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Resumen

El céncer de pulmén (CP) es un problema de salud publica relevante en México y en el
mundo. El factor etiologico principal para su desarrollo es el consumo de tabaco. Sin
embargo, en los ultimos afios se ha presentado un aumento en los casos de CP independientes
del habito tabaquico, por lo que se ha estudiado la contribucidon de otros factores como el
sexo y el estadio hormonal. Dichas investigaciones se han centrado principalmente en el
papel de hormonas esteroideas dejando fuera a la prolactina (PRL), una hormona
polipeptidica implicada en la progresion de diversas neoplasias malignas como el cancer de
mama y de prostata. Con el fin de obtener un panorama general sobre los efectos de la
prolactina en una linea celular de pulmon derivada de adenocarcinoma pulmonar (SK-LU-1)
y en una linea celular no neoplasica (BEAS-2B), se llevd a cabo un analisis transcriptomico
tras el tratamiento con una dosis Unica del PRL ovina (oPRL). Tras la administracion de
oPRL (125 ng/mL, 2h) a la linea celular BEAS-2B, se modificaron los niveles de 13
transcritos mientras que en SK-LU-1 se modificaron 85 transcritos (genes diferencialmente
expresados, GDE). Los procesos celulares enriquecidos en las lineas celulares tratadas con
oPRL se encuentran relacionados con la traduccion, componentes ribosomales, reparacion del
DNA, procesos mitocondriales como la replicaciéon del DNA mitocondrial, la fosforilacion
oxidativa, matriz mitocondrial, proteinas mitocondriales y reprogramacion metabodlica en
cancer. Los GDE (SSBP1, LDHB, RPL22L1 en BEAS-2B y SYNE2, KTN1, APC en
SK-LU-1) han sido reportados desregulados en adenocarcinoma pulmonar (ADCP) y algunos
se correlacionan con una baja supervivencia de pacientes con ADCP. Los resultados de esta
investigacion apuntan a que la prolactina podria participar en la fisiologia pulmonar tanto en
condiciones normales como patologicas, no obstante, se requiere llevar a cabo la validacion
de los resultados obtenidos en diferentes modelos bioldgicos para esclarecer los mecanismos
moleculares por los cuales la PRL podria estar modulando dichas respuestas.



Abstract

Lung cancer (LC) is a relevant public health problem in Mexico and the world. The main
etiological factor for its development is tobacco use. However, recently there has been an
increase in LC cases independent of smoking, so the contribution of factors such as sex and
hormonal status is under study. Such investigations have mainly focused on the role of steroid
hormones excluding prolactin (PRL), a polypeptide hormone involved in the progression of
various malignancies such as breast and prostate cancer. To obtain an overview of the effects
of prolactin in a lung cell line derived from lung adenocarcinoma (SK-LU-1) and in a
non-neoplastic cell line (BEAS-2B), a trasncriptomic analysis was carried out after treatment
with a single dose of ovine PRL (oPRL). After the administration of oPRL (125 ng/mL, 2 h),
the levels of 13 and 85 transcripts were modified in BEAS-2B, and in SK-LU-1, respectively
(difterentially expressed genes, GDE). Cellular processes enriched in oPRL-treated cell lines
are related to translation, ribosomal components, DNA repair, and mitochondrial proces such
as mitochondrial DNA replication, oxidative phosphorylation, mitochondrial matrix,
mitochondrial proteins, and metabolic reprogramming in cancer. The GDEs (SSBP1, LDHB,
RPL22L1 in BEAS-2B and SYNE2, KTN1, APC in SK-LU-1) are deregulated in lung
adenocarcinoma (LUAD) and some correlate with poor survival of patients with LUAD. This
research suggests that prolactin could participate in pulmonary physiology in both healthy
and pathological conditions; however, it is necessary to validate these results in different
biological models to clarify the molecular mechanisms by which the PRL modulates these
responses.



Antecedentes
Cancer

De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud,' el cancer es un término genérico para un
conjunto de enfermedades que pueden presentarse en cualquier tejido del cuerpo y que se
caracterizan principalmente por el crecimiento no controlado de células anormales que
pueden adquirir la capacidad de invadir otros tejidos. Hanahan y Weinberg ** proponen que
estas enfermedades comparten rasgos moleculares, bioquimicos y celulares que se agrupan en
14 caracteristicas denominadas “Hallmarks del cancer”. Estas son: sefial proliferativa
sostenida, evasion de supresores del crecimiento, evasion de apoptosis, activacion de la
invasion y metastasis, inmortalidad replicativa, induccion de angiogénesis, desregulacion del
metabolismo celular, evasion del sistema inmune, inestabilidad genética, un estado de
inflamacién promovida por el tumor, desbloqueo de la plasticidad fenotipica, reprogramacion
epigenética no mutacional, microbioma polimorfico y senescencia celular.

Cancer Pulmonar

De acuerdo con el informe de GLOBOCAN,* en el 2020, el cancer pulmonar (CP) ocupd los
primeros lugares tanto de incidencia como de mortalidad en México y en el mundo. Los
estados mexicanos con mayor tasa de mortalidad a causa de CP son los del norte del pais.” En
Meéxico, entre el 98 y 99% de los pacientes con cancer pulmonar son diagnosticados en los
estadios II1 y IV® (Tabla 1) lo cual se relaciona con una alta tasa de mortalidad y con un costo
terapéutico elevado.” En las ultimas décadas ha ocurrido un decremento de la mortalidad por
CP en México;> Rascon-Pacheco’ y colaboradores describieron que en los tltimos 18 afios
ocurrié una disminucion de la mortalidad por CP de aproximadamente el 50 %, para ambos
sexos, en la poblacion afiliada al Instituto Mexicano del Seguro Social. No obstante, este
cambio fue preponderante en el sexo masculino.’ Entre los afios 2000 y 2015, la mortalidad
para ambos sexos tuvo un decremento del 11%, sin embargo, cuando se separa por sexo, el
sexo femenino presenta un aumento constante en el nimero de casos y en la tasa de
mortalidad. En otros reportes, Aldaco-Servile y colaboradores® sefialan que en el sexo
masculino hubo un incremento del 1.2% entre 1998 y 2015 mientras que en el sexo femenino
un incremento del 30% en el mismo periodo.

El factor de riesgo mas importante para el desarrollo de CP es el tabaquismo.” En México,
otro factor etiolégico importante en el 41% de los pacientes (principalmente del sexo
femenino) es la exposicion a humo de lefia.” Otros factores de riesgo son el ser fumador
pasivo, la exposicion ocupacional a asbestos y la exposicion a radiacion. Pacientes con
historia familiar de CP tienen un riesgo incrementado de CP a una edad temprana y las
mutaciones en KRAS son marcadores de un mal pronostico; en poblaciones latinoamericanas,
mutaciones en FEGFR estin asociadas a una mayor supervivencia.” Las mutaciones
encontradas mds comunmente en el adenocarcinoma pulmonar (ADCP), consecuencia de
predisposicion genética o por exposicion a carcindgenos, son mutaciones activadoras del
EGFR (14%), KRAS (33%), MET (7%), BRAF (10%), PIK3CA (7%), mutaciones en
supresores de tumores TP53 (46%), STKI1l (17%) y translocaciones en ALK (3-7%) y
ROSI (2%)."°



Tabla 1. Sistema de estadificacion del Comité Conjunto Estadounidense sobre el Cancer para cancer pulmonar. NA: cualquier tamafio.!' "

Estadificacion

Caracteristicas, Tamaiio (cm)

A

Se ubica solo en el pulmon

<3

Sin diseminacion a nddulos linfaticos y una o mas de las siguientes condiciones:
- Diseminacion a bronquio principal
- Diseminacion a pleura visceral
- Parte del pulmon colapsado o con pneumonitis

Sin diseminacion a nddulos linfaticos y una o mas de las siguientes condiciones:
- Diseminacion a bronquio principal
- Diseminacion a pleura visceral
- Parte del pulmon colapsado o con pneumonitis

II Bl

Diseminacion a nodulos linfaticos del mismo lado del térax en donde se encuentra el tumor primario y que se encuentran en el pulmon o
cercanos al bronquio. Una o mas de las siguientes caracteristicas:

- Diseminacion a bronquio principal

- Diseminacion a pleura visceral

- Parte del pulmon colapsado o con pneumonitis

<5

B2

Sin diseminacion a nddulos linfaticos y una o mas de las siguientes condiciones:
- Uno o mas tumores separados en el mismo 16bulo que el tumor primario
- Diseminacion a: pleura parietal, caja toracica, nervio frénico, pericardio

Al

I

Diseminacion a ndédulos linfaticos en el mismo lado del torax en el que se encuentra el tumor primario. Los nédulos linfaticos con
cancer se encuentran alrededor de la traquea, aorta o carina. Una o mas de las siguientes condiciones:

- Diseminacion a bronquio principal pero no a la carina

- Diseminacion a pleura visceral

- Parte del pulmoén colapsado o con pneumonitis

<5

A2

Diseminacion a nodulos linfaticos en el mismo lado del torax en el que se encuentra el tumor primario. Los nddulos linfaticos con
cancer se encuentran en el pulmoén o cerca del bronquio. Una o mas de las siguientes condiciones:

- Uno o mas tumores separados en el mismo lobulo que el tumor primario

- Diseminacion a: pleura parietal, caja toracica, nervio frénico, pericardio

5-7




Estadificacion

Caracteristicas, Tamaifio (cm)

Diseminacion a nddulos linfaticos en el mismo lado del torax en el que se encuentra el tumor primario. Los ndédulos linfaticos con
cancer se encuentran en el pulmoén o cerca del bronquio. Una o mas de las siguientes condiciones:

A3 ; . . oo >7
- Uno o mas tumores separados en el mismo lébulo que el tumor primario
- Diseminacion a: trdquea, carina, eséfago, esternon o columna vertebral, corazon, aorta, vena cava, nervio vago
Diseminacion a nodulos linfaticos superiores a la clavicula. Una o mas de las siguientes condiciones:
BI - D%sem@nac%én a bronqui(? pero no a la carina <5
- Diseminacion a pleura visceral
- Parte del pulmoén colapsado o con pneumonitis
m Diseminacion a nodulos linfaticos en el mismo lado del torax en el que se encuentra el tumor primario. Los nddulos linfaticos con
cancer se encuentran en la traquea, aorta o carina. Una o mas de las siguientes condiciones:
B2 - Uno o mas tumores separados en cualquiera de los 16bulos. NA
- Diseminacion a: pleura parietal, caja toracica, nervio frénico, pericardio, traquea, carina, esoéfago, esternon o columna vertebral,
diafragma, corazon, aorta o vena cava, nervio vago
Diseminacion a nodulos linfaticos superiores a la clavicula en cualquier lado del torax. Una o mas de las siguientes condiciones:
C - Uno o mas tumores separados en cualquiera de los l6bulos. NA
- Diseminacion a: pleura parietal, caja toracica, nervio frénico, pericardio, trdquea, carina, esofago, esternon o columna vertebral,
diafragma, corazdn, aorta o vena cava, nervio
Puede existir diseminacion a nddulos linfaticos. Una o mas de las siguientes condiciones:
- Uno o mas tumores en el pulmén en el que no se encuentra el tumor primario.
A - Diseminacion a pleura o pericardio NA
v - Diseminacion en fluidos alrededor de los pulmones o del corazén.
- Diseminacion a un 6rgano alejado del pulmon: cerebro, higado, glandula adrenal, rifion, hueso o nddulos linfaticos
B Diseminacion a multiples drganos.




Clasificacion del Cancer Pulmonar

El cancer pulmonar se clasifica en dos grandes grupos con base en caracteristicas
histologicas: carcinoma pulmonar de células pequenias (CPCP) y carcinoma pulmonar de
células no pequefias (CPCNP). El CPCNP abarca aproximadamente 85% de los casos de
cancer pulmonar y a la vez se divide en carcinoma de células escamosas, carcinoma de
células grandes y adenocarcinoma pulmonar. El subtipo prevalente del CPCNP es el ADCP,'
que se cree se origina de células epiteliales alveolares tipo II (también llamados neumocitos
tipo II) o de células ubicadas dentro de las uniones bronquioalveolares."

Cancer Pulmonar
( { }
Céancer Pulmonar de Céancer Pulmonar de
Células Pequefias Células no Pequenas
CPCP CPCNP
- (~ 15 %) (~ 85 %)
o
&
£ S
w
©
(@]
Adenocarcinoma Carcinoma Pulmonar de Células Carcinoma de células
pulmonar Escamosas grandes

.

-
c
[F]
=2
o Células Neuroendocrinas Células epiteliales

.

Bronquiolo

Célula ciliada =@~ Neumocito Tipo |
Célula basal L Neumocito Tipo Il
Célula secretora (5 Macrofago alveolar

Célula neurcendocrina  ~= Fibroblasto

Célula Goblet

- @ (o

Figura 1. Clasificacion del Cancer Pulmonar. A) Clasificacion del cancer pulmonar de
acuerdo al origen. Modificado de Sanchez-Ortega et al. (2021)'° B) Anatomia pulmonar y
componentes celulares. Modificado de EuroStem Cell (2023)."7

A pesar de que la inflamacion cronica del pulmén estd asociada con el tabaquismo y
fuertemente implicada en el desarrollo de ADC, se ha sugerido un aumento en la prevalencia
de ADCP independiente del habito tabaquico.'"'®

Por otro lado, se ha observado que la prevalencia de subtipos histologicos de CP se encuentra
relacionada al sexo del paciente. Por ejemplo, en el sexo femenino se diagnostica mas
comunmente ADCP que carcinoma de células escamosas o carcinoma de células grandes
mientras que en el sexo masculino el subtipo mas comun es el carcinoma de células
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escamosas. Aunado a lo anterior, cuando se comparan a individuos del sexo femenino con
individuos del sexo masculino con habitos tabaquicos similares, los primeros presentan
mayor riesgo de desarrollar CP. En el caso de carcinoma de células escamosas hay un
aumento del 70% del riesgo y para adenocarcinoma un aumento del 50%. El ADC representa
tres cuartos de los canceres primarios de pulmon en el sexo femenino; ademas, es el subtipo
histologico mas comun en no fumadores e individuos joévenes (Figura 2). No solo se observa
una diferencia entre sexos de la prevalencia de subtipos de CP, sino también en el riesgo
general de desarrollar esta enfermedad.'

80 %

Sexo
W Masculino
M Femenino

71.0%

70 %

60 % 57.6%

51.1% 50.7%

50 % 48.9% 49.3%
42.4%
40 %
30 % 29.0%
20 %
10 %
0%
Fumadores No fumadores No fumadores No fumadores
activos (47) <= 15 afios > 15 afios de por vida

(66) (67) @31

Figura 2. Proporcion de hombres y mujeres con ADCP en relacion con el habito
tabaquico. Grafica generada en el servidor UCSC XENA (https://xenabrowser.net/) con
datos del proyecto TCGA Lung Adenocarcinoma (LUAD) (n = 211). Se filtraron los
datos por género (gender), historia de habito tabaquico
(tobacco smoking history indicator) y tipo de muestra (sample_type = Primary Tumor).
Se removieron las muestras sin datos para cualquiera de los tres criterios mencionados
anteriormente.

En los ultimos anos se ha sugerido diferencias en el desarrollo de CP, que se relacionan al
sexo del paciente, y diversas investigaciones han aportado evidencias que apoyan esta nocion
Dichos estudios se han concentrado en el estudio del efecto de hormonas esteroideas, dejando
fuera a la prolactina (PRL), hormona importante en el desarrollo de malignidades como el
cancer de mama," prostata,?® colorectal,?*? ovérico, endometrio y hepatocarcinoma celular.”

Prolactina

La PRL es una hormona polipeptidica perteneciente a la familia de citocinas
hematopoyéticas. Presenta homologia estructura con la hormona del crecimiento y el
lactogeno placentario.***® El gen de la PRL se encuentra en el cromosoma seis en humanos %’
y su transcripcion es regulada por dopamina, estrogenos, progesterona, neuropéptidos, entre
otros.”® La pro-hormona consta de 227 aminoéacidos, con un péptido de sefial de 28
aminoacidos y madura hacia una proteina de 199 aminoacidos. Presenta tres enlaces disulfuro
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y se encuentra organizada en un 50 % en cuatro alfa hélices antiparalelas, el resto de la
molécula forma horquillas.****** (Figura 3)

Figura 3. Estructura terciaria de la PRL y su receptor (PRLR) A) Estructura terciaria de la
PRL. Se observan cuatro alfa hélices antiparalelas.’® B) Estructura terciaria del PRLR. En rosa.
fragmento de la estructura obtenida por difraccion de rayos X del dominio extracelular ligado a
PRL (PDB:3NPZ, 3.35 A). En amarillo, estructura obtenida por resonancia magnética nuclear
del dominio transmembranal del PRLR (PDB:2N7I). C) Interaccion PRL-PRLR. Se muestra e
la PRL en complejo con los dominios extracelulares del PRLR. Cada color corresponde a una
cadena polipeptidica independiente: azul: PRL, rojo y blanco: PRLR.?!

