibidor de STAT3 (Santa
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) e incubado posteriormente o no en presencia de 100 mM de
PRL durante 16 h, seguido del tratamiento con y sin Cyt durante 24 h. Para evaluar los efectos de
PRL sobre la fosforilaciéon/activacion de STAT3, se sembraron fibroblastos sinoviales en medio
completo (DMEM+20% FBS) durante 24 h, y cultivados posteriormente en medio de cultivo libre de
suero por 24 h adicionales para pre-tratarse durante 6 h con Cyt seguido de una incubacién de 30

min en presencia o ausencia de Cyt, con y sin 100 nM de PRL.

VI1.11 Co-cultivo de fibroblastos sinoviales y progenitores de osteoclastos

Se utilizaron fibroblastos sinoviales de pase 4 que fueron sembraron a una confluencia de 5x105
células en placas de 48 pozos. Después de 12 h, las células se trataron o no con PRL durante 16 h.
Posteriormente las células se trataron o no con Cyt y transcurridas 24 h, células aisladas de la
medula 6sea (2x10° células) conteniendo progenitores de osteoclastos cosechadas de tibias y
fémures de ratones C57BL/6 se adicionaron al cultivo de fibroblastos en medio de cultivo
conteniendo 1,25-dihidroxi-vitamina-D3 (108 M, Sigma-Aldrich). El co-cultivo se incubd durante 10
dias y se remplaz6 el medio por medio fresco (conteniendo 1,25-dihidroxi-vitamina-D3, +/- Cyt, +/-
PRL) cada dos dias. Transcurridos los 10 dias, las células se fijaron con formaldehido al 3.7%
durante 10 min a T.A., se lavaron dos veces con PBS y se incubaron durante 20 min a 37 °C en
buffer de tincion TRAP. La osteoclastogénesis se evalué determinando el numero de células TRAP

positivas.
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VI1.12 Western blot

Las muestras de tejido articular pulverizado o fibroblastos sinovales se resuspendieron en buffer de
lisis (0.1 M Tris-HCL, 0.2 M EGTA, 0.2 M EDTA, 100 mM ortovanadato de sodio, 50 mM fluoruro de
sodio, 100 mM pirofosfato acido de sodio, 250 mM sucrosa, pH 7.5). Se separaron por electroforesis
SDS/PAGE 60 ug de proteina total, se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y se incubaron
durante toda la noche en los siguientes anticuerpos primarios: 1:1000 anti-PRL receptor (sc-300;
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), 1:250 anti-phospho STAT3 (Tyrosine 705) (9131; Cell
Signaling, Beverly, MA), 1:250 anti STAT3 (sc-483; Santa Cruz Biotechnology), o 1:1000 anti-p
tubulina (ab6046; Abcam, Cambridge, MA). Las membranas se lavaron con PBS/Tween-20 vy la
deteccion se realizd utilizando los siguientes anticuerpos secundarios: un anti-lgG de conejo
(1:5000) acoplado a fosfatasa alcalina o a peroxidasa (1:10000) (ambos de Jackson
ImmunoResearch Laboratories Inc., West Grove, PA). La cuantificacion de la densitometria de las

proteinas se evalu6 con Quantity One software (Bio-Rad, Richmond, CA).

VI.13 Andlisis estadistico

La distribucion e igualdad de varianzas de las muestras se determind mediante la prueba
D’Agostino-Pearson. Cuando las muestras presentaron una distribucién normal con varianzas
iguales, las diferencias entre dos grupos se valoraron mediante un analisis t-test y para grupos
mayores a tres, mediante un analisis de varianza de una via (ANOVA) seguido de una prueba post-
hoc de Tukey, considerandose una diferencia estadisticamente significativa de p< 0.05. En el caso
de datos con distribucion no paramétrica, las diferencias estadisticas entre los grupos se
determinaron por Kruskal-Wallis seguido de una prueba post-hoc de Dunn’s utilizando Sigma Stat

7.0 (Sigma Stat 7.0, Systat Software Inc., San Jose, CA).
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Table 1. Oligonucleodtidos. Secuencias utilizadas para la cuantificacion de la expresién de mediadores de

inflamacion para rata y raton mediante qRT-PCR.

Gen Secuencia (5™-3) T Alineamiento (°C)
Hprt Fw-TTGCTGACCTGCTGGATTAC Rv-GTTGAGAGATCATCTCCACC 60.2
Tnfa Fw-GGGCTTGTCACTCGAGTTTT Rv-TGC CTCAGC CTCTTC TCATT 59.4
b Fw-AAAAGCGGTTTGTCTTCAAC Rv-GGAATAGTGCAGCCATCTTT 59.4
6 Fw-TCCAACTCATCTTGAAAGCA Rv-TTCATATTGCCAGTTCTTCG 59.4
Acpb Fw-ATTATGGGCGCTGACTTCAT Rv-AATTTGTGCCGAGACATTGC 59.1
rMmp9 Fw-ACTAAGGCTCCTCTTTTGCT Rv-ATTGGTTCGAGTAGCTGGTA 56.2
rCtsk Fw-GGGCAGGATGAAAGTTGTAT Rv-ATTATCACGGTCGCAGTTTT 53.7
rTnfrsf11 Fw-TCGTTAAAACCAGCATCAAA Rv-TCCTCCAACGTTTATGGAAT 53.7
rTnfrsf11a Fw-TCGTTAAAACCAGCATCAAA Rv-TCCTCCAACGTTTATGGAAT 56.2
rTnfrsf11b Fw-GTGGAGGATCAAAAATGGAG Rv-GTTTTGGGAAAGTGGTATGC 58.3
rPrir Long Fw-ATCTTCAACATGGCCATTAC Rv-TTCTTCCTCTCCAGTCTCAA 56.2
rPrir Short Fw-GACCTGCATCTTTCCACCAGT Rv-AGTCAAGTTCCCCTGCAT 60.2
rlfng Fw-AGCACAAAGCTGTCAATGAA Rv-TTCTTCTTATTGGCACACTC 58.2
rl17a Fw-ATTCCATCCATGTGCCTGAT Rv-TTCAGGTTGACCTTCACGTT 58.3
21 Fw-ATCAACGACTTGTTGGCACA Rv-CAAATCACAGGAAGGGCATT 53.3
122 Fw-CATCAACTCCCAATGCAAAC Rv-TTCAAGGGTGAAGTTGAGCA 56.3
123 Fw-GCTGGATTGCAGAGCAATAA Rv-TTGCAAACAGAACTGGCTGT 58.4
rFoxp3 Fw-TCCAGAGTTCTTCCACAACA Rv-TTTCATTGAGTGTCCTCTGC 58.4
rEbi3 Fw-TCCTTCATTGCCACTTACAG Rv-AAGTAGGGCACTGTGGAAAA 58.4
rll12a Fw-TCTTTGATGATGACCCTGTG Rv-CTGAAGTGCTGCATTTATGG 58.4
10 Fw-GTCCCACTGCCTTGCTTT Rv-CAGTCAGCCAGACCCACAT 53.3
Tgfb1 Fw-CTTTAGGAAGGACCTGGGTT Rv-CAGGAGCGCACAATCATGTT 60.2
mTnfa Fw-CATCTTCTCAAAATTCGAGTGACAA Rv-TGGGAGTAGACAAGGTACAACCC 60.2
mil1b Fw-GTTGATTCAAGGGGACATTA Rv-AGCTTCAATGAAAGACCTCA 60.2
milé Fw-GAGGATACCACTCCCAACAGACC Rv-AAGTGCATCATCGTTGTTCATACA 60.2
mMmp9 Fw-CTTTGAGTCCGGCAGACAAT Rv-TTCCAGTACCAACCGTCCTT 59.1
mCtsk Fw-AACAGCAAGGTGGATGAAAT Rv-GCCTCAAGATTATGGACAGA 56.6
m Tnfrsf11 Fw-ACTCCATGAAAACGCAGATT Rv-CACAATGTGTTGCAGTTCCT 60.4
m Tnfrsf11a Fw-AACGGAATCAGATGTGGTCT Rv-TACTGCAAGCATCATTGACC 55.1
m Tnfrsf11b Fw-TGAGTGTTTTGGTGGACAGT Rv-TGCTTTCACAGAGGTCAATG 60.4
mPrir Long Fw-ACACGCGCAGATCTCCTTACCA Rv-CCCCTTCTTGCACAGCCACTT 56.2
mlfng Fw-GCGTCATTGAATCACACCTG Rv-GACCTGTGGGTTGTTGACCT 60.2
Rora Fw-ACATATCCAAATCCCACCTG Rv-TAATCTTGATGGCACACAGC 58.4
Rorc Fw-CCCTGTGTTTTTCTGAGGAT Rv-ATGATGATGGAAAGCCAGTT 58.4
mil17a Fw-GCTATTGATTTTCAGCAAGG Rv-AAAACAAACACGAAGCAGTT 60.2
mii21 Fw-GGAGGAAAGAAACAGAAGCA Rv-CATCTTTTGAAGGAGCCATT 58.4
mil22 Fw-TGACCAAACTCAGCAATCAG Rv-TCCACTCTCTCCAAGCTTTT 56.3
mil23 Fw-AAAATAATGTGCCCCGTATC Rv-GATCCTTTGCAAGCAGAACT 53.3
mFoxp3 Fw-TTCACCTATGCCACCCTTAT Rv-TGCGAGTAAACCAATGGTAG 58.4
mEbi3 Fw-TCCTTCATTGCCACTTACAG Rv-ATGATTCGCTCAGCCACAAA 61.2
mil12a Fw-TCTTTGATGATGACCCTGTG Rv-GCTGATGGTTGTGATTCTGA 58.4
mil10 Fw-AGAAATCAAGGAGCATTTGA Rv-ATTCATGGCCTTGTAGACAC 60.2