La PRL puede ser modificada por splicing alternativo del transcrito primario y proteolisis,
fosforilacion, glicosilacion, sulfonacion y desaminiacion de la proteina. También se puede
encontrar de forma dimérica o polimérica. Todo lo anterior impacta su estabilidad, vida
media, union a receptor y actividad.***® En la glandula pituitaria se encuentra principalmente
a la isoforma de 23 kDa y en otros tejidos se encuentran variantes de 14 y 16 kDa.*>?¢

La PRL se produce principalmente en la glandula pituitaria anterior, donde el gen se
transcribe a partir de un promotor tejido-especifico.® La PRL también se expresa en tejido
reproductivo (ovario, decidua, placenta, glandula mamaria, testiculos, prostata y células
germinales), del sistema inmune (leucocitos, médula 6sea, timo, bazo, anginas, nddulos
linfaticos), neuronal (cerebro y médula espinal), integumentario (piel, glandulas sudoriparas,
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glandulas sebéceas, foliculos pilosos) y en otros tejidos (glandulas lacrimales, rifiones y en
células adiposas y endoteliales). **22**2 La PRL puede unirse a proteinas de union a heparina
lo cual favorece su retencion y el aumento en la concentracion local de la proteina en los
tejidos. 2

En condiciones normales, la concentraciéon de PRL en mujeres se encuentra entre los 4 y los
20 ng/mL mientras que en hombres se encuentra entre 1 y 4 ng/mL. Diversos sucesos
fisioldgicos pueden aumentar la concentracion de la PRL, por ejemplo, cuando se duerme,
después de la ingesta de alimentos y frente a situaciones de estrés.***’**2* En neonatos se
encuentra una concentracion elevada de PRL (diez veces), la cual disminuye a los tres meses
de edad, encontrandose los niveles mas bajos entre los tres meses y nueve aflos y aumenta
gradualmente en la pubertad hasta alcanzar niveles normales en adultos. En condiciones de
embarazo, se alcanzan los 200 ng/mL y entre las primeras cuatro y seis semanas post-parto,
los niveles basales de PRL se mantienen elevados en mujeres en lactancia, aumentando entre
tres y cinco veces en respuesta a un estimulo de succion en la glandula mamaria.?’*

Receptor de Prolactina

El receptor de prolactina (PRLR) es una proteina de la superfamilia de receptores de citocinas
y se ubica generalmente en la membrana celular.? En humanos se han reportado mas de siete
isoformas que pueden ser resultado de splicing alternativo o de modificaciones
post-traduccionales como la proteolisis. Hasta la fecha, la isoforma mas larga reportada,
considerada como la isoforma candnica, es una proteina de 598 aminoacidos con un péptido
sefial de 24 amino4cidos.*® (Figura 3)

El receptor se encuentra organizado en un dominio extracelular, que participa en la union al
ligando, un dominio transmembranal, que ancla a la proteina a la membrana y un dominio
citoplasmatico, encargado de las cascadas de sefalizacion.”® El dominio extracelular se
presenta dos subdominios, S1 y S2, con dominios tipo fibronectina III. Dichos subdominios
estan formados por ldminas beta y tienen diferente afinidad hacia su ligando. El dominio
transmembranal estd organizado en una alfa hélice y el dominio intracelular se ha reportado
como una region intrinsecamente desordenada. El extremo amino terminal del subdominio S1
contiene dos sitios de N-glicosilacion y dos pares de puentes disulfuro.*

En humano, se han reportado mas de siete isoformas del PRLR, resultados de modificaciones

del transcrito y de la proteina. (Figura 4) Estas modificaciones tienen una consecuencia
directa sobre los eventos celulares desencadenados tras su activacion.>**>%
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Figura 4. Isoformas del PRLR. En humanos se han reportado mas de siete isoformas del
PRLr que ocurren de manera natural, resultantes de splicing alternativo y modificaciones
postraduccionales. Modificado de Bernard et al. (2015) 24236

Cascadas de sefnalizacion reguladas por PRL

Cada molécula de PRL presenta dos sitios de unidn al receptor: el sitio uno, que comprende
las alfa hélices uno y cuatro, y el sitio dos, que corresponde a las hélices dos y tres. El sitio
uno interactiia con una molécula del PRLR y posteriormente el sitio dos se relaciona con una
segunda molécula del PRLR. Esto provoca la dimerizacion del PRLR y activa la posterior
cascada de sefializacion. *2° Se ha descrito que dicha dimerizacion también puede ocurrir de
manera independiente a la union de la PRL. 2*¥7%

El dominio intracelular, sin actividad enzimadtica per se, cuenta con los subdominios Box 1,
proximal a la membrana, y Box 2, localizado en el extremo carboxilo terminal. La region
proximal a la membrana se encuentra asociada constitutivamente con la tirosina cinasa Janus
2 (Jak2) la cual se transfosforila después de la dimerizacion del PRLR. Jak2 estd involucrado
en la fosforilacion de residuos de tirosina (Tyr) en los receptores de PRL (excepto en la
isoforma corta). Las tirosinas fosforiladas del PRLR resultan sitios potenciales de unién para
moléculas transductoras de sefiales con dominios SH2: la familia STAT. Relacionadas con la
cascada de sefializacion del PRLR se encuentran STAT1, STAT3, STAT5a y STATS5b. 24264

Posterior a la interaccion del dominio SH2 de STAT con un residuo fosforilado del PRLR,
Jak2 fosforila residuos de Tyr de la proteina STAT interactuante lo que ocasiona su
disociacion y su hetero u homodimerizacion con otra molécula STAT. Este dimero se
transloca al ntcleo y reconoce motivos GAS de unidon al DNA en un gen blanco. Se sugiere
que las respuestas citocina-especifica mediadas por STAT podrian deberse a la interaccion de
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la misma con otros transductores de sefiales. STATS es el transductor de sefiales mas
importante en las isoformas largas e intermedias de PRLR.***

Ademas de la via JAK-STAT, se reconocen entre las cascadas de sefalizacion
desencadenadas por la activacion del PRLR, las vias de MAPK (Ras/Raf/MAPK), c-src y
PI3K/AKT mediado por Fyn. También se reportan cambios idnicos dependientes del PRLR
como el inducido por Boxl, a través de la activacion de canales de K* dependientes de
tirosina cinasas, y por el extremo carboxilo terminal, involucrado en la produccién de
mensajero intracelulares que abren canales de Ca*" dependientes de voltaje.*® La activacion
de estas cascadas de sefializaciéon promueven la diferenciacion celular, proliferacion y
supervivencia celular. *° En la Figura 5 se muestra un esquema elaborado por Radhakrishnan
et al. (2012)*" donde se recopilan las vias de sefializacion que se reportan activadas por PRL.

Actividad biologica de la PRL

La PRL es principalmente reconocida por su capacidad de estimular la produccion de leche
durante la lactancia, sin embargo, es un una hormona pleiotropica de la cual se han descrito,
en diferentes especies, mas de 300 funciones bioldgicas. Entre éstas se encuentran funciones
reproductivas, como la funcion latea y el comportamiento reproductivo, homeostaticas, la

respuesta inmune, la osmorregulacion y la angiogénesis.****%

Por otro lado, se ha sugerido que la PRL participa en enfermedades relacionadas al sistema
inmune, a patologias de la piel y pelo, desregulaciones metabolicas® y obesidad.* Ademas,
podria interferir en el desarrollo de cancer de mama, prostata, colorrectal, ginecologico y
hepatocelular.** La PRL activa vias de sefializacion relacionadas a procesos de regulacion
del citoesqueleto, motilidad celular,* sobrevivencia, inmunoregulacién, apoptosis,
proliferacion celular y angiogénesis.*'*”*. En lineas celulares de cancer de mama se ha
reportado que el tratamiento con PRL (50 y 100 ng/mL, 48 h) estimula la motilidad celular a
través de la induccion de cambios estructurales del citoesqueleto. Dichos cambios estan
mediados por la sefializacion de c-Src, moesina y FAK.*® Por otro lado, la PRL es capaz de
activar a la quinasa NEK3 que puede promover la migracion de células de cancer de
mama, invasion y reorganizacion del citoesqueleto.**>!'

Respecto a la regulacion del sistema inmune por PRL, se ha descrito que la misma es
producida por linfocitos T y B periféricos, los cuales también expresan al PRLR, y células
dendriticas.*** Carrefio et al. (2005) ** demuestran en un modelo in vitro que la PRL es un
factor importante para la sobrevivencia y proliferacion de precursores tempranos de LT y
favorece su maduracion en el timo. Asimismo, anticuerpos monoclonales contra PRL y
PRLR impiden el desarrollo de LT lo cual lleva a la acumulacion de células doble negativas
en el timo. Ademads, hay evidencia de que la PRL modula la apoptosis inducida por
glucocorticoides en timocitos.* Por otro lado, la PRL es capaz de estimular o inhibir procesos
relacionados a la angiogénesis como la proliferacion, dilatacion, permeabilizacion, y
regresion de los vasos sanguineos.* La PRL de 23 kDa es capaz de promover la
angiogénesis, tanto en el desarrollo embrionario como en tejido adulto (cuerpo luteo y
testiculo),”*® mientras que las isoformas cortas (14-18 kDa), denominadas como
vasoinhibinas,*® tienen el efecto contrario.”**
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Figura 5. Cascadas de seiializacion de PRL. Recopilacion de las cascadas de sefializacion activadas por PRL. Tomada de Radhakrishnan et a/
(2012).4



Prolactina en pulmoén y en cancer pulmonar

A finales del siglo pasado se propuso que la PRL participa en la maduracion pulmonar fetal
regulando la produccion del surfactante pulmonar,®~ sin embargo los resultados no fueron
concluyentes. El surfactante pulmonar es una mezcla de lipidos (fosfatidilcolina (PC) y
dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) se encuentran en mayor proporcidon) y proteinas (proteinas
surfactante A, B, C, y D), sintetizadas por cé¢lulas epiteliales alveolares tipo II, que forma una
capa en los alvéolos pulmonares, en la interfase aire-liquido, que reduce la tension superficial
del revestimiento de los pulmones. Esto mantiene la estabilidad alveolar, evitando el riesgo
del colapso alveolar, el edema pulmonar y reduciendo el trabajo respiratorio. Ademas, el
sistema surfactante esta involucrado en la proteccion contra patogenos.”*

Entre las evidencias que sugieren a la prolactina como un regulador importante de la
maduracion fetal pulmonar se encontr6 que:*’

- Niveles de PRL en cordones umbilicales humanos aumentan con la edad gestacional,
lo cual precede al incremento en la proporcion de lecitina/esfingomielina (L/S, indice
de maduracion pulmonar) en fluido amniético.

- Niveles bajos de PRL en sangre se correlacionan con incidencia de sindrome de
dificultad respiratoria neonatal.

- Administracion de PRL ovina (0PRL) a fetos de conejos se relaciona con un aumento
en los niveles de fosfolipidos totales, PC y DPPC.

- Enlalinea celular de ADCP, A549, la administracién de PRL promueve la sintesis de
fosfatidilglicerol y PC.

- ElI PRLR se expresa en pulmones fetales de monos.

- En ovejas se observa una sinergia entre el cortisol, triyodotironina y PRL en la
distensibilidad pulmonar.

- En el macaco rhesus las concentraciones de PRL en fluido amnidtico se correlacionan
con la razon L/S, concentracion de PC y estabilidad pulmonar.

- En explantes de pulmones fetales humanos la sintesis de surfactante en medio libre de
hormonas estéd regulada por prolactina, cortisol e insulina. Ademas, la PRL (25
ng/mL), en combinacidn con cortisol, aumenta la sintesis de PC y de DPPC.

De manera contrastante, también se reportd que el tratamiento con PRL no modifica la
sintesis de PC en un modelo in vitro de pulmén fetal humano; en el proceso de maduracion
fetal de pulmones de corderos y conejos no se observan cambios en los fosfolipidos totales o
PC y en la tasa de incorporacion de colina en PC.>>

En un estudio reciente se demostro el aumento de la expresion de STATS5a, elemento
importante en la cascada de sefalizacion de la PRL, durante la lactancia en tejido pulmonar
de ratones. Ademds, Hennighausen & Lee (2020), reportan la expresion y secrecion de la
proteina surfactante D tanto en tejido mamario como en pulmonar, durante el embarazo y la
lactancia en ratones.”® Otro grupo de investigacion sugiere que la administracion de PRL
humana recombinante (8 pg/mL) en la linea celular de ADCP A549, aumenta los niveles de
mRNA de la proteina surfactante pulmonar D y reportan la expresion de un receptor de PRL
de mas de 90 kDa en un modelo murino de CP;* esto ultimo concuerda con lo reportado
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recientemente por nuestro grupo de trabajo ** donde se evidencia la expresion de diferentes
isoformas del PRLR en las lineas celulares de ADCP A549, SK-LU-1 y la linea bronquial no
neoplasica BEAS-2B.

Durante la tltima década se ha propuesto el uso de la PRL como biomarcador sérico en CP.
Nolen y colaboradores® propusieron un panel diagnostico de biomarcadores compuesto de
PRL, MIF, y THSP. Dicho panel les permiti6 clasificar entre pacientes control con nodulos
pulmonares y pacientes con CP en estadio I. La esperanza de vida a cinco afios para pacientes
con CP es del 15%, sin embargo, cuando son diagnosticados en estadios tempranos supera el
60%.% Bigbee y colaboradores®® proponen afiadir 7 biomarcadores para crear un panel
diagnodstico de 10 biomarcadores con PRL, MIF, THBS1, TTR, E-selectina, CCLS5, PAI-1,
RTK, erb-2, CYFRA 21.1 y proteinas SAA. Dicho panel les permitié distinguir entre
individuos control y pacientes con CP con una precision estimada balanceada del
76.0 + 3.8%. Por otro lado, Seder y colaboradores® propusieron un panel prondstico del
riesgo de recurrencia de CPCNP, en pacientes con ganglios negativos y tumores de menos de
4 cm después de la reseccion pulmonar, con 7 biomarcadores compuesto de PRL, HE4,
IGFBP-1, b-HCG, FS, ANG-2 y HGF. Dicho panel presentd una especificidad de 91%, una
sensibilidad 22% y una precision del 78%.% Finalmente, Caponnetto y colaboradores®
sugieren que la hiperprolactinemia en pacientes con CPCNP metastasico tratados con el
farmaco NIVO podria ser un factor temprano predictivo de resultados clinicos negativos, con
lo cual se podria predecir una enfermedad progresiva.

A pesar del potencial uso de la PRL como biomarcador de diagndstico, de prognosis y
predictivo, las investigaciones enfocadas en el papel de la PRL en el desarrollo de CP son
escasas y con resultados contradictorios. Abdelbaset-Ismail y colaboradores® reportan la
transcripcion del PRLR tanto en lineas celulares de CP como en biopsias de pacientes. Los
autores observaron que en lineas celulares de CPCNP la administracion de PRL provoca una
respuesta quimiotactica, mientras que en lineas celulares de CPCP, ademas de la respuesta
quimiotactica, se describe un aumento en la proliferacion. Aunado a esto, reportan un
aumento en la adhesion a placas con fibronectina, una mayor eficiencia de siembra en médula
Osea, higado y pulmoén en ratones NOD/SCID inmunodeficientes y en la linea celular de
ADCP A549 reportan la fosforilacion de MAPK y AKT tras la administracion de PRL.

En un trabajo reciente de nuestro grupo de investigacion, se identificaron tres isoformas del
PRLR en las lineas celulares de pulmén BEAS-2B (no neoplasica), SK-LU-1 y A549
(ADCP). Ademas, se reportd una posible localizacion del PRLR en diferentes
compartimentos celulares (Figura 6) y un aumento de la viabilidad celular tras la
administracion de altas concentraciones de PRL.*

Chou y colaboradores® correlacionaron altos niveles de PRL en tejido tumoral con una baja
supervivencia de pacientes de CP, sin embargo, no encontraron el transcrito ni la proteina del
PRLR en lineas celulares. No obstante, se detect6 PRL en el citoplasma y en el medio de
cultivo de lineas celulares de CPCNP donde ademas describen un aumento en la transcripcion
de VEGF tras la administracion de PRL. En A549, el tratamiento con PRL promovid la
proliferacion celular y la fosforilacion de JAK2-STAT3 a través del receptor de la hormona
de crecimiento.
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Figura 6. Expresion del
PRLR en SK-LU-1 y
A549. Sobreposicion de
las sefiales de DAPI
(azul) y PRLr (rojo). Ay
B). Monocapa celular de
la linea celular SK-LU-1.
C y D) Monocapa celular
de la linea celular A549.
Las cabezas de flecha
seflalan  regiones con
mayor intensidad de
fluorescencia.
Fotomicrografias
capturadas a 40X.%*

Por otro lado, Le Bescont y colaboradores®” reportan que el PRLR no se encuentra
normalmente expresado en tejido pulmonar y que la transcripcion del mismo en pulmoén no se
asocia con una mayor agresividad tumoral. Sin embargo, la expresion de PRL en pacientes se
correlaciona con una baja supervivencia. Al explorar los efectos de PRL independientes del
PRLR encontraron que en lineas celulares de CPCP se transcribia un transcrito trunco de PRL
que no era traducido. Dicha expresion se relacioné con un aumento en la supervivencia
celular tras un estimulo citotoxico. El knockdown de los transcritos truncos resultd en la
modificacion de los genes transcritos (Tabla 2) y los transcritos que se vieron disminuidos
después del knockdown de PRL corresponden a transcritos aumentados en tumores de
CPCNP. Los autores ademas sugieren que en CP positivo a PRL, la PRL regula procesos
celulares involucrados en la actividad transcripcional dependiente de acetilacion y
desacetilacion de histonas.®’

Por ultimo, utilizando datos del proyecto TCGA Lung Adenocarcinoma®*, se observa una
disminucién en la probabilidad de supervivencia de los pacientes con alta expresion del
PRLR. (Figura 7)

*El Atlas del Genoma del Cancer (TCGA), es un programa de genomica del cancer que se ha
encargado de caracterizar molecularmente mas de 20 000 cdnceres primarios y comparar
muestras normales que abarcan 33 tipos de cancer. Este esfuerzo conjunto entre el Instituto
Nacional del Cancer de Estados Unidos de América y el Instituto Nacional de Investigacion del
Genoma Humano comenzo en 20006, reuniendo a investigadores de diversas disciplinas y multiples
instituciones. TCGA ha generado mas de 2,5 petabytes de datos genomicos, epigenomicos,
transcriptomicos y proteomicos. Los datos son de dominio publico y han contribuido enormemente
en el diagnéstico, tratamiento y prevencion del cancer.”®
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Figura 7. Grafico de Kaplan-Meir de la probabilidad de supervivencia con respecto
a la expresion del PRLR. Grafica generada en el servidor UCSC XENA
(https://xenabrowser.net/heatmap/) con datos del consorcio The Cancer Genome Atlas
Program TCGA Lung Adenocarcinoma (LUAD) (n = 211). El filtrado de datos fue el
siguiente: 1) Phenotypic (expression_subtype) 2) Gene expression PRLR 3) Remove
samples with nulls 4)Bronchioid keep samples. Alta expresidn en rojo, expresion
media/baja en azul. p<0.05

Modificaciones del transcriptoma por PRL

Holloran et al. (2020) analizaron los cambios transcroptomicos en la linea celular de cancer
de mama T47D tras la administracion de PRL lo cual les permitid caracterizar una
retroalimentacion y regulacion fina entre los programas transcripcionales desencadenados por
progestina y PRL de manera independiente y en combinacion.® (Tabla 2)

En otro modelo de cancer de mama, se reporta que la PRL induce 535 genes e inhibe la
expresion de 372. En dicha investigacion analizaron el efecto del farmaco NIMS811 como
inhibidor de CypA, proteina que contribuye a la cascada de sefializacién desencadenada por
el PRLR a través de JAK2. NIMS811 inhibio la transcripcion de los genes blanco del PRLR,
CCND1 y CEBPB, y antagonizo los cambios de expresion estimulados por PRL en una escala
global. NIM811 inhibio6 el 57% de los top 100 genes inducidos por PRL e indujo 62% de los
top 100 genes inhibidos por PRL. Ademas, el 52% de los genes blancos de STATS inducidos
por PRL, se inhibieron por NIM811, mientras que el 62% fueron inducidos por NIM811.
Dado lo anterior, los autores proponen el uso del farmaco como agente terapéutico en cancer
de mama ya que es capaz de inhibir cascadas de sefalizacion mediadas por el receptor de
PRL.”
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Tabla 2. Cambios transcriptomicos mediados por PRL en modelos in vitro.

Experimento Procesos enriquecidos Procesos disminuidos Referencia
Knockdown de  Procesamiento de RNA y Actina, organizacion y Le
transcritos constituyentes ribosomales, biogénesis del Bescont et
truncos de PRL  factores nucleares, reparacion y citoesqueleto, transporte al. 2015
en lineas replicacion del DNA, ciclo mediado por aparato de
celulares de celular Golgi y vesiculas, procesos
CPCP metabolicos de aminas y

carbohidratos
Administracion  Diferenciacion celular No reportado Holloran
de PRL mesenquimal, establecimiento de et al. 2020
humana la polaridad celular

recombinante Via de senalizacion: insulina,

(100 ng/mL)a  IFN I, factor de crecimiento de

la line celular fibroblastos, receptor del

T47D morfogénesis y ramificacion del
epitelio, PRL
Regulacion positiva: quimiotaxis
de leucocitos, IL-6, JUN,
IL-1beta, adhesiones
célula-célula mediadas por
cadherina, procesos biosintéticos
de citocinas, proliferacion de
fibroblastos, regulacion negativa:
Wnt

Otalora-Otalora y colaboradores” compararon los cambios en la expresion génica en
diferentes patologias y reportan que el CP es la enfermedad pulmonar con mayor nimero de
genes desregulados, siendo preponderante el aumento de la expresion génica y no la
disminucién. El grupo de investigacion denota la importancia de describir la desregulacion
génica en cancer ya que esto permite la diseccion de todos los grupos génicos
transcripcionalmente desregulados involucrados en la modulacion de funciones bioldgicas y
vias de sefializacion, describiendo patrones de expresion asociados con el grado del tumor,
diferenciacion, potencial metastasico y la supervivencia del paciente cuando se compara el
tejido tumoral contra tejido sano.”
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Justificacion

El cancer de pulmoén es un problema de salud publica relevante en México y en el mundo. La
disminucion del tabaquismo ha dejado entrever la contribucion de otros factores en el
desarrollo de CP. En los ultimos afios, se ha descrito la influencia de las hormonas
esteroideas, progesterona y estrogenos, en el desarrollo de éste. Por otro lado, se ha sugerido
el uso de la PRL, como un biomarcador diagndstico de CP, predictivo de resultados clinicos
negativos y prondstico de recurrencia en CP, sin embargo, las investigaciones en torno a la
misma son escasas y contradictorias, por lo que se sigue desconociendo la posible
implicacion de la PRL en CP y en la fisiologia normal del pulmon. Por otra parte la PRL, a
través de su receptor, es capaz de desencadenar numerosas respuestas bioldgicas dependiendo
del tipo celular y las isoformas de la PRL y del PRLR presentes. Por lo tanto, el analisis
global de las modificaciones al transcriptoma mediadas por PRL, en lineas celulares de
pulmoén, contribuira al entendimiento de las funciones regulatorias de la PRL en pulmoén en
condiciones normales y patologicas.

Pregunta de investigacion

(La administraciéon de PRL induce cambios en el transcriptoma en las linea celulares de
adenocarcinoma pulmonar SK-LU-1 y no neoplasica BEAS-2B?

Hipotesis
La administraciéon de PRL modificara los niveles transcripcionales de genes que participan en
eventos celulares relacionados con el proceso carcinogénico como la regulacion del sistema

inmune, proliferacion celular, migracion, entre otros, en las lineas celulares de pulmoén
SK-LU-1y BEAS-2B.

Objetivo
General

Evaluar el cambio en los niveles globales de transcritos tras la administracion de la PRL en la
linea celular de ADCP SK-LU-1 y en la linea celular de bronquio no neopldsica BEAS-2B.

Particulares

1. Evaluar la sefalizacion del PRLR tras la administracion de PRL a través de la
medicion de la fosforilacion de STATS5a/b por WB y su translocacion al nucleo celular
por inmunofluorescencia.

2. Estudiar los cambios transcripcionales inducidos por PRL en las lineas celulares de
pulmén SK-LU-1 y BEAS-2B por RNAseq.

3. Realizar un andlisis de enriquecimiento funcional de los cambios en el transcriptoma
tras la administracion de PRL en las lineas celulares de pulmon SK-LU-1 y
BEAS-2B.
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Método
Disefio experimental

Como modelo de estudio para esta investigacion se utilizaron las lineas celulares de pulmoén
BEAS-2B (no neoplasica) y SK-LU-1 (ADCP). Para determinar la dosis de oPRL a utilizar
para los estudios transcriptomicos, primero se elabord una curva dosis-respuesta, en donde se
siguid la fosforilacion de STAT5a/b, uno de los principales sefalizadores de la PRL. Como
paso inicial, se administr6 oPRL por 15 y 30 minutos para determinar el tiempo de
estimulacion en el cual se observa una mayor fosforilacion de STATS5a/b por Western Blot y
la translocacion de STAT fosforilado al nicleo por inmunofluorescencia. La dosis de oPRL
utilizada en este primer ensayo (250 ng/mL) se eligié con base a lo reportado en un modelo
de estudio de cancer de mama.” Se procedid a elaborar una curva dosis respuesta con la
administracion unica de oPRL de las siguientes dosis por 15 minutos: 1, 5, 25, 125, 625,
1225 o 2500 ng/mL de oPRL. La concentracion utilizada para los estudios transcriptdmicos
fue de 125 ng/mL de oPRL (dosis Unica, 2h). Tras la extraccion del RNA y la evaluacion de
su calidad, las muestras fueron enviadas a la unidad de secuenciacion para la generacion de
las librerias y la secuenciacion del mRNA. Los andlisis bioinformaticos incluyeron el anélisis
de calidad de la secuenciacion y alineamiento de las lecturas, la identificacion de los genes
diferencialmente expresados, el analisis de enriquecimiento de vias y la evaluacioén de los
niveles de expresion de los genes diferencialmente expresados en ADCP utilizando la base de
datos publica del TCGA-LUAD.

__[ Cultivo celular l

Lineas celulares humanas adherentes con morfologia epitelial:

BEAS-2B - pulmonar no neoplasica
SK-LU-1 - adenocarcinoma pulmonar

L Curva dosis respuesta a PRL ’ { Secuenciacion masiva J ‘ Analisis bioinformatico

1) Calidad de secuenciacion

1) Fosforilacion y translocacion al nacleo 1) Tratamiento con oPRL (2h, 125

2500 ng/mL secuenciacion

i de STAT, 15 min y 30 min 250 ng,/mL : ng/mL) 2) Calidad de alineamiento
' oPRL (WB e inmunofluorescencia) i

! 2) Curva dosis respuesta (15 min oPRL): ! i ;

E dosis tnica de 1, 5, 25, 125, 625, 1225 o i i 3) Preparacion de librerias y ' 4) Enriquecimiento de vias

—> 2) Extracciéon de RNA —> 3) Expresion diferencial E

5) Expresion de GDE en ADCP

Figura 8. Disefio experimental.

Cultivo celular

Las lineas celulares adherentes humanas de morfologia epitelial BEAS-2B y SK-LU-1,
fueron utilizadas para este estudio. La linea celular SK-LU-1 proviene de un paciente con
adenocarcinoma pulmonar, mientras que BEAS-2B es una linea celular no neoplasica de
tejido bronquial. Los cultivos celulares se incubaron a 37 °C, en una atmdsfera de 5 % de
CO,. La linea celular SK-LU-1 se cultivd en medio DMEM (Biowest®) mientras que
BEAS-2B se cultivé en medio DMEM-F12 (Gibco®). Ambos medios fueron suplementados
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con piruvato (Biowest®, 1 %), una mezcla de antibidtico y antimicotico (Biowest™, 1 %),
aminoécidos no esenciales (Biowest”, 1 %) y suero fetal bovino (SFB, Biowest®) al 10 %.

Curva dosis-respuesta

Con la finalidad de establecer el tiempo de estimulacion con PRL ovina (oPRL) para la
elaboracion de la curva dosis-respuesta, se sembraron 3 x 10° células de la linea celular
SK-LU-1 en cajas Petri de 60 mm y 4.5 x 10° células BEAS-2B en cajas Petri de 10 mm.
Transcurridas 24 h, se cambi6 el medio de cultivo a medio suplementado con SFB tratado
con carbon activado para la deprivacion de hormonas esteroideas. Transcurridas 24 h, las
células fueron deprivadas de SFB por 17 h y se administr6 una tnica dosis de oPRL por 15y
30 min. La dosis utilizada se escogi6 con base en reportes en la literatura’ para un modelo de
cancer de mama y su respuesta a PRL. Tras definir el tiempo para la elaboraciéon de la curva
dosis-respuesta a PRL se administr6 una dosis unica de 1, 5, 25, 125, 625, 1225 o 2500
ng/mL de oPRL.

Transcurridos 15 minutos, los cultivos celulares se colocaron sobre una cama de hielo y se
lavaron tres veces con PBS pH 7.4 a 4 °C. A cada caja se le afiadieron 50 pL. de buffer de lisis
(RIPA) suplementado con inhibidor de proteasas (cOmplete Tablets, Roche® , Cat. No. 04
693 124 001) e inhibidor de fosfatasas y con un scrapper se desprendieron mecanicamente las
células de la caja. La suspension celular se centrifugo a 26,000 xg a 4 °C durante 20 min y se
recupero el sobrenadante. Posteriormente se cuantificd la concentracion de proteinas por el
método de Lowry (Bio-Rad®). Las muestras de proteina fueron separadas mediante
electroforesis en un gel de poliacrilamida al 10% y transferidas en cdmara himeda a una
membrana de nitrocelulosa. Al terminar la transferencia, las membranas fueron bloqueadas
con leche al 10% en TBS-Tween 20 por 2 h a temperatura ambiente. La membrana se incubd
de la noche a la mafiana a 4 °C con los anticuerpos primarios correspondientes (1:1000)
STAT5b (G-2) (Santa Cruz Biotechnology®, sc-1656, monoclonal de raton), p-STAT5a/b
(5G4) (Santa Cruz Biotechnology®, sc-8152, monoclonal de raton), o b-actina (Santa Cruz
Biotechnology®, sc-47778, monoclona de raton). Posteriormente, la membrana se lavo tres
veces con TBS-Tween 20 para ser incubada con los anticuerpos secundarios IRDye® 800CW
(Goat anti-Mouse, 925-32210) e IRDye® 680RD (Donkey anti-Rabbit). Finalmente se
hicieron 4 lavados con TBS-Tween 20 y uno con PBS durante 10 minutos cada uno.
Finalmente, las membranas se visualizaron en el sistema de imagenes Odyssey” Sa
(LI-COR™).

Para el analisis densitométrico se utilizd el software ImageStudio®. En breve, se hicieron
rectangulos de las mismas dimensiones para medir la sefal de cada banda detectada y se
tomo el promedio alrededor de dicho rectangulo para restar la sefial de fondo. Posteriormente
la sefial de p-STAT o STAT se dividi6 entre la sefal del control de carga para cada carril. La
razon de p-STAT/B-actina o p-AKT/B-actina del tratamiento control se tom6 como el 1.

Translocacion de STATSa/b al nucleo celular

Con la finalidad de observar la localizacionde STATSa/b en el ntcleo tras el tratamiento con
PRL se llevaron a cabo ensayos de inmunofluorescencia. Se colocaron cubreobjetos estériles
circulares de 18 mm, previamente tratados con alcohol etilico al 70 % en una caja de 6 cm.
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En éstos se sembraron 8x10* células por pozo (SK-LU-1) y se incubaron a 37 °C con CO? al
5 % con SFB al 10 %. A las 24 h de haber sembrado las células se dio el tratamiento con
oPRL y a los 15 minutos la caja fue colocada en una cama de hielo y se retir6 el medio de
cultivo. Los pozos fueron lavados tres veces con PBS frio y se les anadio 0.5 mL. de
paraformaldehido al 4 %. Transcurridos 40 min se retir6 el paraformaldehido de las cajas y se
realizaron tres lavados con PBS. Para la permeabilizacion de la membrana celular se anadié a
cada pozo 0.5 mL de una disolucién 1:1 de SDS al 0.5 % y Triton X-100 al 0.5 % en PBS la
cual se retir6 a los 15 min. de incubacion a temperatura ambiente. Posteriormente las células
se lavaron tres veces con PBS. Las muestras se bloquearon con una disolucion de BSA al 3 %
durante una h a temperatura ambiente y después se lavaron tres veces con PBS y agua
Milli-Q. Posteriormente, las muestras se incubaron en camara hiumeda toda la noche a 4 °C
con 20 pl de los anticuerpos primarios p-STAT5a/b (5G4) (Santa Cruz Biotechnology®,
sc-8152, monoclonal de raton) y GAPDH (FL-335) (Santa Cruz Biotechnology®, sc-25778,
policlonal de conejo) en una dilucion 1:500. Después se realizaron tres lavados con PBS y
uno con agua destilada y se depositaron 20 ul del anticuerpo secundario Alexa Fluor 546 en
una dilucion 1:500 (invitrogen®, anti conejo) y Alexa Fluor 488 en una dilucion 1:250
(Invitrogen®, anti raton). Transcurridas dos h de incubacion en oscuridad, se hicieron tres
lavados con PBS y uno con agua desionizada. Finalmente se incubo6 por 10 min con DAPI en
una dilucion 1:10 000. Cada cubreobjetos se mont6 sobre un portaobjetos con 20 pl de medio
para montaje fluorescente (Dako®™) y las preparaciones se observaron al microscopio. Se
tomaron fotos con el objetivo 40X y las imagenes fueron procesadas en el software Imagel

(NIH®).