Hprt, hipoxantina-guanina-fosforribosil-transferasa; 7nfa, factor de necrosis tumoral «; //7b, Interleucina 1B, //6, Interleucina 6, Acp5,
fosfatasa acida tartrato-resistente (TRAP);,; Mmp9, metaloproteasa de matriz 9, Cfsk, catepsina K, Tnfrsf11, receptor activador para el factor
nuclear kB; Tnfrsf11a, ligando del receptor activador para el factor nuclear kxB; 7nfrsf17b, osteprotegerina; Prir, receptor de PRL; Ifng,
Interferon vy; //77a, Interleucina 17A; /21, Interleucina 21; /22, Interleucina 22; //23, Interleucina 23; Rora, receptor huérfano relacionado a
acido retinoico alfa; Rorc, receptor huérfano relacionado a acido retinoico gamma; Foxp3, Forkhead box P3; Ebi3, Epstein-Barr Virus Induced

3; /1123, Interleucina 12a; //10, Interleucina 10; 7gfb1, factor de crecimiento transformante beta 1.
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VIl. RESULTADOS

VIl.1 La PRL reduce la inflamacién articular y la inflamacién sistémica en el modelo de artritis
poliarticular inducida por adyuvante (AlA) en la rata

El analisis del efecto protector de la PRL sobre la inflamacion de la articulacion se llevo a cabo a
través de la evaluacion de diferentes parametros de inflamacion, como la circunferencia articular y la
expresion de moléculas proinflamatorias, confirmandose hallazgos de nuestro trabajo previo (Adan
et al., 2013). La infusion cronica de PRL mediante bombas osméticas resultd en hiperprolactinemia a
lo largo del experimento (Figura 5). Este incremento en los niveles séricos de PRL se asocioé a una
reduccion de la severidad de la artritis denotada por la disminucién de la hinchazén y edema de la
articulacioén (circunferencia de la articulacion tibio-tarsal, Figura 6) y la reduccion de mediadores pro-

inflamatorios, 7nfa, //1b, 116, Ifng (Figure 7) al dia 21 posterior a la induccion de artritis.
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Figura 5. Determinacion de los niveles circulantes de PRL. La concentracién de PRL se determind en el
suero mediante el bioensayo de Nb2, en animales 21 dias después de haber sido inyectados (AlA) o no
(Control) con ACF. En ambos grupos, algunos de los animales fueron implantados subcutaneamente con
una bomba osmoética de infusion de PRL 3 dias antes de la induccién de AlA. Los valores representan la

media = EE de 5-8 animales. ***p<0.001, n.s. no-significativo.

Se evalud la expresion del receptor de PRL (PRLR) a través de determinar la expresion del mRNA
de sus isoformas larga y corta en las articulaciones tibio-tarsales de animales artriticos y controles.
Encontramos que la artritis eleva la expresion (MRNA vy proteina) de la isoforma larga del receptor
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de PRL observandose una diferencia significativa al compararse con animales no tratados. La

expresion de la isoforma corta de PRLR permanecié sin cambios (Figura 8).
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Figura 6. La PRL reduce la inflamacién de la articulacién tibio-tarsal en ratas con artritis inducida por
adyuvante (AlA). Se muestra la inflamacién de las extremidades posteriores, evaluada por la
circunferencia de la articulacion tibio-tarsal determinada el dia 21 posterior a la inyeccién del ACF (AlA) o
del vehiculo (Control). Un grupo de animales recibié un implante subcutdneo de una bomba osmdética de
infusion de PRL en ausencia (PRL) o presencia de ACF (AlIA+PRL) 3 dias antes de la inmunizacién con
el ACF. Los resultados se presentan como la media + EE de 5-8 animales. *p <0.05, ***p<0.001, n.s. no-

significativo.
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Figura 7. La PRL reduce la expresion de mediadores de inflamacién en la articulacién tibio-tarsal de ratas
con artritis inducida por adyuvante (AlA). El nivel de expresion de 7nfa, //1b, 1/6, /fng se determind en la
articulacion tibio-tarsal en animales 21 dias después de haber sido inmunizacién con el ACF (AlA) o no
(Control). En ambos grupos, algunos de los animales fueron implantados subcutaneamente con una
bomba osmodtica de infusion de PRL 3 dias antes del ACF. Los resultados se presentan como la media +

EE de 5-8 animales. *p <0.05, **p<0.01, n.s. no-significativo.
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Figura 8. La artritis inducida por adyuvante completo de Freund (AIA) eleva la expresion de la isoforma
larga del receptor de PRL en la articulacion tibio-tarsal. (A) Se muestra la cuantificaciéon mediante qRT-
PCR de la expresion del mRNA de las isoformas larga y corta del receptor de PRL (PRLR) en la
articulacion tibio-tarsal en animales 21 dias después de haber sido inmunizados con el ACF (AlA) o no
(Control). Los resultados se presentan como la media + EE de 5-8 animales. *p <0.05, n.s. no-
significativo. (B) Evaluacion por Western blot de la isoforma larga del PRLR en lisados proteicos de la
articulacion tibio-tarsal de animales 21 dias después de haber sido inmunizados con el ACF (AIA) o no
(Control). Las barras muestran los valores de densitometria del cociente PRLR Largo/B-Tubulina y se

presentan como la media * EE de 3 blots independientes. *p <0.05.

Posteriormente, para evaluar el efecto de la PRL sobre la inflamacion sistémica se determinaron los
niveles circulantes del TNFa y de la proteina C-reactiva (CRP). Estas proteinas se incrementan en
respuesta a procesos de inflamacién (trauma, sepsis, infeccion, artritis) y proveen una indicacién del

grado de inflamacion sistémica (Pepys y Hirschfield, 2003; Popa et al., 2007).

Los resultados obtenidos sobre los niveles séricos de TNFa y CRP evaluados el dia 21 posterior a la
induccion de artritis muestran un incremento en la concentracion de ambas proteinas en el suero de
animales artriticos que disminuye significativamente por el tratamiento con PRL. No se observaron
cambios significativos debidos a PRL en los animales sanos (Figura 9). Adicionalmente se determiné
el efecto de la PRL sobre la expresion de factores de transcripcion y citocinas producidas por células
colaboradoras Th17 (Figura 10) y células T reguladoras (Figura 11). El tratamiento con PRL
disminuy6 significativamente la expresién de dichos factores de transcripcion y citocinas. Nos se

observaron cambios significativos debidos a PRL en la expresion en los animales sanos.
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Figura 9. La PRL reduce los niveles circulantes de proteina C-reactiva y TNFa en ratas con artritis
inducida por adyuvante (AlA). (A) Los niveles séricos de proteina C-reactiva (PCR) y (B) TNFa se
determinaron en el suero de animales 21 dias después de haber sido inyectados (AlA) o no (Control) con
ACF. Un grupo de animales fue implantado subcutaneamente con una bomba osmoética de infusion de
PRL 3 dias antes de la inmunizacién (AIA+PRL) o no (PRL) con ACF. Las barras representan la media +

EE de 5-8 animales. **p <0.05, **p<0.01.
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Figura 10. La PRL reduce la expresién de citocinas producidas por células colaboradoras Th17 en la
articulacién tibio-tarsal de ratas con artritis inducida por adyuvante (AlA). Se muestra los niveles de
expresion de los factores de transcripcion (Rora 'y Rorc) y citocinas ( //17a, /121, /122 e //23), ambos
relacionados a la diferenciacion y funcion de células colaboradoras Th17 y determinados en la
articulacion tibio-tarsal de animales 21 dias después de haber sido inmunizados con el ACF (AlIA) o no
(Control). En ambos grupos, algunos animales fueron implantados subcutdneamente con una bomba de
infusién de PRL 3 dias antes dela inmunizacién con el ACF. Los resultados se presentan como la media

t EE de 5-8 animales. *p <0.05, **p<0.01, n.s. no-significativo.
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Figura 11. La PRL reduce la expresion de citocinas producidas por células T reguladoras en la
articulacion tibio-tarsal de ratas con artritis inducida por adyuvante (AlA). Se muestra los niveles de
expresion del factor de transcripcion Foxp3y citocinas (Ebi3, //72a, Tgfb1e //10), ambos relacionados a la
diferenciacion y funcién de células T reguladoras y evaluados en la articulacion tibio-tarsal de animales
21 dias después de haber sido inmunizados con el ACF (AlA) o no (Control). En ambos grupos, algunos
animales fueron implantados subcutdaneamente con una bomba de infusién de PRL 3 dias antes de la
inmunizacion con el ACF. Los resultados se presentan como la media + EE de 5-8 animales. *p <0.05,

**p<0.01, ***p<0.001, n.s. no-significativo.

VII.2 La PRL reduce la pérdida de hueso trabecular y la densidad de osteoclastos en la artritis
inducida por adyuvante (AlA)

En el sinovio reumatico, el incremento en la expresion de citocinas pro-inflamatorias ( TNFa, IL-13 e
IL-6) induce la pérdida 6sea a través de incrementar la actividad de los osteoclastos (Schett y
Gravallese, 2012). Dado que este proceso ocurre en la AR y que la PRL reduce la produccion de
citocinas determinantes de la AR, se determind el efecto de la PRL sobre la erosién 6sea a través de

evaluar el area de hueso trabecular y la densidad de osteoclastos en la articulacion tibio-tarsal.

Las articulaciones de animales artriticos presentaron pérdida Osea trabecular ocasionada por la
artritis, Mientras que el tratamiento con PRL redujo significativamente esta caracteristica (Figura 12).
Asimismo, la marcada densidad de osteoclastos observada en las articulaciones de los animales

artriticos disminuyé significativamente por el tratamiento con PRL (Figura 13). En los animales
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controles y controles tratados con PRL no se observaron diferencias significativas en estos

parametros de erosion dsea.

De la misma forma, el tratamiento con PRL disminuy6 la osteoclastogénesis evaluada a través de la
expresion de Trap, Mmp9, Ctsk, Tnfrs11a (RANK) (Figura 14) y 7nfrs77 (RANKL) (Figura 15)
factores esenciales para la actividad y diferenciacion de osteoclastos, respectivamente. La expresion
del receptor soluble OPG (7nfrs77b) no se modific6. No obstante, la PRL redujo la relacion

RANKL/OPG en las articulaciones artriticas (Figura 15).
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Figura 12. Efecto de la PRL sobre la disminucién de hueso trabecular en la articulacion tibio-tarsal de
ratas con artritis inducida por adyuvante (AIA). (A) Imagenes representativas de la tincién con
hematoxilina-eosina de secciones de la articulacion tibio-tarsal de la rata, 21 dias después de haber sido
inmunizados (AlA) o no (Control) con el ACF. En ambos grupos, algunos animales fueron implantados
subcutaneamente con una bomba de infusién de PRL 3dias antes de la inmunizacién con el ACF. Ep,
placa epifiseal; Bm, médula 6sea; Ct, hueso cortical; Tb, hueso trabecular; ¢, cartilago; sm, membrana
sinovial. (B) Se muestran los valores de la cuantificacién del area de hueso trabecular/area total de

hueso. Los resultados se presentan como la media + EE de 5-8 animales. *p <0.05.
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Figura 13. Efecto de la PRL sobre la actividad de osteoclastos en la articulacién tibio-tarsal de ratas con
artritis inducida por adyuvante (AlA). (A) Imagenes representativas de la evaluacion histolégica de la
fosfatasa acida tartrato-resistente (TRAP) en secciones de la articulacion tibio-tarsal de ratas 21 dias
después de haber sido inmunizados con el ACF (AlA) o no (Control). En ambos grupos, algunos animales
fueron implantados subcutaneamente con una bomba de infusién de PRL 3 dias antes de la inmunizacién
con el ACF. Las células TRAP (+) son indicadas con flechas. . Ep, placa epifiseal; Bm, médula ésea; Ct,
hueso cortical; Tb, hueso trabecular; ¢, cartilago; sm, membrana sinovial. (B) Se muestran los valores de
la cuantificacion del numero de osteoclastos/superficie de hueso. Los resultados se presentan como la

media = EE de 5-8 animales. *p <0.05, n.s. no-significativo.
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Figura 14. La PRL reduce la expresién de mediadores de erosién 6sea en la articulacién tibio-tarsal de
ratas con artritis inducida por adyuvante (AlA). El nivel de expresion de 7rap, Mmp9, Ctsk, y Tnifrsf11a se
determind en la articulacion del tobillo en animales 21 dias después de haber sido inmunizacion con el
ACF (AIA) o no (Control). En ambos grupos, algunos de los animales fueron implantados
subcutdneamente con una bomba osmética de infusién de PRL 3 dias antes del ACF. Los resultados se
presentan como la media + EE de 5-8 animales. *p <0.05, **p<0.01, n.s. no-significativo.
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Figura 15. La PRL reduce la expresion de marcadores de osteoclastos en la articulacion tibio-tarsal de
ratas con artritis inducida por adyuvante (AIA). El nivel de expresion de T7nfrsf11, Tnfrsf11b y su
respectivo cociente se determind en la articulacion del tobillo en animales 21 dias después de haber sido
inmunizacion con el ACF (AlA) o no (Control). En ambos grupos, algunos de los animales fueron
implantados subcutaneamente con una bomba osmética de infusién de PRL 3 dias antes del ACF. Los

resultados se presentan como la media + EE de 5-8 animales. *p <0.05, **p<0.01, n.s. no-significativo.