Extraccion de RNA y secuenciacion masiva de mRNA

Para la evaluacion de los cambios en el transcriptoma inducidos por PRL, se llevaron a cabo
tres repeticiones biololdgicas (pases consecutivos) para cada condicion (control y 125 ng/mL
de oPRL) en cada linea celular. En cada repeticion bioldgica se elabroraron tres replicados
técnicos. Se sembraron 3 x 10° células SK-LU-1 en cajas Petri de 6 cm y 4.5 x 10° células
BEAS-2B en cajas Petri de 10 cm y se cultivaron como descrito previamente. Se administrd
una dosis unica de PRL ovina (oPRL) (125 ng/mL) y transcurridas 2 h se retird el
sobrenadante. Los cultivos celulares se lavaron con PBS frio por triplicado; posteriormente,
las células fueron desprendidas mecanicamente, y se depositaron en un tubo falcon con 250
uL. de TRIzol (Invitrogen™) y se almacenaron a -70 °C. Para la extraccion de RNA, las
muestras se descongelaron a temperatura ambiente y se homogeneizaron por vortex por 15
segundos. Se agregaron 200 ul de cloroformo por cada 1 mL de TRIzol y tras
homogeneizarlas por 15 segundos, se incubaron por 3 min a temperatura ambiente.
Posteriormente, las muestras fueron centrifugadas a 19,000 xg durante 10 minutos a 4 °C. De
cada replicado técnico se tomo un pool de la fase acuosa del mismo volumen para la
conformacion del replicado biologico. La fase acuosa fue recuperada en un tubo falcon y
mantenida en hielo. Se anadieron tres volumenes de etanol absoluto por cada volumen de fase
acuosa recuperada y se dejo incubando por dos dias a -20 °C. Las muestras fueron
centrifugadas a 19,000 xg por 30 min a 4 °C y se descart6 el sobrenadante. Se realizaron tres
lavados a los pellets recuperados con alcohol etilico al 75% (1) y al 70% (2) y se
centrifugaron a 17,800 xg por 15 min a 4 °C. Al finalizar los lavados, los tubos fueron
decantados y centrifugados por 10 s a 17,800 xg para concentrar el etanol remanente en las
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paredes del tubo y retirar el mayor volumen posible con una micropipeta. Los pellets se
desecaron boca abajo sobre una sanita con inhibidores de RNasas entre 10 y 15 minutos.
Finalmente se resuspendieron los pellets en 60 uL de agua libre de nucleasas.

Las muestras de RNA fueron cuantificadas en un espectrofotdémetro NanoDrop™ 2000/2000c
(Thermo Scientific™) y se evaluo la integridad del RNA en geles de agarosa al 1% con
GelRed" (Biotium, 41003). Los geles fueron visualizados en el equipo EC3 Imaging System,
UVP™, Se enviaron 5 pg de RNA total a la Unidad Universitaria de Secuenciacion Masiva y
Bioinformatica (Instituto de Biotecnologia, UNAM). En la unidad de secuenciacion se
cuantificé y evalu6 la integridad y pureza del RNA mediante la medicion de la absorbancia a
260 nm (A260) y a 280 nm (A280), por medio de un NanoDrop (modelo ND-1000), geles de
integridad de Agarosa al 1% y mediante un Bioanalizador Agilent 2100. Las bibliotecas se
prepararon de acuerdo con el manual del TruSeq HT Stranded mRNA Library Prep Kit
(ITlumina, 20020595) y se generaron fragmentos de 76 pb, para secuenciarlas en la
plataforma NextSeq 500 de Illumina.

Analisis bioinformatico

Los andlisis bioinformaticos se llevaron a cabo en la plataforma Galaxy
(https://usegalaxy.eu/). Se generaron reportes individuales de la calidad de la secuenciacion
partiendo de los archivos de secuenciacion cruda (fastq.gz) con el modulo FastQC " los
cuales fueron integrados a un solo reporte con el modulo MultiQC.”’Los criterios evaluados
para la calidad de secuenciacion fueron: contenido de GC, contenido de duplicados,
contaminacion de adaptadores, llamado de bases (Phred score) y longitud de secuencias.

Posteriormente, se mapearon las lecturas usando el genoma de referencia Human Dec.2013
(GRCh38/hg38) con el modulo HISAT2 ™ y la calidad del alineamiento se analiz6 con los
modulos Gene Body Coverage (BAM), Infer Experiment y Read Distribution del paquete
RSeQC.” Nuevamente los resultados se integraron con el médulo MultiQC.”

El conteo de lecturas se llevo a cabo con el mdodulo featureCounts 7 y el anélisis de expresion
diferencial con DESeq2.”” El enriquecimiento de vias se llevd a cabo con Enrichr % y
GSEA,*'# que determina cambios acumulativos en la expresion de un conjunto de genes
definido a priori relacionado con un fenotipo en particular entre condiciones biologicas. El
analisis con GSEA proporciona el estadistico enrichment score (ES) que indica el nivel en

que los genes del conjunto analizado estan sobrerrepresentados en las condiciones analizadas.

Con la plataforma UALCAN®#* se analizo la expresion de los genes identificados como
diferencialmente (GDE) expresados en las lineas celulares tratadas con PRL. Las bases de
datos uitilizadas para dicho andlisis proviene del proyecto TCGA-LUAD y del consorcio
CPTAC (Clinical Proteomic Tumor Analysis Consortium) que incluyen a pacientes con
adenocarcinoma pulmonar. Con la misma plataforma se generaron mapas de calor para la
representacion grafica de la expresion de los genes en condiciones tumorales y en
condiciones normales. Para los seis genes seleccionados (SSBP1, LDHB, RPL22L1, SYNE?2,
KTNI y APC), se analiz6 el nivel de transcripcion y traduccion en tejido normal y tumoral.
Finalmente se generaron graficas de supervivencia para cada uno de estos genes.
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Resultados

Fosforilacion de STATS5a/b tras administracion de oPRL

Con la finalidad de establecer el tiempo de estimulacion para la elaboracion de la curva
dosis-respuesta, se administr6 oPRL (250 ng/mL) por 15 y 30 min a la linea celular
SK-LU-1. Transcurridos 15 min, se observo un aumento de mas del 50% en la deteccion de
p-STATS5a/b (Figura 9A-B) y la translocacion al nucleo (Figura 9C) por lo que las curvas
posteriores se elaboraron bajo dichos criterios. A los 30 min no se encontraron diferencias

significativas.
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Figura 9. Fosforilacion y translocacion de STAT tras tratamiento con PRL. A)
Densitometria de la fosforilacién de p-STAT en SK-LU-1 B) Imagen representativa de los
resultados de western blot obtenidos. Las barras de error indican la desviacion estandar
para cada medida (n = 3). * p < 0.05 (ANOVA unidireccional) C) Microfotografias
representativas de la deteccion de pSTAT en SK-LU-1 por inmunofluorescencia. 0”’: 0
minutos, 15”°: 15 minutos, 30”: 30 minutos. En la fila “DAPI” se presenta el empalme de
las senales de DAPI y pSTAT.
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Tras la elaboracion de la curva dosis-respuesta (Figura 7) se decidi6 utilizar la dosis de 125
ng/mL de oPRL puesto que hay un aumento progresivo y significativo de la fosforilacion de
STATS5a/b hasta esta dosis.
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Figura 10. Curva dosis respuesta a PRL. A y B) Aumento relativo de la fosforilacion
de p-STAT en SK-LU-1 y C y D) BEAS-2B. Las barras de error indican la desviacion
estandar para cada medida (n = 2).*Diferencia con respecto al control al menos dos veces
mas grandes que el coeficiente de variacion para dicha condicion.

Extraccion de RNA

En la Figura 11 y en la Tabla 3 se muestran los controles de calidad de la extraccion de RNA.
En los geles de agarosa (Figura 11) no se observa contaminacion por DNA genomico, y se
puede apreciar la integridad del RNA extraido. Las muestras para secuenciacion masiva se
eligieron con base en los indices 260/280 y 260/230 (Tabla 3): B2B CTRL1, B2B CTR2,
B2B CTR3, B2B PRL2, B2B PRL 3, B2B PRL 4, SK-LU-1 CTRL 2, SK-LU-1 CTRL 3,
SK-LU-1 CTRL 3, SK-LU-1 PRL 1, SK-LU-1 PRL 2, SK-LU-1 PRL 3. De dichas
muestras se presenta el RIN (RNA integrity number) y el electroferograma obtenidos por la
unidad de secuenciacion (Tabla 3).
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BEAS-TRCTR

Figura 11. Integridad de RNA. A) Gel de agarosa para el RNA extraido de la linea
celular BEAS-2B B) Gel de agarosa para el RNA extraido de la linea celular SK-LU-1.
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Tabla 3. Analisis de calidad de RNA. Valores de concentracion y absorbancia de los extractos
de RNA obtenidos con NanoDrop™ 2000/2000c (Thermo Scientific™). Rin y
electroferograma procedentes de la unidad de secuenciacion obtenidos de un Bioanalyzer.
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Concentracion
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Absorbancia

Muestra Con(crfn/tril)c S 260/1260/ Electroferograma (Bionalayzer)
=t 280 (230

SK-LU-1 3

PRL 1 815.9 2.01 2.25 8.80 N 7 -
10 o N . =
- g =

SK-LU-1 a

PRL 2 709.6 1.93 2.33 8.80 . -
| = —=
: |

SK-LU-1 1

PRL 3 740.5 2.01 2.15 8.60 e -
: T =

SK-LU-1

PRL 4 256.6 1.86 235 -

Calidad de secuenciacion

Las muestras secuenciadas tuvieron en promedio una profundidad de secuenciacion de 9.6
millones de lecturas (paired end). El porcentaje de duplicados fue alto con un promedio de
52.9 % para todas las muestras lo que nos deja con un promedio de lecturas utiles de 5
millones. El contenido de GC promedio fue de 49.5 %. Todas las muestras tuvieron lecturas
de 76 pares de bases y un Phred score (que indica la calidad en el llamado de bases) por
encima de 30. (Tabla 4, Figura 12)
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Tabla 4. Analisis de calidad de secuenciacion. Contenido de duplicados (Dups),
GC, longitud de las lecturas y profundidad de la secuenciacion (M Seqs).

Muestra Dups (%) GC (%) Longitud (bp) M Seqs
BEAS Ctrll Rl fastq gz 88 4 76 11.8
BEAS Ctrll R2 fastq gz 9 50 76 11.8
BEAS Ctrl2 R1 fastq gz L1 51 76 8.6
BEAS_Ctrl2_R2_fastq gz 0.7 52 76 8.6
BEAS Ctrl3 Rl fastq gz~ 408 52 76 8.7
BEAS Ctrl3 R2 fastq gz =~ 450 33 76 8.7
BEAS Tratl Rl _fastq gz 92 53 76 8.8
BEAS Tratl R2 fastq gz 482 54 76 8.8
BEAS Trat2 Rl _fastq gz 90 52 76 9.4
BEAS Trat2 R2 fastq gz 44 53 76 9.4
BEAS Trat3 Rl _fastq gz = 527 52 76 11.2
BEAS Trat3 R2 fastq gz 9.7 54 76 11.2
Sklu_Ctrll_R1_fastq gz 527 52 76 8.8
Sklu_Ctrll_R2 fastq gz 532 52 76 8.8
Sklu_Ctrl2_R1_fastq gz 54.8 49 76 10.3
Sklu_Ctrl2_R2_fastq gz 56.5 50 76 10.3
Sklu_Ctrl3_R1_fastq gz 50.8 50 76 9.0
Sklu_Ctrl3_R2_fastq gz 4.1 51 76 9.0
Sklu Tratl R1 fastq gz 54.0 50 76 8.9
Sklu_Tratl R2 fastq gz 56.0 50 76 8.9
Sklu Trat2 R1 fastq gz 54.0 51 76 9.3
Sklu_ Trat2 R2 fastq gz 56.4 51 76 9.3
Sklu_Trat3_R1_fastq gz 60.1 50 76 9.9

Sklu Trat3 R2 fastq gz 61.1 51 76 9.9
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Figura 12. Analisis de calidad de secuenciacion. A, B) Phred Score C, F) Porcentaje de duplicados
D) Contenido de GC E) Porcentaje de llamado de bases G) Porcentaje de secuencias
sobrerrepresentadas H) Contenido de Adaptadores I) Resumen de analisis de control de calidad de

secuenciacion

33



Calidad del Alineamiento

En promedio alinearon 95.3% de las secuencias obtenidas de las muestras (Tabla 5). Por otro
lado, més del 60 % de las secuencias alineadas mapean a exones (Figura 13A), presentan una

cobertura génica uniforme (Figura 13B), y cerca del 80 % fueron mapeadas una tnica vez

(Figura 13D).

Tabla 5. Analisis de calidad
de alineamiento.

Muesira Alineadas

(%)
BEAS Ctrll 93.1

BEAS Ctrl2 94.9
BEAS Citrl3 94.3
BEAS Tratl 94.7
BEAS Trat2 923
BEAS Trat3 95.5
SKLU_ Ctrll 96.5
SKLU_ Ctrl2 95.7
SKLU Citrl3 96.2
SKLU Tratl 96.4
SKLU Trat2 96.6
SKLU Trat3 97.5
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Genes diferencialmente expresados tras administracion de oPRL

La administracion de 125 ng/mL de oPRL por 2 horas a la linea celular BEAS-2B modifico
los niveles de 13 transcritos, de los cuales 12 disminuyeron. Por otro lado, en SK-LU-1 se
modificaron los niveles de 85 transcritos, de los cuales 5 tuvieron un aumento con el
tratamiento. En ambos casos p < 0.05, sin embargo, p-adj no fue menor a 0.05 por lo que se
considera que no hay diferencias significativas.