VII.3 La severidad de la artritis inducida por antigeno (MAIA) se incrementa en el ratén deficiente del
receptor de PRL

El efecto protector de la PRL contra la inflamacién y la osteoclastogénesis en la artritis, se corrobord
utilizando el modelo de artritis inducida por antigeno (MAIA) en ratones deficientes del receptor de
PRL (Prir-/-) y silvestres (Prir+/+). Los resultados obtenidos muestran que el raton Prir-/desarrolla
un mayor grado de inflamacién respecto a los animales silvestres determinado a través de la
valoracion de la circunferencia de la articulacion tibio-femoral (Figura 16) y la expresién génica de
citocinas pro-inflamatorias ( 7nfa, //1b, /6, Ifng (Figure 17) al dia 18 posterior a la induccion de artritis.
Adicionalmente se determiné la expresion génica de factores de transcripcion y citocinas producidas
por células colaboradoras Th17 (/17a, /121, /122, /I23) (Figura 18) y células T reguladoras (Foxp3,
Ebi3, //10) (Figura 19). La expresion de estos factores se incrementa significativamente en los
animales Prir~/- comparados con su contraparte silvestre (Prir+/#). Nos se observaron cambios

significativos en la expresion de Rora, Rorc, lI12ay Tgfb1.
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Figura 16. La falta del receptor de PRL produce mayor inflamacién de la articulacion tibio-femoral en
ratones con artritis monoarticular inducida por adyuvante (MAIA). Evaluacion del desarrollo de
inflamacion en ratones deficientes del receptor de PRL (Prir-/-) y silvestres (Prir+/+) determinada por la
circunferencia de la articulacion tibio-femoral en los dias 3, 7, 10, 14 y 17 después de la inyeccion intra-
articular del ACF (MAIA) o vehiculo (Control). Las determinaciones se presentan como la media + EE de

8-12 animales. *p <0.05.
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Figura 17. La expresién de mediadores de inflamacién se incrementa en la articulacién tibio-femoral del
ratén deficiente del receptor de PRL sujeto a artritis monoarticular inducida por adyuvante (MAIA). Se
determind la expresion génica de Tnfa, ll1b, 116 e Ifng en las articulaciones tibio-femorales de ratones
deficientes del receptor de PRL (Prir-/~) y silvestres (Prir+/+) en el dia 18 después dela inyeccion intra-
articular del ACF (MAIA) o vehiculo (Control). Los resultados se presentan como la media + EE de 8-12

animales. *p <0.05, **p<0.01, ***p<0.001, n.s. no-significativo.
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Figura 18. La falta del receptor de PRL aumenta la expresion de citocinas producidas por células
colaboradoras Th17 en la articulacion tibio-femoral de ratones con artritis monoarticular inducida por
adyuvante (MAIA). (A) Se muestran los niveles de expresion del mMRNA de los factores de transcripcion
(Rora y Rorc) y (B) citocinas (//17a, 1121, /122 e //123) relacionados a la diferenciacién y funcion de células
Th17, respectivamente y evaluados en la articulacién tibio-femoral de ratones deficientes del receptor de
PRL (Prir/-) y silvestres (Prir+/+) en el dia 18 después dela inyeccion intra-articular del ACF (MAIA) o
vehiculo (Control). Los resultados se presentan como la media + EE de 8-12 animales. *p <0.05,

**p<0.01, ***p<0.001, n.s. no-significativo.
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Figura 19. La falta del receptor de PRL aumenta la expresién de citocinas producidas por células T
reguladoras en la articulacién tibio-femoral de ratones con artritis monoarticular inducida por adyuvante
(MAIA). (A) Se muestran los niveles de expresién del mRNA del factores de transcripcion (Foxp3) y (B)
citocinas (Ebi3, Il12a, Tgfb1 e /10) relacionados a la diferenciacion y funcion de células T reguladoras,
respectivamente y evaluados en la articulacion tibio-femoral de ratones deficientes del receptor de PRL
(Prir-/-) y silvestres (Prir+/+) en el dia 18 después dela inyeccion intra-articular del ACF (MAIA) o vehiculo
(Control). Los resultados se presentan como la media + EE de 8-12 animales. *p <0.05, **p<0.01,

*k*k

p<0.001, n.s. no-significativo.
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Vil.4 La falta del receptor de PRL aumenta la pérdida de hueso cortical y la densidad de
osteoclastos en la artritis inducida por antigeno (MAIA)

Se evalud el efecto de la falta de sefializacion de PRL sobre la pérdida de hueso trabecular y la
densidad de osteoclastos. Los animales Prir-/- controles presentaron un mayor incremento de
pérdida Osea trabecular al compararse con animales silvestres (Prir+/#) (Figura 20B). Estos
resultados confirman la osteopenia del ratén Prir-/- (Clement-Lacroix et al., 1999). Los animales
Prir-/- artriticos presentaron una reduccion en el area de hueso trabecular (Figura 20A), asi como
incremento en la densidad de osteoclastos (Figura 21) y en la expresion génica de Trapy Tnfrsf11
(RANKL) respecto a su contraparte silvestre los animales artriticos Prir+/+ (Figura 22 y Figura 23).
No se observaron diferencias significativas en la expresion génica de Mmp9, Ctsk, Tnfrsflla
(RANK), y Tnfrs11b (OPG) en los animales Prir-/- en comparacion con los animales Prir+/+. No

obstante, la expresién génica del ratio RANKL/OPG fue mayor en los animales Prir-/- (Figura 23).
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Figura Figura 20. La falta del receptor de PRL reduce el drea de hueso trabecular en la articulacién tibio-
femoral de ratones con artritis monoarticular inducida por adyuvante (MAIA). (A) Imagenes
representativas de la tincion con hematoxilina-eosina de secciones de la articulaciéon tibio-femoral de
ratones deficientes del receptor de PRL (Prir-/~) y silvestres (Prir+/+) en el dia 18 después dela inyeccion
intra-articular del ACF (MAIA) o vehiculo (Control). Ep, placa epifiseal; Bm, médula 6sea; Ct, hueso
cortical; Tb, hueso trabecular; ¢, cartilago; sm, membrana sinovial. (B) Se muestran los valores de la
cuantificacion del area de hueso trabecular/area total de hueso. Los resultados se presentan como la

media + EE de 5-8 animales. *p <0.05.
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Figura 21. La falta del receptor de PRL aumenta la osteoclastogénesis en la articulacion tibio-femoral de
ratones con artritis monoarticular inducida por adyuvante (MAIA). (A) Imagenes representativas de la
evaluacion histologica de la fosfatasa acida tartrato-resistente (TRAP) en secciones de la articulaciéon
tibio-femoral de ratones deficientes del receptor de PRL (Prir-/-) y silvestres (Prir+/+) en el dia 18 después
dela inyeccion intra-articular del ACF (MAIA) o vehiculo (Control). Las células TRAP (+) son indicadas
con flechas. Ep, placa epifiseal; Bm, médula ésea; Ct, hueso cortical; Tb, hueso trabecular; ¢, cartilago;
sm, membrana sinovial. (B) Se muestran los valores de la cuantificacion del numero de
osteoclastos/superficie de hueso. Los resultados se presentan como la media + EE de 5-8 animales. *p
<0.05, n.s. no-significativo. Los animales controles Prir~/- presentaron niveles similares en la

expresion de los factores osteoclastogénicos (Figura 22).
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Figura 22. La falta del receptor de PRL aumenta la expresién del mMRNA de mediadores de erosion dsea
en la articulacién tibio-femoral de ratones con artritis monoarticular inducida por adyuvante (MAIA). EI
nivel de expresion génica de Trap, Mmp9, Ctsk, y Tnifrsf11a determiné en la articulacion tibio-femoral de
ratones deficientes del receptor de PRL (Prir-/~) y silvestres (Prir+/+) en el dia 18 posterior a la inyeccion
intra-articular del ACF (MAIA) o vehiculo (Control). Los resultados se presentan como la media + EE de
5-8 animales. *p <0.05, **p<0.01, ***p<0.001, n.s. no-significativo.
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Figura 23. La falta del receptor de PRL aumenta la expresion del mMRNA de marcadores de osteoclastos
en la articulacion tibio-femoral de ratones con artritis monoarticular inducida por adyuvante (MAIA). El
nivel de expresion génica de Tnfrsf11, Tnfrsf11by su respectivo cociente se determind en la articulaciéon
tibio-femoral de ratones deficientes del receptor de PRL (Prir-/~) y silvestres (Prir+/+) en el dia 18 posterior
a la inyeccion intra-articular del ACF (MAIA) o vehiculo (Control). Los resultados se presentan como la

media + EE de 5-8 animales. *p <0.05, **p<0.01, ***p<0.001, n.s. no-significativo.

VIL.5 La inyeccién intra-articular de una combinacién de citocinas pro-inflamatorias (Cyt: TNFa, IL-
1B, IFNy) induce la expresion del receptor de PRL en la membrana sinovial y en cultivos primarios
de fibroblastos sinoviales

Para investigar la participacion de la senalizaciéon de PRL en la articulacion artritica, un grupo de
ratones recibié una inyeccion intra-articular de una combinacién de citocinas pro-inflamatorias (Cyt:
TNFa, IL-1B, IFNy) o vehiculo (Control) con la finalidad de asemejar la condicién inflamatoria
ocasionada por artritis. La inyeccion intra-articular de Cyt elevd la expresion del mRNA de la
isoforma larga del receptor de PRL en membranas sinoviales, evaluada 48 h posteriores a la
administracion de Cyt (Figura 24). De la misma forma, cultivos primarios de fibroblastos sinoviales
de raton tratados con la misma combinacion de Cyt presentaron un incremento en la expresion de la
isoforma larga del receptor de PRL, analizado a las 24 h posteriores al tratamiento (Figura 25). Estos
resultados apoyan las acciones directas de la PRL sobre los tejidos de la articulacion bajo
condiciones de inflamacion y sugieren la posible implicacion de los fibroblastos sinoviales como

blancos celulares de estos efectos.
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Figura 24. Las citocinas pro-inflamatorias (Cyt: TNFa, IL-1B e IFNy ) inducen la expresién génica de la
isoforma larga del receptor de PRL (PRLR) en la membrana sinovial. El nivel de expresion del mRNA de
la isoforma larga del receptor de PRL se determiné en la membrana sinovial de la articulacién tibio-
femoral de ratones 48 h posteriores a la inyeccion intra-articular de una combinacion de citocinas pro-
inflamatorias (Cyt: TNFa, IL-1B e IFNy). Los valores se presentan como la media de + EE de 6

articulaciones independientes.
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Figura 25. Las citocinas pro-inflamatorias (Cyt: TNFa, IL-1B e IFNy ) inducen la expresién génica de la
isoforma larga del receptor de PRL (PRLR) en fibroblastos sinoviales. (A) Se muestra la cuantificacion
mediante qRT-PCR de la expresién del mRNA de la isoforma larga del receptor de PRL en fibroblastos
sinoviales 24 h después del tratamiento con una combinacién de citocinas pro-inflamatorias (Cyt: TNFa,
IL-1B e IFNy). Los resultados se presentan como la media + EE de 3 experimentos independientes. *p
<0.05, n.s. no-significativo. (B) Determinacion por Western blot de la isoforma larga del receptor de PRL
(PRLR Largo) en lisados proteicos de fibroblastos sinoviales 24 h después del tratamiento con una
combinacion de citocinas pro-inflamatorias. La grafica muestra los valores de densitometria del cociente

PRLR Largo//B-Tubulina y se presentan como la media £ EE de 3 blots independientes. *p <0.05.
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VII.6 La PRL bloquea la expresion RANKL inducida por citocinas pro-inflamatorias (Cyt: TNFa, IL-
1B, IFNy) en fibroblastos sinoviales a través de la activacion de la via de STAT3

Para evaluar la accion directa de la PRL en fibroblastos sinoviales, se determinaron los posibles
efectos anti-osteoclastogénicos de PRL en cultivos primarios de fibroblastos sinoviales tratados con
Cyt. La Cyt estimularon la expresion génica de las citocinas inductoras de osteoclastogénesis: /76,
/6y Tnfrsf11. Y este efecto se bloqued por el tratamiento con PRL (Figura 26). No se observaron
cambios significativos en la expresion génica de 7nfa o Tnfrsf11b (Figura 26). Se ha descrito que la
PRL promueve la supervivencia de condrocitos articulares a través de la sefalizacion mediada por
STAT3 (Adan et al., 2013), y STAT3 puede inhibir la osteoclastogénesis (Li, 2013). Por lo que
determinamos si la PRL sefaliza a través de STAT3 en fibroblastos sinoviales. Los resultados
muestran que la PRL estimula la expresién del mMRNA de Sfaf3 en fibroblastos sinoviales en cultivo
(Figura 27A) y promueve la fosforilacion//activacion de STAT3 cuando las células son cultivadas en
presencia de Cyt (Figura 27B). Aunado a esto, la incubacion de fibroblastos sinoviales con un
inhibidor de STAT3 (S31-201), bloqued el efecto inhibitorio de PRL sobre la expresion génica de

Tnfrsf117inducida por Cyt (Figura 27C).
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Figura 26. La PRL reduce la expresion de factores osteoclastogénicos inducida por una combinacién
citocinas pro-inflamatorias (Cyt: TNFa, IL-1f e IFNy ) en fibroblastos sinoviales. Se presenta la evaluacién
de la expresion del mRNA de 7nfa, //1b, /16, Tnfrsf11y Tnfrsf11b en fibroblastos sinoviales 24 h después
del tratamiento con una combinacién de citocinas pro-inflamatorias (Cyt: TNFa, IL-1B e IFNy). Los
resultados se presentan como la media + EE de 3 experimentos independientes. *p <0.05, **p<0.01,
***p<0.001, n.s. no-significativo.
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Figura 27. La PRL bloquea la expresion de 7nfrsf77 en fibroblastos sinoviales a través de la activacion de
la via de STAT3. (A) Cuantificacion de la expresion génica de Stal3 en fibroblastos sinoviales incubados
(PRL) o no (Control) con 100 nM de PRL durante 24 h. (B) Evaluacion por Western blot de la proteina
STATS3 fosforilada en extractos de fibroblastos sinoviales incubados durante 30 min con o sin Cyt: (0.25
ng/ml TNFa, 0.05 ng/ml IL-1B, 0.025 ng/ml IFNy) presencia o ausencia de 100 nM de PRL. La grafica
muestra los valores de densitometria del cociente p-STAT3//3-Tubulina y se presentan como la media *
EE de 3 blots independientes. *p <0.05, ***p<0.001. (C). Expresion del mRNA de 7nfrsf117 en fibroblastos
sinoviales incubados durante 24h con o sin Cyt, con o sin 100 nM de PRL, en presencia o ausencia de 50

uM de S31-201 (inhibidor de STAT3). *p <0.05, **p<0.01, ***p<0.001, n.s. no-significativo.