Tabla 6. Genes diferencialmente expresados en BEAS-2B tratadas con PRL
(125 ng/mL). Resultados de expresion diferencial obtenidos con DESeq?2. Valores
de corte: -1 > 10g2(FC) < 1; p-value < 0.05

LSMS5 508.50 -1.07 0.27 -3.98 0.10
SSBP1 257.59 -1.08 0.26 -4.16 0.10
LDHB 334.90 -1.02 0.25 -4.10 0.10
ACTR6 107.56 -1.17 0.28 -4.22 0.10
POMP 1050.28 -1.02 0.25 -4.06 0.10
RSL24D1 601.74 -1.11 0.26 -4.26 0.10
PCLAF 150.67 -1.05 0.27 -3.96 0.10
IER3IP1 113.74 -1.18 0.28 -4.23 0.10
MZT1 246.16 -1.02 0.26 -3.86 0.13
RPL22L1 161.75 -1.03 0.27 -3.79 0.16
RPL31P4 38.96 -1.05 0.28 -3.77 0.16
CETN3 133.37 -1.01 0.27 -3.70 0.18
ASMTL 19.82 1.01 0.28 3.63 0.21
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Tabla 7. Genes diferencialmente expresados en SK-LU-1 tratadas con PRL (125
ng/mL). Resultados de expresion diferencial obtenidos con DESeq2. Valores de
corte: - 0.5 > log2(FC) < 0.5; p-value < 0.05

0.6 | S| Vit

SYNE2 158.49 -0.74 0.17 -4.32 0.13
CHML 248.66 -0.72 0.17 -4.17 0.15
NIPBL 257.76 -0.71 0.16 -4.38 0.13
KTNI1 487.94 -0.71 0.17 -4.2 0.15
RIF1 147.03 -0.7 0.17 -4.07 0.2
PHF3 230.81 -0.67 0.18 -3.8 0.36
APC 96.81 -0.64 0.18 -3.63 0.37
RBBP6 467.47 -0.63 0.16 -3.85 0.36
TPR 428.91 -0.63 0.16 -3.81 0.36
DST 271.03 -0.63 0.17 -3.69 0.37
ZNF644 187.02 -0.63 0.17 -3.69 0.37
SREK1 213.77 -0.62 0.17 -3.6 0.38
ANKRDI1 500.52 -0.61 0.16 -3.72 0.37
RANBP2 405.76 -0.61 0.17 -3.63 0.37
EIF5B 599.65 -0.61 0.17 -3.62 0.37
VPS13C 121.94 -0.61 0.17 -3.54 0.43
PHIP 146.22 -0.61 0.17 -3.48 0.46
REV3L 95.7 -0.61 0.17 -3.47 0.47
ITGBS 159.09 -0.6 0.17 -3.64 0.37
SMC4 310.76 -0.6 0.17 -3.57 0.41
SMC3 270.14 -0.6 0.18 -3.4 0.51
GOLGBI1 338.53 -0.59 0.15 -3.89 0.36
QSERI1 203.39 -0.59 0.16 -3.63 0.37
CPLANEI1 145.65 -0.59 0.17 -3.5 0.45
PIK3C2A 106.78 -0.59 0.17 -3.42 0.5
RN7SLI 31.32 -0.59 0.18 -3.33 0.57
AHCTF1 302.76 -0.58 0.16 -3.71 0.37
KIF5B 697.08 -0.58 0.16 -3.54 0.43
ROCK2 199.73 -0.58 0.17 -3.44 0.48
BODILI 145.92 -0.58 0.17 -3.32 0.57

KMT2C 140.94 -0.58 0.17 -3.3 0.58



00FC) | S | Vel S

MKI67 702.01 057 015 375 037
CDC42BPA  288.61 057 016 351 045
CLIPI 472.98 057 017 345 048
SMG1 225.22 057 017 3.4 0.51
CDK6 226.77 057 017 3.4 0.51
ATRX 117.38 057 018 321 065
GOLGA4 74.13 057 018 317 065
SMC5 49.12 057 018 311 0.7
CENPF 482.68 056 016 339 051
USP47 249.48 056 017 333 057
SLK 303.4 056 017 332 057
SMCHD1 212.12 056 017 322 065
RBAK 109.66 056 0.8 317 065
RMRP 34.49 056 0.8 3.1 0.71
ZNF292 3137 056 0.8 308 072
RBICCI 211.69 055 017 322 065
ENS7C9}(2)8(7)002 59.18 055 0.8 306 073
KIF14 64.13 055 018 301 079
PBRM1 160.26 054 017 324 065
CHDI 298.16 054 017 314 067
TET2 45.88 054 018 3 0.8
SMC6 64.88 054 018 298 08I
SUZ12 185.62 053 016 33 0.58
ZFHX3 20432 053 017 3.2 0.65
UTRN 184.55 053 017 317 065
REST 137.13 053 017 315 0.67
NIN 119.3 053 017 314 067
TTC3 274.05 053 017 313 0.67
MIS18BPI 84.55 053 018 2,99 0.8
LCOR 9521 053 018 298 082
EIF3A 2311.62 052 016 328 0.6l

SLTM 426.72 -0.52 0.16 -3.21 0.65



00FC) | S | Vel i

RASSF8
TBC1D4
SACS
CRYBG3
DSP
PHC3
NHS
TASOR2
EDEM3
MYO9A
AP4E1
KIAA1109
ZDBF2
PNN
KIF21A
CASP8AP2
SNAII
GADDA45B
PTDSS2
MT-RNR1
RASDI1

271.69
157.68
55.47
41.22
2894.06
139.34
177.94
333.2
132.04
92.52
67.87
90.32
30.99
423.74
128.17
58.14
478.06
378.32
81.56
216172.77
47.8

-0.52
-0.52
-0.52
-0.52
-0.51
-0.51
-0.51
-0.51
-0.51
-0.51
-0.51
-0.51
-0.51
-0.5
-0.5
-0.5
0.5
0.53
0.54
0.56
0.57

0.16
0.17
0.18
0.18
0.16
0.16
0.17
0.17
0.17
0.18
0.18
0.18
0.18
0.17
0.17
0.18
0.16
0.17
0.18
0.12
0.18

-3.16
-3.12
-2.85
-2.82
-3.2
-3.18
-3.05
-3.02
-2.99
-2.9
-2.88
-2.86
-2.85
-3.01
-2.93
-2.78
3.21
3.08
3.02
4.55
3.14

0.65
0.69
0.96
0.98
0.65
0.65
0.73
0.79
0.8
0.93
0.96
0.96
0.96
0.79
0.9
1
0.65
0.73
0.79
0.13
0.67
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Enriquecimiento de vias

Partiendo de los GDE en BEAS-2B (Tabla 6) se hizo un andlisis de enriquecimiento de vias
con Enrichr y se encontraron vias relacionadas con la regulaciéon de la apoptosis por
prolactina, traduccion, ribosoma, reparacion del DNA, regulacion de la matriz extracelular,
replicacion de DNA mitocondrial, reprogramacion metabdlica en cancer, entre otras. (Figura
15, Tabla 8).

Entre los gene sets enriquecidos en SK-LU-1 (GSEA) se encuentran vias relacionadas con la
traduccion, componentes ribosomales y metabolismo; mientras que en la muestra control se
encuentran enriquecidos gene sets relacionados al procesamiento de mRNA, reparacion del
DNA vy la via de p53 (Tabla 9). En la Tabla Al se muestra el score de enriquecimiento
normalizado para los gene sets enriquecidos.

Con base en su significancia estadistica y a los procesos en los que participan, se
seleccionaron a los genes SSBPI, LDHB, RPL22L1 para BEAS-2B y SYNE2, KTNI, APC
para SK-LU-1 para los analisis posteriores.

GDE en adenocarcinoma pulmonar

Los genes diferencialmente expresados en BEAS-2B y SK-LU-1 se encuentran desregulados
en muestras de pacientes con ADCP. (Figura 16) De manera interesante, en el caso de los
GDE tras el tratamiento con PRL en BEAS-2B (Figura 16A), vemos el efecto contrario al
reportado en este trabajo. Por ejemplo, LDHB que fue regulado a la baja (Tabla 6) en
BEAS-2B tras el tratamiento con PRL, se encuentra sobreexpresado en pacientes con ADC
pulmonar. Para el caso de ASMTL (Tabla 6), en pacientes con ADC pulmonar se encuentra
una expresion disminuida mientras que en la linea celular tratada con PRL se evidencia una
sobreexpresion del transcrito. Por otro lado, en el caso de los GDE en SK-LU-1 podemos
observar que existe una concordancia entre los niveles de expresion en pacientes con ADC
pulmonar y el tratamiento con PRL. (Figura 16, Tabla 7).

Para los genes SSBPI, LDHB, RPL22L1, SYNE2, KTNI y APC se generaron graficas de
supervivencia y de niveles de expresion del transcrito y de la proteina y se observo que todos
se encuentran diferencialmente expresados en ADCP en comparacion con tejido sano, ya sea
a nivel de transcrito o de proteina. (Figura 17 y Figura 18) En algunos de los casos el nivel de
expresion del transcrito se correlaciona con el estadio tumoral del paciente. Por otro lado, la
sobreexpresion de SSBP1, LDHB y KTNI1 se correlaciona con una baja supervivencia.
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Tabla 8. Enriquecimiento de vias en BEAS-2B por Enrichr. Gene-set libraries representativas para el enriquecimiento de vias en BEAS-2B con

valores estadisticos y genes involucrados. * p-value ajustado < 0.05

GLich-zf;t Nombre
Prolactin regulation of apoptosis
Translation
Messenger RNA decay by 5' to 3' exoribonuclease
Mismatch repair
Homologous recombination
BioPlanet 2019 Propanoate metabolism
Cysteine and methionine metabolism
Pyruvate metabolism and citric acid (TCA) cycle
Deadenylation-dependent mRNA decay

Pyruvate metabolism

Ribosome

Coronavirus disease

Mismatch repair

KEGG 2021 Propanoate metabolism
DNA replication

Homologous recombination

Proteasome

P-value

9.71E-03*
1.49E-02*
1.87E-02
2.13E-02
2.19E-02
2.58E-03
2.57E-02
4.18E-03
3.14E-02
3.33E-02

4.57E-03*
9.61E-03*
1.49E-02*
2.19E-02

2.32E-02

2.63E-02

2.95E-02

Odds [Combined

Ratio
34.26
26.63
129.70
82.50
64.81
56.69
54.97
46.50
37.77
35.54

25.43
17.18
82.50
54.97
51.83
45.34
40.29

Score
209.79
150.16
611.46
353.87
263.04
222.85
214.46
173.93
133.69
123.72

141.12
82.55
353.87
214.46
199.25
168.47
145.13

Genes

LDHB;SSBP1
RPL22L1;RSL24D1
LSM5

SSBP1

SSBP1

LDHB

LDHB

LDHB

LSM5

LDHB

RPL22L1;RSL24D1
RPL221L.1;RSL24D1
SSBP1
LDHB
SSBP1
SSBP1
POMP
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Gene-Set

Library

GO Biological
Process 2021

Elsevier
Pathway
Collection

Nombre

microtubule nucleation by microtubule organizing center
(GO:0051418)

positive regulation of helicase activity (GO:0051096)

regulation of extracellular matrix constituent secretion
(GO:0003330)

mitochondrial DNA replication (GO:0006264)
regulation of fibroblast apoptotic process (GO:2000269)
regulation of helicase activity (GO:0051095)

proteasome assembly (GO:0043248)

positive regulation of DNA-dependent DNA replication
(GO:2000105)

translation (GO:0006412)

DNA unwinding involved in DNA replication (GO:0006268)
SRCAP in Chromatin Remodeling

Mitochondrial DNA Replication and Transcription

Lactate as a Signaling Molecule in Cancer Cells

mRNA Degradation

Metabolic Reprogramming in Cancer: Overview

P-value

3.25E-03*

4.54E-03*
5.19E-03*

5.19E-03*
5.84E-03*
5.84E-03*
7.13E-03*
7.13E-03*

8.22E-03*

1.04E-02
9.06E-03*
1.16E-02*
1.55E-02*
1.68E-02*
4.02E-02*

Odds
Ratio

454.18

302.76

259.49

259.49
227.05
227.05
181.62

181.62

18.66
121.05
139.69
106.80
78.91
72.59
29.22

Combined
Score

2638.91

1657.40

1385.98

1385.98
1185.99
1185.99
912.35

912.35

92.55
562.89
668.13
484.10
335.13
302.52

96.20

MZT1
SSBP1
IER3IP1

SSBP1
IER3IP1
SSBP1
POMP

SSBP1

RPL22L1;RSL24D1
SSBP1

ACTR6

SSBP1

LDHB

LSMS5

LDHB
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Gene-Set
Library

TRRUST
Transcription
Factors 2019

Nombre ‘ P-value ‘

E2F6 human 4 54E-03*
CITED2 mouse 7.13E-03*
ATF3 human 1 .04E-02%*

E2F4 human 1 49E-02*

Odds |Combined

Ratio| Score

277.51 1497.03
166.48 822.99
110.96 507.12
75.63  318.35

PCLAF
LDHB

PCLAF
PCLAF
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Tabla 9. Enriquecimiento de vias en SK-LU-1 por GSEA.

Via Ejemplo de gene set Otros gene sets enriquecidos
enriquecido
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Figura 17. Genes diferencialmente expresados en BEAS-2B en ADC. A) SSBP1 B) LDHB C) RPL22L1. De izquierda a derecha:
transcritos por millon normal vs. tumoral, expresion normal vs. tumoral, transcritos por millon por estadio del cancer, supervivencia. Graficos
generados con la plataforma UALCAN, %8
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Discusion

La administraciéon de PRL (125 ng/mL, 2h) modificé el transcriptoma de las lineas celulares
de pulmon BEAS-2B y SK-LU-1, donde se destaca una regulacion negativa de los genes
diferencialmente expresados. Dentro de las vias enriquecidas para ambas lineas celulares se
encuentran procesos relacionados a la traduccion, componentes ribosomales, reparacion del
DNA, procesos mitocondriales y metabolismo. Los genes de interés seleccionados (SSBP1,
LDHB, RPL22L1 para BEAS-2B y SYNE2, KTNI1, APC para SK-LU-1) han sido reportados
desregulados en adenocarcinoma pulmonar y algunos se correlacionan con una baja
supervivencia de pacientes con ADC.

La curva de fosforilacion de STATS5a/b presentada en este trabajo podria indicar que la via
JAK/STAT es relevante en los efectos mediados por PRL en las lineas celulares BEAS-2B y
SK-LU-1. STAT5a/b pertenece a una de las principales vias de sefializacion reguladas por
PRL y se ha reportado su sobreexpresion de manera frecuente en cancer.*> Los miembros de
la familia STAT son importantes en la regulacion de la diferenciacion celular, proliferacion,
supervivencia y funciéon inmune, que normalmente se encuentran desreguladas en céncer y
que contribuyen a las alteraciones celulares. %

Los analisis de enriquecimiento de vias, en las lineas celulares tratadas con PRL BEAS-2B y
SK-LU-1, destacan procesos mitocondriales como la replicaciéon del DNA mitocondrial, la
fosforilacion oxidativa, matriz mitocondrial, proteinas mitocondriales y reprogramacion
metabolica en cancer. De manera interesante, se ha descrito que los sefializadores de la
familia STAT son capaces de translocar a la mitocondria donde regulan el metabolismo
celular y la expresion génica en mitocondria. Gough y colaboradores® describieron la
localizacion mitocondrial de STAT3 (entre 5 y 10% del STAT total) en las lineas celulares
T24, MCF10A y en tejido hepatico. El grupo de investigacion sugiri6 que STAT3
mitocondrial contribuye a la transformacion celular dependiente de RAS al reprogramar
metabolicamente a la célula, aumentando la actividad de la cadena transportadora de
electrones, particularmente en los complejos II y IV. Finalmente, sugirieron que la
localizacion mitocondrial de STAT3 podria tener consecuencias metabdlicas, en el desarrollo
de cancer y en la respuesta a estrés celular.”’

Chueh y colaboradores,* demostraron que STATS5 se localiz en mitocondria tras un estimulo
con IL-2 mientras que en ensayos de co-precipitacion se encontré a STATS en complejo con
el complejo de la piruvato deshidrogenasa (PDC) La STAT5a mitocondrial actia como un
inhibidor de la actividad de PDC, promoviendo la remodelacion metabdlica lo cual fomenta

el crecimiento tumoral.®

En estudios posteriores se describid la union directa de STATSa a la
region de control transcripcional mitocondrial D-Loop lo cual genera la represion de la
expresion del DNA mitocondrial. Los autores sugieren que STATSa, en conjunto con Lck,
podria disminuir los niveles de transcripcion y traduccion del DNA mitocondrial y promover
una reprogramacion metabolica. Lo anterior contrasta con lo reportado para STAT3, que, al
unirse al DNA mitocondrial, promueve la expresion del mismo y los procesos de respiracion
celular.®? En los resultados de la presente investigacion reportamos que en células SK-LU-1
tratadas con PRL (125 ng/mL) se presenta un aumento en la expresion de MT-RNRI1. En

cultivos primarios de neuronas hipocampales se observd que la PRL evita la disfuncion
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mitocondrial inducida por glutamato al disminuir los niveles de productos de peroxidacion de
lipidos. *°

Los genes SSBPI, LDHBI y RPL22LI, que disminuyeron sus niveles de transcritos en
BEAS-2B tras la administracion de PRL, se encuentran sobreexpresados en ADCP tanto a
nivel de transcrito como a nivel proteico. A pesar de que no se ha estudiado el papel de estos
genes en la fisiologia normal de pulmon, se ha destacado su probable influencia en ADCP.

SSBP1 (Single-stranded DNA-bindin protein I) juega un papel importante en el proceso de
reparacion del DNA, mantenimiento de la estabilidad gendmica, regulacion del ciclo celular y
proteccion de los telomeros.”’ Fang y colaboradores evaluaron las modificaciones del
transcriptoma por PRL (100 ng/mL, 2h) en la linea celular de cancer de mama T47D y
observaron que el transcrito de SSBP1 se encontraba disminuido. Por otro lado, Huang y
colaboradores® proponen a SSBP1 como un biomarcador de ADCP ya que encuentran una
correlacion entre su expresion, la edad del paciente, el estadio del cancer y la metéstasis a
nddulos linfaticos. Ademads, observaron que la alta expresion de SSBP1 se correlaciona con
una peor supervivencia en comparacidon con grupos de expresion media y baja. En
concordancia con lo que reportamos en esta investigacion, los autores sefialan que los genes
que se correlacionan positivamente con la expresion de SSBP1 se encuentran involucrados a
procesos biologicos como biogénesis de la subunidad larga ribosomal, biogénesis ribosomal,
procesos metabolicos de tRNA, procesamiento de tRNA, biogénesis del complejo
ribonucleoproteico, proceso biosintético de amidas, proceso celular metabolico de amidas,
procesamiento de RNA, desensamblaje de componentes celular y proceso biosintético de
compuestos organonitrogenados. La comparacion de los mismos genes con las vias en KEGG
reveld procesos enriquecidos relacionados a proteasoma, ribosoma, replicacion de DNA,
fosforilacion oxidativa, ciclo celular, transporte de RNA y vias metabolicas. Los genes que se
relacionan negativamente con la expresion de SSBP1 se encuentran enriquecidos en procesos
como la regulacion de la transduccion de sefiales mediada por GTPasas pequefias, regulacion
positiva de la actividad de GTPasas, interrelacion MEC-receptor, sintesis y secrecion de
aldosterona, contraccion de musculo liso vascular, sefalizacion por calcio, adhesiones
focales, vias de sefalizacion por cAMP, proteoglicanos en céncer y vias en cancer. SSBP1
también ha sido propuesto como biomarcador en cancer de prostata.”* Lo anterior sugiere que
se deben realizar mas estudios para determinar sus funciones en cancer de pulmoén y en la
fisiologia pulmonar normal.