VII.7 La PRL reduce la osteoclastogénesis en co-cultivos de fibroblastos sinoviales y células
progenitoras de osteoclastos.

Para confirmar que las acciones de la PRL sobre los fibroblastos sinoviales se traducen en una
menor osteoclastogénesis, evaluamos los efectos de la PRL en cocultivos de fibroblastos sinoviales
y células precursoras de osteoclastos. Para ellos, se co-cultivaron fibroblastos sinoviales y células
progenitoras de osteoclastos (derivadas de la médula ésea) en presencia de Cyt para promover la
secrecion de RANKL, factor esencial para la diferenciacion de osteoclastos (Tunyogi-Csapo et al.,
2008). Los co-cultivos se incubaron durante 10 dias, y se reemplazé el medio cada 2 dias
(conteniendo +/-Cyt, +/- PRL y 1,25-dihidroxi-vitamina-D3) (Figura 28A). El tratamiento con Cyt

estimuld la diferenciacion de los precursores de osteoclastos a osteoclastos maduros, evaluado por
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la presencia de grandes células multinucleadas TRAP*. Este efecto se redujo significativamente por

el tratamiento con PRL (Figura 28B).
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Figura 28. La PRL reduce la osteoclastogénesis inducida por citocinas pro-inflamatorias (Cyt: TNFa, IL-
18 e IFNy) en co-cultivos de fibroblastos sinoviales y células progenitoras de osteoclastos. (A) Curso
temporal del co-cultivo de fibroblastos sinoviales y células progenitoras de osteoclastos: 12h después de
sembrar los fibroblastos sinoviales, las células se incubaron con o sin 100 nM de PRL durante 16 h;
posteriormente se incubaron o no con Cyt (0.25 ng/ml TNFa, 0.05 ng/ml IL-1B, 0.025 ng/ml IFNy) y
transcurridas 24 h se agregaron las células precursoras de osteoclastos en medio conteniendo 1,25-
dihidroxi-vitamina-D3. El co-cultivo se incubd durante 10 dias, remplazando cada 2 dias por medio nuevo
(conteniendo +/- Cyt, +/- PRL, y 1,25-dihidroxi-vitamina-D3). (B) La osteoclastogénesis se evalud
determinando el nimero de células multinucleadas TRAP-positivas (indicado por flechas). La grafica
muestra los valores de la media + EE del numero de células multinucleadas (>3 nucleos) TRAP-positivas

por pozo, (n=5). ***p<0.001.

Para evaluar si el efecto anti-osteoclastogénico de la PRL puede involucrar también acciones
directas sobre las células precursoras de osteoclastos, se co-cultivaron fibroblastos sinoviales con
células progenitoras de osteoclastos de animales Prir~/- en presencia de Cyt tratados con PRL. El
tratamiento con Cyt estimulé la diferenciacion de los precursores de osteoclastos a osteoclastos

maduros, en ambos co-cultivos (Prir-/- y Prirt+/+) (Figura 29), pero no se observaron cambios
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significativos en el numero de células TRAP* por el tratamiento con PRL cuando los precursores de
osteoclastos no contienen a su receptor. Los resultados mostrados sugieren un efecto directo de
PRL sobre tanto sobre fibroblastos sinoviales como sobre los progenitores de osteoclastos que

resulta en una menor osteoclastogénesis.
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Figura 29. Osteoclastogénesis inducida por citocinas pro-inflamatorias (Cyt: TNFa, IL-1B8 e IFNy) en co-
cultivos de fibroblastos sinoviales silvestres y células progenitoras de osteoclastos provenientes de
ratones silvestres (Prir+/+) o ratones deficientes del receptor de PRL (Prir/-). Se muestra la
osteoclastogénesis evaluada a través del numero de células multinucleadas TRAP-positivas en co-
cultivos de fibroblastos sinoviales y células progenitoras de osteoclastos. 12h después de sembrar los
fibroblastos sinoviales, las células se incubaron con o sin 100 nM de PRL durante 16 h; posteriormente se
incubaron o no con Cyt (0.25 ng/ml TNFa, 0.05 ng/ml IL-1B, 0.025 ng/ml IFNy) y transcurridas 24 h se
agregaron las células precursoras de osteoclastos de ratones silvestres (Prir+/+) o ratones deficientes del
receptor de PRL (Prir~/-) en medio conteniendo 1,25-dihidroxi-vitamina-D3. . El co-cultivo se incubd
durante 10 dias, remplazando cada 2 dias por medio nuevo (conteniendo +/- Cyt, +/- PRL, y 1,25-
dihidroxi-vitamina-D3). La grafica muestra los valores de la media + EE del numero de células

multinucleadas (>3 nucleos) TRAP-positivas por pozo, (n=5). ***p<0.001.

VII.8 Los condrocitos, osteoblastos, osteoclastos y fibroblastos sinoviales expresan el mRNA del
receptor de la PRL
Adicionalmente a los resultados presentados sobre la expresion del mensajero de la isoforma larga

del receptor de PRL en fibroblastos sinoviales, se encontrd la presencia de dicho transcrito en otros
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tipos celulares de la articulacion. La evaluacion se realizé en muestras provenientes de ratones
silvestres (Prir+/+) y para confirmar la especificidad de la reaccién se utilizaron ratones deficientes
del receptor de PRL (Prir-/-). Se observa la presencia de un transcrito de 139 pb (correspondiente al
exon 5 de Prin en condrocitos, osteoblastos, osteoclastos vy fibroblatos sinoviales provenientes de
animales Prir+/+, observandose ausencia de amplificacidon en los carriles de células proveniente de

animales Prir-/- (Figura 30).
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Figura 30. Expresién del RNA mensajero del receptor de la PRL en condrocitos, osteoblastos,
osteoclastos y fibroblastos sinoviales. Se muestra el producto de la amplificaciéon del mRNA para la
isoforma larga del receptor de PRL analizado por RT-PCR. La amplificacion de Hprt corresponde al

control interno. CN, control negativo de RNA.
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VIil. DISCUSION

La erosion 0sea es una caracteristica central en la AR, asociada a la severidad del padecimiento y
es el resultado del desbalance entre la resorcion del hueso y la formacion/reparacion de dicho tejido.
El proceso de resorcién 6sea depende del desarrollo de los osteoclastos (osteoclastogénesis) que
resorben el hueso en respuesta a sefales sistémicas y locales que convergen en el sistema RANKL
/ RANK / OPG (Braun y Zwerina, 2011; Schett y Gravallese, 2012). En este trabajo se demostré que
la PRL reduce los niveles sistémicos y la produccion de citocinas con actividad osteoclastogénica, la
expresion de RANKL y RANK, la densidad de osteoclastos y la pérdida ésea trabecular en dos
modelos murinos de artritis inflamatoria. Por otra parte, se sabe que los fibroblastos sinoviales son
una fuente importante de RANKL (en el sinovio reumatico) y contribuyen a la pérdida 6sea en la
artritis (Tunyogi-Csapo et al., 2008) y aqui se mostro que la PRL bloquea la expresion del RANKL en
fibroblastos sinoviales en cultivo a través de la fosforilacion/activacion de la via STAT3. Finalmente,
esta hormona reduce la osteoclastogénesis a traves de acciones directas tanto sobre fibroblastos

sinoviales como sobre células progenitoras de osteoclastos.

La inflamacion articular crénica interfiere con la homeostasis del hueso e induce su degradacion a
nivel sistémico y local (Braun y Zwerina, 2011; Schett y Gravallese, 2012) y estos procesos son
atenuados por la PRL. El tratamiento con PRL iniciado tres dias antes de la induccion de artritis
redujo la inflamacion articular, la expresion local de citocinas pro-inflamatorias (TNFa, IL-13, IL-6 e
IFN-y), la formacion de pannus y la pérdida 6sea trabecular en ratas con AlA. Asimismo, extendimos
estos hallazgos mostrando que el incremento en los niveles séricos de PRL similares a los (40
ng/ml) encontrados en la circulacién de algunos pacientes con AR (Ghule et al., 2009) reduce la
inflamacion sistémica evaluada a través de la determinacion sérica de TNFa y PCR, dos citocinas
osteoclastogénicas (Braun y Zwerina, 2011; Kim et al., 2015). En pacientes con AR los niveles de

TNFa y PCR en el liquido sinovial se asocian directamente con la inflamacion sistémica y articular y
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se les considera biomarcadores para el diagnéstico y evaluacion de la actividad de la enfermedad

(Hamed et al., 2007; Kim et al., 2015).

Por otra parte, el tratamiento con PRL redujo la expresion de factores de transcripcion y citocinas
asociadas con células colaboradoras TH17 y células T reguladoras en articulaciones artriticas. Las
células Th17 promueven la inflamacion, la osteoclastogénesis y la erosion 6sea en la artritis (Sato et
al., 2006; Lubberts, 2010), mientras que las células T reguladoras suprimen la respuesta inmune
(Sakaguchi et al., 2010). El desequilibrio entre ambas poblaciones de linfocitos T es un evento clave
en la patogénesis de la AR (Alunno et al., 2015). Resta por determinar el significado de las acciones
de la PRL sobre la regulacion negativa que realizan las células T reguladoras que contribuiria al
efecto protector de la PRL contra la inflamacion y la osteoclastogénesis en la artritis. El efecto de
ambas poblaciones de células T es complejo, dado que la relacion entre su diferenciacion y funcion
es estrecha, y se modifica por la condicién de inflamacion (Deknuydt et al., 2009; Diller et al., 2016).
Ambas poblaciones de células T requieren de TGFB para su diferenciacion (Zhou et al., 2008) y
estudios /n vivo han identificado un subconjunto de células T que expresan dualmente el fenotipo de
célula colaboradora Th17 y célula T reguladora (Voo et al., 2009; Diller et al., 2016) y que poseen

efectos pro-inflamatorios y osteoclastogénicos en la artritis autoinmune (Komatsu et al., 2014).

En apoyo a que la PRL actua directamente sobre los tejidos articulares inflamados, demostramos
que la isoforma larga del PRLR se regula positivamente en las articulaciones de ratas con AlA, en
las membranas sinoviales y en fibroblastos sinoviales de ratones tratados con una combinacion de
citocinas pro-inflamatorias (TNFa, IL-B e IFNy) que se sabe contribuyen a las lesiones inflamatorias
en AIA (Panayi et al., 1992). Los receptores de PRL existen en diversas formas moleculares que
difieren principalmente en la secuencia y la longitud de su dominio citoplasmico. Estos receptores se

clasifican como corto, intermedio y largo (Bole-Feysot et al., 1998). Se considera que la isoforma
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larga del PRLR sefializa todas las acciones de la hormona, la isoforma intermedia media efectos de
proliferacion celular y sefales de supervivencia, mientras que la isoforma corta ejerce efectos
negativos dominantes sobre el receptor largo (Ben-Jonathan et al., 1996). La isoforma larga del
receptor parece predominar en osteoblastos (Clement-Lacroix et al., 1999) y condrocitos (Zermeno
et al., 2006), en donde la PRL promueve el desarrollo éseo y la supervivencia del cartilago. Ademas,
los fibroblastos y las células T en el sinovio de pacientes con AR también expresan receptores de
PRL (Nagafuchi et al., 1999), y las citocinas pueden inducir la expresion de la isoforma larga del
receptor en fibroblastos pulmonares para mediar efectos anti-inflamatorios de la PRL en las vias
respiratorias (Corbacho et al., 2003). Todos estos hallazgos indican que la isoforma larga del

receptor media las acciones protectoras de la PRL en la artritis.

En apoyo al papel anti-inflamatorio de la PRL en la artritis, los ratones deficientes del receptor de
PRL (Prir/-) presentaron mayor inflamacién articular (hinchazén y edema) y un incremento en la
expresion génica de citocinas (TNFa, IL-183, IL-6, IFNy, IL-17A, IL21, IL-22, IL-23 e IL-10) en el
modelo de artritis mono-articular (MAIA). Estos hallazgos son consistentes con la inhibicién que
ejerce la PRL sobre la expresion de citocinas proinflamatorias en ratas con AlA (Adan et al., 2013) y
con reportes previos que muestran que la delecion génica de PRL (Dugan et al., 2002) y de sus
receptores PRL (Moreno-Carranza et al., 2013) incrementa la respuesta inmune y la mortalidad bajo
condiciones de inflamacion relacionadas con estrés. Adicionalmente a los efectos de las citocinas
TNFa, IL-1B, IL-6 e IL-17A sobre la inflamacion articular, destacan sus efectos promotores de la
pérdida Osea. Estas citocinas promueven la resorcion 6sea osteoclastica mediante la estimulacion
de la expresion y funciones de RANKL y RANK (Sato et al., 2006; Braun y Zwerina, 2011). Por lo
que, en este trabajo investigamos si la PRL regula negativamente la pérdida 6sea y el desarrollo de

osteoclastos en la AlIA y MAIA.
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La elevacion en los niveles sistémicos de PRL en ratas con AIA y el bloqueo de la sefalizacion del
receptor de PRL en ratones Prir-/-con MAIA disminuyd y aumento, respectivamente, la pérdida osea
trabecular, la densidad de osteoclastos y la acumulacién de marcadores de osteoclastos (RANKL y
RANK) y de genes que codifican para moléculas involucradas en la degradacion de la matriz
organica del hueso (TRAP, catepsina Ky MMP-9) (Schett y Gravallese, 2012). Por otra parte, la PRL
y la falta de senalizacion de la hormona redujeron y aumentaron, respectivamente, la expresion del
gen RANKL (7nfrsf17) en la articulacion artritica, dando lugar a la reduccién (en la AlA) y al
incremento (en la MAIA) en la proporcion de Tnfrsf11] Tnfrsf11b. Tnfrsf17b codifica para OPG, un
receptor de sefiuelo soluble que neutraliza RANKL y previene la erosion 6sea en la AlA (Kong et al.,
1999). El cociente elevado RANKL / OPG ocurre en pacientes con AR y se asocia con una mayor

resorcion 6sea (Fadda et al., 2015).