Por otro lado, la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) es una enzima tetramerica, compuesta
de subunidades LDHA y LDHB, que cataliza la interconversion entre piruvato y lactato.
LDHB tiene una mayor afinidad hacia lactato y se correlaciona con una supervivencia
favorable en pacientes con carcinoma hepatocelular, carcinoma urotelial y cancer de prostata.
En un estudio en pacientes con CPCNP no se encontr6é una asociacion entre la expresion de
LDHB, los niveles séricos de LDH y el resultado clinico de ADC.” De manera contrastante,
también se ha reportado la sobreexpresion de LDHB como predictor de una baja probabilidad
de supervivencia en ADC pulmonar.”

LDHB se encuentra sobreexpresada en lineas celulares de cancer de pulmon caracterizadas
por la activaciéon de la via de RAS y es necesaria para el crecimiento de tumores de pulmén
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con mutaciones de KRAS en modelos in vivo. En modelos in vitro e in vivo el silenciamiento
de LDHB abate la proliferacion celular.”” Aunado a lo anterior, se ha observado que el
silenciamiento de LDHB disminuye la iniciacion de tumores, el crecimiento de tumores
xenografos, la actividad del complejo respiratorio mitocondrial, la fosforilacion oxidativa e
induce dafio persistente al DNA mitocondrial, lo cual resulta en niveles reducidos de
metabolitos dependientes de la mitocondria (intermediarios del ciclo tricarboxilico,
aminoacidos y nucledtidos). La inhibicion de LDHB redujo draméticamente la supervivencia
de células iniciadoras de tumores y la formacion de esferas in vitro mientras que, la delecion
homologa de LDHB disminuye significativamente la tumorogénesis pulmonar en un modelo
con pérdida de TP53 y expresion de KRAS. *

RPL22L1 (Ribosomal Protein L22 Like 1) es un componente de la subunidad 60s ribosomal
que ha sido asociado con diferentes tipos de cancer como neuroblastoma®, cancer renal'®!1!,
cancer ovarico '"'% cancer de proSTATa'*'®®) carcinoma hepatocelular'® y céancer
colorectal. '7 Se ha descrito la regulacion a la alta del transcrito de RPL22L1 en tejido renal
tumoral y en lineas celulares renales tumorales. (786-O, OSRC). Esta proteina ha sido
propuesta como un marcador de riesgo para cancer renal y como un marcador prondstico en
cancer de prostata y colorrectal. Por otro lado, en cancer de ovario, se ha descrito que puede
promover la transicion epitelio-mesénquima al disminuir la expresion de vimentina y
N-caderina y su silenciamiento por el miRNA miR-361-5p inhibe la progresion
epitelio-mesenquimal en cancer epitelial del ovario por la via de sefalizacion
c-Met/Akt/mTOR.'*

En APC y SYNE2, que se encontraron regulados a la baja en las células SK-LU-1 tratadas
con PRL, también se encuentra con una expresion disminuida en ADC pulmonar, mientras
que KTNI1 presenta una sobreexpresion. El gen 4PC (Adenomatous polyposis coli) se ha
descrito como un gen supresor de tumores que participa en ciclo celular, diferenciacion,
polaridad celular, proliferacion, migracion, adhesion celular, activacion transcripcional y
apoptosis al regular la via Wnt. En el cancer pulmonar se ha sugerido el uso de la APC como
un biomarcador diagnostico; '®!% sin embargo, Zeybek y colaboradores compararon los
niveles de transcripcion en tejidos pulmonares incluidos en parafina de 57 pacientes con
ADC pulmonar contra tejido pulmonar no neopldsico y no encontraron diferencias
significativas para la expresion de APC.'” De manera similar, no se encontraron mutaciones
en APC en tejidos de CPCNP (n = 32)."° De manera interesante, se ha propuesto el uso de
APC2, que se encuentra estrechamente relacionada a APC y que tiene funciones de supresor
de tumores similares, como un marcador pronostico para la supervivencia de pacientes con
CPCNP.'

En muestras de ADC pulmonar de pacientes no fumadores negativas a EGFR/KRAS/ALK, se
describieron mutaciones somaticas no sinéonimas en SYNE2 (Spectrin Repeat Containing
Nuclear Envelope Protein 2) en el 4% de los casos (3 de 70). SYNE2 juega un papel
importante en las adhesiones célula-célula mediadas por cadherina y es un regulador
importante de la via Wnt.""? Las nesprinas (nuclear envelope spectrin repeat containing
proteins) son proteinas integrales de la membrana nuclear que participan en el mantenimiento
de la integridad de la envoltura nuclear, el posicionamiento nuclear y el anclaje al
citoesqueleto y al centrosoma. SYNE2 interactia con catenina para mediar la adhesion
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célula-célula. Los autores proponen que SYNE2, catenina y emerina asociadas en la
envoltura nuclear, regulan los niveles de catenina y la transcripcion dependiente de la
sefializacion por Wnt.'"?

Finalmente, la kinectina (KTN1) interactiia con la kinesina participando en procesos como la
motilidad de organelos, adhesiones focales, crecimiento de lamelas celulares, citoesqueleto,
morfologia celular y migracion celular. En cancer de mama triple negativo, se observo la
regulacion haciaa la alta de KTNI1 en tejidos y en lineas celulares. Esta sobreexpresion se
relacion6 positivamente con un prondstico poco favorables en los pacientes y se identificaron
mutaciones tanto de ganancia como pérdida de funcién que promovian el crecimiento y la

invasion en modelos in vivo y en vitro.'*

Los resultados de este proyecto de investigacion sugieren que la PRL podria participar en la
fisiologia del pulmoén, donde podria tener un efecto dual dependiendo del estado de salud o
enfermedad. Esto es, en condiciones normales regularia el metabolismo celular normal
mientras que en condiciones de cancer pulmonar participaria como un factor que promueve
los procesos carcinogénicos como la reprogramacion metabolica y la remodelacion del
citoesqueleto que es clave para procesos de migracion celular.

Dentro de las limitaciones de este proyecto se encuentra un alto contenido de secuencias
duplicadas, lo que disminuye la cantidad de lecturas efictivas, de igual manera, al aumentar el
numero de repeticiones bioldgicas podria tenerse una mayor significancia estadistica. Para la
continuacion del proyecto es necesaria la validacion técnica y funcional de los genes
diferencialmente expresados lo que permitira explicar con mayor precision los procesos
biologicos regulados por PRL en las lineas celulares de pulmoén. Ademas, es fundamental
analizar los efectos transcripcionales tardios para tener una perspectiva mas amplia de dichos
procesos.
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Conclusion

Tras la administracion de PRL ovina (125 ng/mL) a las lineas celulares de pulmén BEAS-2B
y SK-LU-1 se observo un pico de fosforilacion para STATSa/b evidenciado por Western blot.
El mismo tratamiento provoco la expresion diferencial de SSBPI, LDHB y RPL22L1 en
BEAS-2B y APC, KTNI y SYNE2 en SK-LU-1, que se encuentran desreguladas a nivel de
transcrito y de proteina en ADC pulmonar. Los analisis de enriquecimiento de vias sefialan
que la PRL podria tener un papel fundamental en el metabolismo celular a través de la
modulacion directa de la actividad mitocondrial tanto en condiciones fisioldgicas normales
como en ADC pulmonar.

Perspectivas

Los resultados de esta investigacion apuntan a que la prolactina participa en la fisiologia
pulmonar tanto en condiciones normales como patoldgicas. Los siguientes pasos de este
proyecto de investigacion son la validacion técnica y funcional de los resultados obtenidos.
De manera particular se propone evaluar por RT-qPCR la expresion diferencial de LDHB,
SSBPI1 y RPL22L1 en BEAS-2B y de SYNE2, KTNI y APC en SK-LU-1 a 2 horas tras el
tratamiento con PRL (125 ng/mL). Ademas, se sugiere realizar una curva temporal con la
misma dosis de oPRL para monitorear el cambio en el tiempo de los niveles de estos
transcritos tras la administracion de PRL. Finalmente se propone evaluar la translocacion de
p-STATS5a/b a la mitocondria por inmunofluorescencia y funciones mitocondriales como la
capacidad metabodlica por MTT.
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Anexos

Tabla Al. Enriquecimiento de vias en SK-LU-1 por GSEA. NOM p-val <0.05; FDR g-val <0.05
c2.all.v2022.1.Hs.symbols.gmt

RANK LEADING EDGE
TAGS | LIST |SENAL
(%) (%)

DACOSTA_UV_RESPONSE_VIA_ERCC3_COMMON_DN 035 -8.36 0.00 9855 73 39 118
GABRIELY_MIR21_TARGETS 272 -037 -7.11 0.00 11464 82 46 149
DAZARD_RESPONSE_TO_UV_NHEK_DN 292  -031 -6.26 0.00 10556 73 42 124
DAZARD_UV_RESPONSE_CLUSTER_G6 141  -0.35 -4.90 0.00 10170 75 40 125
SENESE_HDAC3_TARGETS_UP 447  -0.19 -4.63 000 11016 62 44 109
PYEON_CANCER_HEAD_AND_NECK_VS_CERVICAL_UP 188  -0.29 -4.57 0.00 3968 44 16 52
SHEN_SMARCA2_TARGETS_UP 422 -0.18 -4.44 0.00 12497 68 50 132
MARTORIATI_MDM4_TARGETS_FETAL_LIVER_DN 469  -0.17 -4.22 0.00 12355 66 49 126
DACOSTA_UV_RESPONSE_VIA_ERCC3_TTD_DN 78  -0.40 -4.15 0.00 10005 79 40 131
CHEN_HOXA5_TARGETS_9HR_UP 216  -0.25 -4.14 0.00 12540 74 50 146
MOOTHA_HUMAN_MITODB_6_2002 411 025 5.84 000 14205 81 56 183
REACTOME_EUKARYOTIC_TRANSLATION_INITIATION 117 046 596 0.00 9047 82 36 127
WP_CYTOPLASMIC_RIBOSOMAL_PROTEINS 8 055 596 000 7329 84 29 118

REACTOME_RESPONSE_OF_EIF2AK4_GCN2_TO_AMINO_ACID_DEF
ICIENCY 99 052 6.01 0.00 7329 81 29 114



c2.all.v2022.1.Hs.symbols.gmt

RANK LEADING EDGE
TAGS | LIST |SENAL
(%) | (%)

REACTOME_SRP_DEPENDENT_COTRANSLATIONAL_PROTEIN TARG

ETING_TO_MEMBRANE 8340 123
MOOTHA_MITOCHONDRIA 429 0.26 6.27 0.00 14900 85 59 204
KEGG_RIBOSOME 85 059 6.33 0.00 7329 88 29 124
HSIAO_HOUSEKEEPING_GENES 382 0.28 6.39 0.00 10873 71 43 123
REACTOME_EUKARYOTIC_TRANSLATION_ELONGATION 90 0.58 6.45 000 7329 87 29 122
REACTOME_TRANSLATION 288 0.34 6.62 0.00 10470 75 42 127
MIR186_5P 486 -0.25 -6.42 0.00 12081 73 48 137
MIR10527_5P 489 -0.25 -6.32 0.00 12059 72 48 136
MIR4666A_3P 481 -0.25 -6.13 0.00 10541 66 42 111
MIR181A_5P_MIR181B_5P 495 -0.24 -6.12 0.00 9930 63 39 101
MIR181C_5P 496 -0.24 -6.08 0.00 9930 63 39 101
MIR181D_5P 494 -0.24 -6.07 0.00 9930 63 39 102
MIR101_3P 401 -0.25 -5.91 0.00 10771 68 43 116

MIR32_5P 406 -0.26 -5.89 0.00 12421 75 49 145



c3.all.v2022.1.Hs.symbols.gmt

RANK LEADING EDGE
TAGS | LIST N
(%) (%)

MIR92B_3P -0.25 -5.81 0.00 12421 74 49 144
MIR92A_3P 406 -0.25 -5.81 0.00 12421 74 49 144
PITX1_TARGET_GENES 337 0.14 292 0.01 15159 74 60 182
KLF14_TARGET_GENES 239 0.16 296 0.01 17919 87 71 299
ZNF250_TARGET_GENES 489 0.12 3.11 0.00 16132 76 64 206
MIR4492 369 0.14 3.14 0.00 16797 80 67 238
NCOA2_TARGET_GENES 441 0.13 3.35 0.00 17723 83 70 277
ALKBH3_TARGET_GENES 414 0.15 3.41 0.00 14841 73 59 176
ACTAYRNNNCCCR_UNKNOWN 441 0.14 3.46 0.00 16917 81 67 243
FOXR2_TARGET_GENES 224 0.20 3.46 0.00 14708 78 58 186
GTF2A2_TARGET_GENES 469 0.15 3.77 0.00 16166 79 64 216
ZNF260_TARGET_GENES 468 0.15 3.82 0.00 16611 81 66 232
GCM_ZNF198 115 -0.28 -3.51 0.00 13224 80 52 168
GCM_RAB10 174 -0.21 -3.28 0.00 16108 85 64 234
GCM_MYST2 172 -0.21 -3.24 0.00 12539 71 50 140
GCM_UBE2N 151 -0.21 -2.93 0.00 12539 70 50 139
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c4.all.v2022.1.Hs.symbols.gmt

RANK LEADING EDGE
TAGS | LIST |SENAL
(%) (%)

GCM_DFFA -0.21 -2.84 0.01 12089 69 48 132
MODULE_277 52 -0.33 -2.83 0.01 11057 77 44 137
GCM_ERBB2IP 65 -0.30 -2.80 0.01 15987 94 63 256
MODULE_182 90 -0.24 -2.73 0.01 16009 88 64 240
GCM_NCAM1 116 -0.21 -2.72 0.01 14403 78 57 182
GCM_MAP4K4 163 -0.18 -2.67 0.02 12338 67 49 130
MORF_CSNK2B 286 0.28 5.60 0.00 13598 82 54 176
MORF_TPT1 101 048 5.61 0.00 09184 84 36 132
MORF_AP2M1 215 034 5.76 0.00 14170 90 56 203
MORF_ACTG1 137 0.44 593 0.00 10852 87 43 152
MORF_RAN 264 0.32 598 0.00 10902 75 43 131
MORF_NPM1 161 041 6.20 0.00 10902 84 43 148
MORF_NME2 152 046 6.66 0.00 10319 87 41 146
MODULE_83 310 034 6.96 0.00 10462 75 42 126
MODULE_114 325 035 7.30 0.00 10467 76 42 129

MODULE_151 304 036 7.36 0.00 10467 77 42 131



c5.all.v2022.1.Hs.symbols.gmt

RANK LEADING EDGE
TAGS | LIST |SENAL
(%) (%)

GOBP_CELL_MORPHOGENESIS_INVOLVED_IN_NEURON_ DIFFEREN

TIATION -0.14 -3.47 0.0 17639 84 70 275
HP_ABNORMALITY_OF_UPPER_LIP_VERMILLION 336 -0.16 -3.41 0.00 16669 82 66 240
GOMF_ATP_DEPENDENT_ACTIVITY 491 -0.13 -3.24 0.00 3847 28 15 32

HP_DOWNSLANTED_PALPEBRAL_FISSURES 435 -0.13 -3.16 0.00 19321 89 77 377

HP_CONGENITAL_MALFORMATION_OF_THE_GREAT_ARTERIES 398 -0.13 -3.12 0.00 16862 80 67 239

HP_BRACHYDACTYLY 299 -0.15 -3.11 0.00 3554 29 14 33

GOBP_AXON_DEVELOPMENT 375 -0.14 -3.11 0.00 17639 83 70 274
GOBP_REGULATION_OF_MRNA_PROCESSING 125 -0.24 -3.11 0.00 15672 86 62 225
HP_ABNORMAL_SIZE_OF_THE_PALPEBRAL_FISSURES 286 -0.16 -3.11 0.00 12546 65 50 129
GOBP_AEROBIC_RESPIRATION 182 0.32 5.07 0.00 13209 85 52 177
GOBP_OXIDATIVE_PHOSPHORYLATION 137 0.38 5.10 0.00 13916 93 55 206
GOCC_CYTOSOLIC_LARGE_RIBOSOMAL_SUBUNIT 58 060 5.34 0.00 8746 95 35 145
GOCC_LARGE_RIBOSOMAL_SUBUNIT 113 048 5.75 0.00 8746 82 35 126
GOCC_MITOCHONDRIAL_MATRIX 457 0.26 6.17 0.00 14352 82 57 187
GOCC_CYTOSOLIC_RIBOSOME 100 053 6.21 0.00 9047 89 36 138

GOCC_RIBOSOME 211 0.38 6.38 0.00 10342 79 41 132



RANK LEADING EDGE
TAGS | LIST
(%) | (%)

GOMF_STRUCTURAL_CONSTITUENT_OF_RIBOSOME 048 6.96 0.00 9047 129
GOCC_RIBOSOMAL_SUBUNIT 183 045 7.24 0.00 10470 86 42 147
TBK1.DF_DN 279 024 -460 000 3518 37 14 43
PGF_UPV1_UP 169  -0.29 -4.39 0.00 3400 42 13 48
EIF4E_DN 95  -032 -3.65 000 3982 47 16 56
ERBB2_UPV1_DN 181 -024 -3.65 0.00 4463 41 18 50
JAK2_DN.V1_DN 123  -025 -3.22 0.00 11356 70 45 127
CSR_EARLY_UPV1_UP 145  -021 -2.82 000 17750 91 70 306
BCAT_BILD_ET_AL_DN 43 032 -2.42 0.02 4364 49 17 59
STK33_SKM_UP 232 013 -2.35 004 3542 27 14 31
VEGF_A_UPV1_DN 173  -0.15 -2.23 0.11 19088 90 76 370
E2F1_UPV1_UP 179  -0.14 -2.18 0.4 19719 92 78 421
AKT_UP_MTOR_DNV1_UP 154 015 217 0.4 14345 71 57 165
TBK1.DN.48HRS_DN 47 027 224 009 13474 81 53 174
RB_P107_DN.V1_DN 117 0.18 230 0.06 16827 85 67 254
ERBB2_UPV1_UP 162 015 231 006 14203 72 56 163

CAMP_UPV1_uUP 191 0.15 244 0.02 16338 80 65 226



RANK LEADING EDGE
TAGS | LIST |SENAL
(%) | (%)

CSR_LATE_UPV1_UP 0.18 2.49 0.01 17761 88 298
CYCLIN_D1_UPV1_uUP 149 0.18 2,55 0.01 15935 81 63 220
RB_P130_DN.V1_UP 104 0.23 2.87 0.00 14980 83 59 203
EIF4E_UP 88 0.31 3.27 0.00 13521 84 54 181
LAKE_ADULT_KIDNEY_C2_PODOCYTES 177 -0.31 -4.78 0.00 3685 46 15 53

LAKE_ADULT_KIDNEY_C4_PROXIMAL_TUBULE_EPITHELIAL_CELLS_

s 143 -0.30 -4.19 0.00 9938 69 39 114

LAKE_ADULT_KIDNEY_C22_ENDOTHELIAL_CELLS_GLOMERULAR_C
- - - - - - 119 -0.32 -4.17 0.00 11365 77 45 140

APILLARIES
LAKE_ADULT_KIDNEY_C11_THIN_ASCENDING_LIMB 151 -0.29 -4.16 0.00 4517 47 18 57
LAKE_ADULT_KIDNEY_C14_DISTAL_CONVOLUTED_TUBULE 177 -0.26 -4.14 0.00 9938 66 39 107

LAKE_ADULT_KIDNEY_C17_COLLECTING_SYSTEM_PCS_STRESSED _
DISSOC_SUBSET

-0.24 -4.10 0.00 4538 42 18 50

LAKE_ADULT_KIDNEY_C20_COLLECTING_DUCT_INTERCALATED_CE
LLS_TYPE_A_CORTEX

-0.31 -4.05 0.00 9932 71 39 116

LAKE_ADULT_KIDNEY_C27_VASCULAR_SMOOTH_MUSCLE_CELLS
- — -~ - - - — 133 -0.29 -394 0.00 10641 71 42 123
AND_PERICYTES

LAKE_ADULT_KIDNEY_C26_MESANGIAL_CELLS 159 -0.27 -3.89 0.00 3814 42 15 49



RANK
TAGS | LIST
(%) | (%)

LAKE_ADULT_KIDNEY_C28_INTERSTITIUM 036 -3.81 0.00 3978 52 16 61
RUBENSTEIN_SKELETAL_MUSCLE_MYELOID_CELLS 310 022 4.63 000 13892 77 55 170
MENON_FETAL_KIDNEY_1_EMBRYONIC_RED_BLOOD_CELLS 120 039 516 0.00 11257 83 45 150
RUBENSTEIN_SKELETAL_MUSCLE_SMOOTH_MUSCLE_CELLS 410 023 5.9 0.00 10902 66 43 114
TRAVAGLINI_LUNG_TREM2_DENDRITIC_CELL 489 021 5.33 000 14083 76 56 170
RUBENSTEIN_SKELETAL_MUSCLE_T_CELLS 166 036 536 000 9138 72 36 113
BUSSLINGER_DUODENAL_DIFFERENTIATING_STEM_CELLS 291 030 593 000 10886 73 43 126
LAKE_ADULT_KIDNEY_C12_THICK_ASCENDING_LIMB 340 029 614 000 10353 69 41 116
BUSSLINGER_DUODENAL_TRANSIT_AMPLIFYING_CELLS 185 0.42 6.51 0.00 10429 83 41 140
RUBENSTEIN_SKELETAL_MUSCLE_SATELLITE_CELLS 290 034 6.63 000 10902 77 43 133

FAN_OVARY_CL10_PUTATIVE_EARLY_ATRESIA_GRANULOSA_CELL 264 038 7.36 0.00 10472 80 42 135

h.all.v2022.1.Hs.symbols.gmt

HALLMARK_MITOTIC_SPINDLE 196 -0.22 -3.60 0.00 3457 36 14 41
HALLMARK_UV_RESPONSE_DN 130 -0.17 -2.24 0.03 13403 70 53 149
HALLMARK_TNFA_SIGNALING_VIA_NFKB 186 -0.13 -2.05 0.10 17536 82 70 269
HALLMARK_MYOGENESIS 165 0.12 1.78 0.36 10781 55 43 95

HALLMARK_BILE_ACID_METABOLISM 92 0.16 1.83 0.30 10479 58 42 98



RANK LEADING EDGE
TAGS | LIST N
(%) (%)

HALLMARK_ESTROGEN_RESPONSE_LATE 0.13 191 0.19 17734 83 70 278
HALLMARK_MYC_TARGETS_V2 58 0.21 191 0.19 17213 90 68 282
HALLMARK_CHOLESTEROL_HOMEOSTASIS 70 0.20 1.97 0.15 13663 74 54 162
HALLMARK_E2F_TARGETS 200 0.12 198 0.14 13261 65 53 135
HALLMARK_GLYCOLYSIS 184 0.14 2.27 0.02 13673 68 54 149
HALLMARK_XENOBIOTIC_METABOLISM 165 0.15 2.28 0.02 13801 70 55 153
HALLMARK_P53_PATHWAY 190 0.17 2.83 0.00 10900 61 43 106
HALLMARK_MTORC1_SIGNALING 197 0.18 292 0.00 15114 78 60 193
HALLMARK_ADIPOGENESIS 185 0.18 2,98 0.00 15401 79 61 203
HALLMARK_DNA_REPAIR 147 0.26 3.73 0.00 14922 85 59 207
HALLMARK_MYC_TARGETS_V1 199 0.23 3.76 0.00 16810 89 67 267
HALLMARK_FATTY_ACID_METABOLISM 135 0.28 3.89 0.00 15255 88 61 222
HALLMARK_OXIDATIVE_PHOSPHORYLATION 197 036 5.84 0.00 13091 87 52 180
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Abstract

Objectives: Patients with type 1 diabetes mellitus have
been reported to have elevated prolactin levels and a
possible relationship between prolactin levels and the
development of the disease has been proposed. However,
some studies show that prolactin mediates beneficial
functions in beta cells. Therefore, we review information
on the roles of prolactin in type 1 diabetes mellitus.

Content: Here we summarize the functions of prolactin
in the immune system and in pancreatic beta cells, in
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addition, we describe studies related to PRL levels, its
regulation and alterations of secretion in patients with
type 1 diabetes mellitus.

Summary: Studies in murine models have shown that
prolactin protects beta cells from apoptosis, stimulates
their proliferation and promotes pancreatic islet revascu-
larization. In addition, some studies in patients with type 1
diabetes mellitus have shown that elevated prolactin levels
correlate with better disease control.

Outlook: Prolactin treatment appears to be a promising
strategy to improve beta-cell vascularization and prolifer-
ation in transplantation and immunotherapies.

Keywords: Autoimmunity; beta-cells; prolactin; prolactin
receptor; Type 1 diabetes mellitus.

Introduction

Prolactin (PRL) is a hormone that at high concentrations
stimulates proinflammatory immune responses [1]. Since
increased PRL has been reported in several autoimmune
diseases, this hormone has been proposed to be involved in
the development of autoimmune diseases, such as sys-
temic lupus erythematosus and rheumatoid arthritis
among others [2, 3]. However, the relationship of PRL levels
with other autoimmune diseases such as type 1 diabetes
mellitus (T1DM) is unclear.

Several reviews on the role of prolactin and autoim-
mune diseases have repeatedly cited that patients with
T1DM have hyperprolactinemia [4-9], which coupled with
the functions of prolactin in the immune system, has led to
posit a possible relationship between prolactin levels and
T1DM [1]. However, reports evaluating prolactin levels in
patients with T1IDM are heterogeneous and the results are
not consistent [10-12].

Prolactin has also shown beneficial effects on pancre-
atic cells, such as stimulating their proliferation, protecting
against apoptosis, favoring angiogenesis in pancreatic islet
transplants and increasing insulin production [13-15].
Conversely, the detrimental role that had been associated
with PRL in TIDM could be misunderstood. Therefore, in this

@ Open Access. © 2022 the author(s), published by De Gruyter. This work is licensed under the Creative Commons Attribution 4.0 International
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review the PRL functions on the immune system and
pancreatic beta cells, besides, the evidence showing the role
of prolactin in murine models and patients with TIDM are
summarized, in order to contribute to clarified PRL dual
effects.

Biology of prolactin and its receptor

PRL is a lactogenic hormone produced mainly by the lac-
totrophs cells of the anterior pituitary gland [16]. Its release
is stimulated by serotonin, thyrotropin-releasing hormone
and vasoactive intestinal peptide, and it is inhibited by
dopamine and opioids [16, 17]. More than 300 functions
have been described for PRL hormone, which fall into six
main categories 1) water and electrolyte balance, 2) growth
and development, 3) endocrinology and metabolism, 4)
brain and behavior, 5) reproduction, and 6) immunoregu-
lation and protection [18]. In humans, it has been shown
that the synthesis and secretion of this hormone is not
restricted to the pituitary gland, but is synthesized
extrapituitarily by other body tissues such as the decidua,
brain, adipose tissue, skin follicles, endothelial cells, and
immune cells [19].

Both pituitary and extrapituitary PRL are single-chain
globular proteins with 199 amino acids and have a mo-
lecular mass of 23 kDa [16]. However, several isoforms
resulting from posttranslational modifications have been
described that have different molecular weights. These
modifications can be phosphorylation, glycosylation and
proteolytic cleavage, in addition, PRL can polymerize
(macroprolactin) or interact with antibodies (bighig PRL)
[17, 20].

The PRL receptor (PRL-R) is a transmembrane protein
belonging to the class-1 cytokine receptor superfamily
[18]. Its gene is located on chromosome five in humans
and on chromosome 15 in murine, this gene encodes
different isoforms by the process of alternative splicing
[21]. The different isoforms exhibit an identical extracel-
lular domain, but differ in length and composition of the
intracellular portion. Depending on the size of the intra-
cellular region, the three main receptors are the long
(PRLR-L, 85-90 kDa), intermediate (PRLR-I, 65 kDa) and
short (PRLR-S, 42 kDa) isoforms. A soluble receptor for
PRL has also been described in humans [21, 22]. Expres-
sion of PRL-R has been demonstrated in cells of the brain,
retina, cartilage, skin, lung, heart, pancreas, liver, spleen,
thymus, intestinal tract, kidney, reproductive system, and
cells of the immune system such as B cells, T cells and
macrophages [18, 21].

DE GRUYTER

Prolactin and its effect on the
immune system

In 1930, the first evidence suggesting the involvement of
PRL in the immune system was reported by Smith and cols.
They observed that hypophysectomy in rats caused atro-
phy of the thymus [23]. In 1978, Nagy and Berci reported
that hypophysectomized rats developed immunodefi-
ciencies and these were restored by administration of PRL,
growth hormone and placental lactogen [24]. In later
studies, treatment of rats with the dopaminergic agonist
bromocriptine, which inhibits pituitary PRL secretion, was
observed to decrease the cellular and humoral immune
response; the immune response was restored upon
discontinuation of bromocriptine treatment [25]. There-
after, multiple roles of PRL in the immune system have
been reported. Early studies suggested a proinflammatory
role of PRL, but subsequent work has shown that PRL also
has anti-inflammatory and repair functions [18, 26]. In the
following, we will describe the main functions of this
hormone in the immune system.

Apart from the dopaminergic and hormonal control
of PRL, cytokines are able to regulate PRL secretion [27].
Interleukin (IL)-1, IL-2, IL-6 and tumor necrosis factor-
alpha (TNF-a) can act as paracrine or endocrine regula-
tors in PRL release, whereas endothelin 3, transforming
growth factor-beta (TGF-f) and interferon gamma (IFN-y)
inhibit its secretion [1, 28, 29]. In addition, several cells of
the immune system such as thymocytes and mono-
nuclear cells are able to synthesize PRL, and its synthesis
in these cells can be regulated by cytokines and hor-
mones [30-32].

Immune system cells such as T cells, B cells and
Natural Killer (NK) cells express PRL receptor [21, 33],
through which this hormone is able to mediate many
functions in the immune system, such as inducing pro-
liferation and differentiation of T cell precursors [34], in-
crease the adhesion of mononuclear cells with epithelial
cells, participate in the expression of the chemokine re-
ceptor CXCR3 and inhibit the suppressive capacity of
regulatory T cells [35, 36]. In addition, PRL is involved in
the expression of activation-related molecules CD69 and
CD154 on CD4+ T cells [37] and of CD69 and CD25 on CD8+
T cells [38]. Thus, PRL acts as a co-mitogen and coac-
tivator in T cells. In the case of B cells, prolactin increases
the maturation of these cells and the production of auto-
antibodies [39].

PRL also regulates cytokine secretion. For example, in
whole blood cells PRL is able to stimulate the secretion of
[FN-y, IL-12 and IL-10 [40], in dendritic cells PRL increases
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IL-12, TNF-a and IL1-B secretion [41], in mononuclear cells it
increases the secretion of IL-12 and TNF-a [42] and in acti-
vated T cells it favors the expression of IL-2 and IFN-y [37].
In these cases, PRL alone does not stimulate the secretion
of inflammatory cytokines; the effect is only observed when
the cells are stimulated with another molecule such
as lipopolysaccharide, phytohemagglutinin or Phorbol
12-myristate 13-acetate (PMA). For a broader review of the
functions of prolactin on the immune system we recommend
the following articles [1, 26, 33].

PRL also has anti-inflammatory functions. For example,
PRL reduces TNF-a and IL-1B expression in chorioamniotic
membrane explants in human term gestation [43] and de-
creases TNF-a, IL-1B and IL-6 secretion in lipopolysaccha-
ride (LPS)-stimulated human placentas [44]. In the nervous
system, PRL decreases glia activation [45, 46] and in lung
fibroblasts, PRL inhibits the expression of the enzyme
inducible nitric oxide synthase thereby blocking the pro-
duction of oxygen free radicals [47].

The dual function of PRL in the immune system has
been related to several factors such as: 1) the concentra-
tion of PRL, 2) the time of stimulation, 3) the isoform of
PRL, 4) the isoform of its receptor and 5) the presence of
cytokines and pathogen-associated molecular patterns
(PAMPs) in the medium [26]. For example, PRL induces
the production of TNF-a, IL-1p and nitric oxide (NO) in
bovine mammary gland epithelial cells, but when these
cells are stimulated with PRL in the presence of Staphy-
lococcus aureus the production of IL-1B, nitric oxide and
B-defensin decreases [48], furthermore, in the monocyte
cell line (THP1), PRL decreases IL1-B, TNF-a and IL-12
secretion, and increases IL-10 secretion when co-
administered with PAMPs from Micobaterium bovis, in
contrast when PRL acts alone in THP1 cells it has no effect
on cytokine secretion [49].