Nuestros hallazgos indican que la inhibicién de la expresion y consecuente actividad de RANKL
sobre la osteoclastogénesis media el valor protector de la PRL contra la pérdida de masa 6sea en la
artritis inflamatoria. No obstante, no es claro si la PRL senaliza directamente sobre osteoclastos o
indirectamente en otros tipos celulares que también contribuyen a la resorcion ésea. En contra de la
accion directa de la PRL sobre osteoclastos se ha reportado que esta estirpe celular carece del
receptor de PRL. Por lo que, la PRL estaria actuando unicamente sobre condrocitos, osteoblastos y
fibroblastos sinoviales que expresan receptores PRL y son fuentes principales de citocinas
osteoclastogénicas incluyendo RANKL (Tunyogi-Csapo et al., 2008; Braun y Zwerina, 2011;
Martinez-Calatrava et al.,, 2012). Sin embargo, nuestros resultados senalan que la PRL también
podria actuar sobre osteoclastos. La amplificacion por PCR del transcrito del PRLR muestra su
expresion en los diversos tipos celulares antes mencionados, pero también en osteoclastos
diferenciados. La especificidad de dicha detecion se fundamente en la ausencia de dicho transcrito

cuando los tipos celulares se obtienen de ratones Prir-/- Diferencias en los protocolos de
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diferenciacion pudieran contribuir a explicar el contraste de nuestros resultados con los hallazgos
negativos sobre la presencia del receptor de PRL en osteoclastos diferenciados /n vifro (Clement-
Lacroix et al., 1999). No obstante, el haber encontrado al receptor de PRL en osteoclastos refuerza

su conocida participacion en la remodelacion 6sea (Clapp et al., 2016).

Las acciones directas de la PRL sobre osteoclatogénesis refuerzan aun mas sus blancos celulares.
La expresion del receptor de la PRL se incrementa en cultivos de fibroblastos sinoviales tratados con
citocinas pro-inflamatorias (Cyt: TNFa, IL-1B e IFNy), y en estas células la PRL ejerce acciones anti-
osteoclastogénicas a través de inhibir la expresién de //7b, //6 y Tnfrsf17 inducida por Cyt. La
sefalizacion clasica del receptor de PRL ocurre a través de la via JAK2/STATs 1, 5y 3 (DaSilva et
al., 1996). Recientemente se ha descrito que STAT3 es determinante para la homeostasis 6sea
(Aarden et al., 1994). En la clinica, las mutaciones en STAT3 correlacionan con el aumento del
numero de osteoclastos y la resorcion 6sea (Holland et al., 2007; Minegishi et al., 2007) y la delecién

especifica de STAT3 en osteoblastos genera un fenotipo osteopénico (Aarden et al., 1994).

En este estudio demostramos que la PRL estimula la expresion génica y la fosforilacion / activacion
de STAT3 en fibroblastos sinoviales tratados con Cyt. El efecto de las Cyt sobre STAT3 se puede
adscribir a la IL-6. La IL-6 estimula la activacion de STAT3 (Hashizume et al., 2008) que conduce a
la resorcion 6sea (O'Brien et al., 1999), pero también a la formacién de hueso (Shin et al., 2004). En
apoyo, al efecto anti-osteoclastogénico de STAT3 activado por PRL, el bloqueo farmacolégico de
STAT3 previno la inhibicién por PRL de la expresion génica de RANKL (Tnfrsf11) inducida por Cyt.
Estos hallazgos sugieren que la PRL puede sefalizar a través de STAT3 en fibroblastos sinoviales
para inhibir la osteoclastogénesis inducida por RANKL. De forma consistente, encontramos que la
PRL actua sobre co-cultivos de fibroblastos sinoviales y células precursoras de osteoclastos

reduciendo la osteoclastogénesis inducida por Cyt. ElI hecho de que el efecto inhibitorio de PRL se
59



reduce cuando las células precursoras de osteoclastos provienen de ratones Prir-/~ implica que
estas células son blanco directo de la PRL y contribuyen a sus efectos protectores en contra de la
osteoclastogénesis. Esta propuesta es consistente con nuestros resultados que muestran la
presencia de los receptores de PRL en osteoclastos diferenciados y con la regulacién a la baja de
RANK en las articulaciones artriticas. RANK solamente se expresa en osteoclastos (Atkins et al.,
2006) y la reduccion en sus niveles por efecto de la PRL podria explicar la contribucién de los
progenitores de osteoclastos y/o de osteoclastos maduros a las acciones anti-osteoclastogénicas de
la hormona. Esta bien documentado que la PRL regula al sistema RANKL / RANK / OPG para la
remodelacion ésea fisioldgica durante el crecimiento y la reproduccion (Clapp et al., 2016). La PRL
disminuye la relacion RANKL / OPG en osteoblastos para promover la formacion 6sea durante el
desarrollo (Seriwatanachai et al., 2008). Mientras que la PRL acelera el recambio Oseo
incrementando el cociente RANKL / OPG en osteoblastos para suplir la demanda de calcio
necesaria en el crecimiento fetal y la produccién de leche durante el embarazo y la lactancia,
respectivamente (Lotinun et al., 2003; Seriwatanachai et al., 2008). Estos efectos opuestos de PRL
sobre el remodelamiento 6seo indican que la resultante del efecto hormona depende de

interacciones complejas relacionadas con la edad y el estado fisioldgico.

En la artritis inflamatoria experimental, la PRL parece ser beneficiosa. Sin embargo, el papel de la
PRL en la AR es aun controversial (Clapp et al., 2016). La PRL aumenta en la circulacion de algunos
pacientes con AR, si bien los niveles de PRL no se correlacionan con la severidad de la enfermedad.
Las discrepancias entre los niveles sistémicos de la PRL y la severidad de la AR podrian aclararse si
se considera que la PRL puede incrementarse localmente en la articulacion. La PRL se sintetiza
localmente por células de la articulacion que incluyen a los condrocitos (Macotela et al., 2006), las
células endoteliales (Corbacho et al., 2000), los sinoviocitos y las células inmunes (Nagafuchi et al.,

1999). Ademas, se conoce que la PRL puede ejercer efectos inmunoestimuladores o
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inmunosupresores que dependen de su concentracién y también de las condiciones fisiopatoldgicas
(Clapp et al., 2016). Por ejemplo, altos niveles circulantes de PRL bajo condiciones de estrés e
inflamacion pueden ejercer acciones anti-inflamatorias (Jacobi et al., 2001; Adan et al., 2013);
mientras que la hiperprolactinemia fisioldgica en el contexto de la reproduccion (Lotinun et al., 2003)
y la patologia no inflamatoria (prolactinoma) (Mazziotti et al., 2011) promueve la pérdida 6sea. Los
mecanismos que gobiernan los efectos de la PRL en la inflamacion y en la remodelacion 6sea son
complejos, pero es claro que su mejor comprension puede conducir al uso de farmacos inductores

de hiperprolactinemia como agentes terapéuticos en la clinica.

IX. CONCLUSION

La PRL protege contra la pérdida 6sea y la osteoclastogénesis en la artritis inflamatoria experimental
a través de la inhibicion de la expresion/activacion de RANKL inducida por citocinas pro-
inflamatorias en la articulacion y en fibroblastos sinoviales via la activacion de la cascada de
sefalizacion de STAT3. Estos hallazgos sugieren el potencial terapéutico de farmacos inductores de

hiperprolactinemia en la AR.
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