Prolactin effects in beta cells

PRL has functions related to glycemic control and homeo-
stasis in pancreatic beta cells. For example, PRL stimulates
beta cell proliferation, increases insulin synthesis, islet
vascularization and has anti-apoptotic effects (Figure 1)
[13-15]. Mice with reduced PRL receptor expression (Prlr +)
have elevated blood glucose levels, decreased B-cell
mass and decreased glucose-stimulated insulin secretion
compared to mice expressing normal levels of PRL receptor
(Prlr +/+) [501.

In the streptozotocin-treated mouse model, it has
been reported that mice lacking the PRL receptor show
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higher glucose levels and a higher rate of cases compared
to mice that do express the PRL receptor, in addition, mice
lacking the PRL receptor have a lower number of beta
cells, lower levels of surrounding insulin and increased
pancreatic inflammation [51]. Thus, PRL is a hormone
involved in pancreatic beta-cell homeostasis and ample
evidence supports its protective role in diabetes. Below,
we describe some of the functions mediated by PRL on
beta cells.

Anti-apoptotic effect

In rat pancreatic islet cultures, PRL prevents beta cell death
induced by inflammatory cytokines such as IFNy, TNFa
and IL-1B. This antiapoptotic effect was mediated through
the activation of signal transducer and activator of tran-
scription 3 (STAT3) and inhibition of the expression of
proapoptotic genes such as Bim small (BimS) and p53
upregulated modulator of apoptosis (PUMA) [15]. Other
studies in both rat and human pancreatic islets reported
that PRL also increases the expression of the anti-apoptotic
genes BCLx] (B-cell lymphoma-extra large) [15] and BCL2/
BAX (B-cell lymphoma two/BCL2 Associated X) [52], in
addition to inhibiting caspases -3, -8 and -9 [53].

Another mechanism by which PRL indirectly protects
against apoptosis is by increasing the expression of HSPB1
(heat shock protein B1), which is involved in the protection
against endoplasmic reticulum stress and apoptosis in
mouse beta-cell cultures. HSPB1 participates in the
augmented degradation of proapoptotic proteins [54, 55].
In addition, HSPBI1 also restores mitochondrial dysfunc-
tion in mouse insulinoma-derived MIN6 cells exposed to
inflammatory cytokines [56].

Proliferative effect

PRL has been shown to promote proliferation, growth and
insulin production in pancreatic beta cells by activating the
transcriptional factor signal transducer and activator of
transcription 5 (STAT5). Mice deficient in functional STATS
show reduced beta-cell proliferation and are more sus-
ceptible to develop diabetes upon treatment with low-dose
streptozotocin [57]. In mouse islets during pregnancy,
signaling through the STAT5, Akt and ERK(Extracellular
signal-regulated kinase) pathway induces expression of
survivin; a protein involved in apoptosis inhibition and cell
cycle regulation, and which is required to mediate the
proliferative effect of PRL [58].
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Figure 1: Modular effect of prolactin in type 1 diabetes mellitus. Prolactin participates in the control of inflammation by stimulating immune
system cells such as T cells and B cells, in addition, it reduces the suppressive capacity of regulatory T cells (T reg). Mediators released by immune
system cells induce apoptosis in pancreatic beta cells. In turn, prolactin is converted to vasoinhibins by the action of proteases; these
vasoinhibins have apoptotic, anti-angiogenic and vasoconstrictive effects. On the other hand, prolactin has positive effects on beta cells such as
reducing apoptosis by regulating the expression of apoptotic and anti-apoptotic genes (see text) and inducing the expression of heat shock
protein B1(HSPB1). In addition, prolactin stimulates beta-cell proliferation by inducing survivin and serotonin expression, inducing angiogenesis.

In the INS-1 beta cell line it was observed that PRL stim-
ulates proliferation in a glucose concentration-dependent
manner, at low glucose concentrations phosphorylation
of phosphatidylinositol-3’-kinase (PIK-3) occurs through
Insulin Receptor Substrate (IRS)-2, at physiological con-
centrations through IRS-4 and at high concentrations
through IRS-1 [59]. This dependence on glucose concen-
tration to induce proliferation has also been reported for
growth hormone and hepatocyte growth factor in the INS-1
beta cell line [60, 61].

Some indirect mechanisms through which PRL in-
duces beta-cell proliferation is by inducing serotonin
expression through STATS5 activation [62]. In C57BL/6]
mice, serotonin induces beta-cell proliferation in an auto-
crine and paracrine manner through interaction with
serotonin receptor 2B (HTR2B), in addition, intracellular
serotonin has antioxidant functions that mitigate oxidative
stress and increase survival in mice treated with alloxan, a
diabetogenic toxin [63, 64].

During pregnancy, beta-cell proliferation increases as
a mechanism of adaptation to new physiological de-
mands [65, 66], and since PRL secretion is increased
during pregnancy, it has been proposed that this hormone
has a fundamental role in homeostatic control in this
period [67].

Angiogenic effect

PRL stimulates angiogenesis in pancreatic islets and has
been shown to be effective in promoting transplantation
vascularization in murine models [68]. In C57BL/6 mice, it was
ohserved that if pancreatic islets were treated with PRL before
transplantation, there was a 50% increase in vascular
density compared to mice that received pancreatic islet
transplants not treated with PRL [68]. In this study, an
increase in blood perfusion, oxygen tension and graft
volume was also observed in PRL-treated transplants [68].
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This angiogenic effect of PRL is mediated by activation
of STAT5, whose activation is required to induce migration,
invasion and formation of tubular structures by endothe-
lial cell lines [69, 70]. The angiogenic functions of PRL have
been extensively reviewed by Clapp et al. (2008 and 2009),
and Yang and Friedl (2015) [69, 71, 72].

The angiogenic effect of PRL dependent on its con-
version to vasoinhibins, which are fragments of PRL with
antiangiogenic, proapoptotic and vasoconstrictive prop-
erties [73]. This conversion is performed by proteases such
as cathepsin D and matrix metalloproteases [73]. The
conversion of PRL to vasoinhibins takes place in the
anterior pituitary gland, but they can also be generated in
target tissues [74]. In streptozotocin-treated rats, hyper-
prolactinemia has been proposed to protect against dia-
betic retinopathy -despite the fact that PRL has an
angiogenic function-due to the conversion of PRL to vas-
oinhibins in the eye [75].

Type 1 diabetes

T1DM is a chronic autoimmune disease in which there is
selective destruction of the B-cells of the pancreas. It can
occur at any age, but its highest incidence is seen in chil-
dren under 15 years of age, most often in preschool and
especially prepubertal age (DiMeglio et al., 2018). It is not
known what triggers the immune response against f-cells
or whether it is a stochastic event. Several factors have
been linked to the development of TIDM such as diet,
vitamin D insufficiency, decreased gut-microbial diversity,
obesity, genetic load and infections [76, 77].

T1DM has long been associated with a T cell-mediated
immune response [78], this is due to the association of
T1DM with human leukocyte antigens (HLA) genes [79, 80],
the presence of autoreactive CD4+ and CD8+ T cells against
pancreatic islet antigens [81], and decreased suppressive
capacity of regulatory T cells [82], in addition, B cells are
involved in antigen presentation to T cells and autoanti-
body production, and B cell depletion delays disease pro-
gression [83-85].

Prolactin and its relationship to
type 1 diabetes

High levels of PRL have heen associated with various
autoimmune diseases, probably due to increased
bidirectional communication between the immune and
endocrine systems and the inflammatory functions of PRL.
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Hyperprolactinemia has been described in some autoim-
mune diseases such as rheumatoid arthritis, systemic
lupus erythematosus, and TIDM [1, 8]. In the following
sections we discuss the evidence supporting the involve-
ment of PRL in the etiopathogenesis of TIDM in both mu-
rine models and humans.

Studies in murine models

Early approaches to the effect of PRL on glycemia in dia-
betes were addressed with the use of D2-dopaminergic
agonists such as bromocriptine. These agonists inhibit the
pituitary release of PRL and treatment with them has
shown a beneficial effect in autoimmune diseases such as
arthritis, uveitis and systemic lupus erythematosus [86,
87]. However, in the case of TIDM, the results of bromo-
criptine treatment have not been consistent.

A study in NOD mice, a murine model of TIDM, showed
that when hypoprolactinemia was caused by subcutane-
ous injection of CB-154 (2-bromo-alpha-ergocryptine) there
was a decrease in the incidence of diabetes in female mice
[88]. However, another study in NOD mice, a spontaneous
model of autoimmune type 1 diabetes, reported that
intraperitoneal bromocriptine treatment accelerated the
development of diabetes in male mice and increased the
number of islets with perinsulitis [89]. Subsequently, it was
determined that the difference in these results is related to
the route of administration of bromocriptine, since intra-
peritoneal administration favors hyperglycemia [90].

The difficulty in analyzing the results obtained with
bromocriptine is due to the fact that it does not inhibit
extrapituitary PRL synthesis [91, 92|, furthermore, it has
been described that bromocriptine induces hyperglycemia
through D2-dopaminergic receptor-dependent signals in
NOD mice [90] and this hyperglycemic effect may mask the
immunomodulatory effect of PRL.

Another method of addressing the question was the
administration of PRL in several murine models of dia-
betes, where a beneficial effect of PRL has been shown. For
example, mice treated with streptozotocin plus PRL had
less insulitis and lower elevation of glucose levels than
mice treated with streptozotocin alone [93]. This protective
effect was related to a shift of the inflammatory response
profile towards a Th2 type by PRL, as it induced an increase
in the percentage of IL-10 positive spleen cells and reduced
the expression of IL-1p and TNFa mRNA [94].

The beneficial effect of PRL administration has not
only been related to its immunomodulatory capacity, but
also to its ability to protect from apoptosis and induce beta-
cell proliferation. Therefore, PRL has been applied as a
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complementary treatment in transplantation and immu-
notherapies. For example, PRL treatment improves beta
cell function in mice that have received fetal pancreas
transplantation, in which an improvement in revasculari-
zation, blood perfusion and oxygen tension is observed
[95], this improvement in transplantation was also
observed when human islets were transplanted in synge-
neic mice [68].

As for T-cell depletion therapy with anti-CD3, co-
treatment with PRL has shown extra benefits. For example,
in a study in NOD mice, co-treatment with anti-CD3 plus
PRL was observed to normalize glycemia levels and
improve the remission rate compared to treatment with
anti-CD3 alone, furthermore, co-treatment increased the
rate of beta-cell proliferation, pancreatic insulin content
and glucose-stimulated insulin release [96].

Studies in animal models seem to support a beneficial
effect of PRL in T1DM, and not something detrimental as
expected due to its proinflammatory effects. However, PRL
can mediate different functions depending on its concen-
tration and the inflammatory mediators present in the
medium as discussed above [26]. This concentration-
dependent effect of PRL has also been observed in glyce-
mic control, Treatment of rats with high doses of PRL
(250 pg/kg bw/12 h) has been reported to cause glucose
intolerance, hyperinsulinemia and insulin resistance, but
lower PRL concentrations (25 pg/kg bw/12 h) improvement
of insulin secretion and sensitivity [97]. Therefore, the
concentration and route of admiration should be consid-
ered in future studies.

Clinical studies

Hyperprolactinemia has been reported in patients with
T1DM. For example, in a study of 58 male patients
with T1DM, it has been reported that patients have
high PRL levels compared to healthy patients [10].
Another study in 181 patients with type 1 and 2 diabetes
mellitus found that diabetic subjects had higher plasma
PRL levels compared to healthy subjects (32.8 + 4 ng/mL
vs. 16.3 + 1.7 ng/mL) [75].

This increase in PRL levels in patients with TIDM has
not been consistent, as other studies report a decrease in
PRL in TIDM. For example, in a study of 11 patients with
poortly controlled T1DM, the serum PRL concentration was
found to be 5.5 + 0.42 ug/L, which was significantly lower
than the PRL concentrationin healthy individuals
(9.3 + 0.86 pg/L) [11]. In addition, other studies have found
no difference in PRL concentration between patients with
TIDM and healthy individuals [12, 98-100]. Treatment
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seems not to affect PRL concentration in patients with
T1DM, as neither insulin, nor metformin affects its con-
centration [98, 101].

Some authors propose that alterations in PRL homeo-
stasis, in patients with T1DM, are related to the control of
secretion, so that the PRL level depends on the time at
which the sample is taken. A study in 14 children with
newly diagnosed T1DM found no difference in serum PRL
levels compared with healthy individuals; however, when
PRL release was stimulated with thyrotropin-releasing
hormone (TRH), an increased response was observed [102].
In patients with TIDM it has been reported that
hypoglycemia-stimulated PRL secretion is impaired, since
the plasma glucose levels required to stimulate PRL release
are lower in patients with well-controlled TIDM compared
to patients with uncontrolled TIDM and healthy in-
dividuals [103].

Studies on PRL secretion have also been inconsistent,
as a study of pulsatile and circadian PRL release patterns
indicates a decrease in secreted PRL or rapid metabolic
clearance in patients with diabetes, rather than an increase
[11]. On the other hand, a study in 30 patients with TIDM
found no change in PRL secretion upon stimulation with
TRH compared to patients with type 2 diabetes mellitus and
healthy individuals [104]. The heterogeneity in results is a
consequence of the multiple factors that can affect PLR
homeostasis such as hormones, neurotransmitters, cyto-
kines and circadian rhythm [16, 19, 26].

The concentration of PRL in patients has also been
related to the clinical manifestations of the disease. For
example, diabetic patients without retinopathy have higher
serum PRL levels compared to patients with retinopathy
(diabetics with severe retinopathy: 26.7 + 2.7 ng/mL and
diabetics without retinopathy: 34.1 + 3.6 ng/mL) [75]. This
protective effect of PRL in retinopathy has been related to its
ability to convert to vasoinhibins [75]. In addition, the serum
PRL level in women with TIDM with ketoacidosis or severe
ketonuria was lower compared to women with DM1 without
ketoacidosis [105]. Another study in women of childbearing
age with a diagnosis of TIDM showed that PRL concentration
correlated negatively with HbAlc (glycosylated hemoglobin)
and daily insulin dose, indicating better glycemic control in
patients with higher PRL levels [106]. Thus, observational
studies in patients seem to indicate that prolactin has a
beneficial effect in TIDM.

Conclusions

Although several autoimmune diseases have been associ-
ated to hyperprolactinemia; howver, the studies related to
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PRL levels and T1DM are inconclusive, due to those results
are observational and heterogenous. Conversely, studies in
murine models have shown that PRL have beneficial ef-
fects on maintaining beta-cell function and protecting
them from apoptosis. In addition, some studies in TIDM
patients have shown that high levels of PRL correlate with
better disease control. Prolactin treatment seems to be a
promising strategy to improve beta-cell vascularization and
proliferation in transplantation and immunotherapies. Thus,
the hypothesis that high levels of PRL are detrimental in
TIDM should be reconsidered. Finally, in future studies
evaluating the clinical potential of PRL in TIDM it is important
to consider the doses and route of administration.

Highlights

-~ Prolactin is involved in several processes related to the
etiology of type 1 diabetes mellitus, such as activation
of the immune system, angiogenesis, and beta-cell
survival and proliferation.

— Observational studies evaluating prolactin levels in
patients with type 1 diabetes mellitus are not
consistent.

— Studies in murine models have shown that prolactin
enhances vascularization and proliferation in
pancreatic islets.

—  Further studies are required to assess the positive and
negative aspects of prolactin-based therapies.
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Abreviaturas

Tabla A2. Lista de abreviaturas.

Abreviatura
ADC
AJCC
AKT
ALK
ANG-2
APC
b-HCG
BSA
c-src
cAMP
CCL5
CCNDI
CEPB
CP
CPCNP
CPCP
CypA
DAPI
DMEM
DNA
DPPC
EGFR
FS
GAPDH
GLOBOCAN
GTP
HE4
HGF
IFN I
IGFBP-1
IL-1

Definicion
adenocarcinoma
American Joint Committee on Cancer
proteina cinasa B
cinasa del linfoma anaplésico
angiopoyetina-2
poliposis adenomatosa coli
gonadotropina coridnica humana beta
albumina de suero bovino
cinasa de sarcoma celular
monofosfato de adenosina ciclico
ligando 5 de quimiocina (motivo C-C)
ciclina D1
proteina potenciadora de union a CCAAT
cancer pulmonar
cancer pulmonar de células no pequefias
cancer pulmonar de células pequefias
ciclofilina A
4' 6-diamidino-2-fenilindol
Dulbecco's Modified Eagle Medium
acido desoxirribonucleico
dipalmitoilfosfatidilcolina
receptor del factor de crecimiento epidérmico
folistatina
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
Global Cancer Observatory
trifosfato de guanosina
proteina epididimal humana 4
factor de crecimiento hepatocitario
interferon tipo I
proteina de unidn a la hormona del crecimiento tipo 1

interleucina 1
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Abreviatura

IL-2
IL-6
JAK
KEGG
KRAS
KTNI1
LDHB
LUAD
MAPK
MEC
MET
MIF
MT-RNR1
NIMS811
NIVO
oPRL
PAI-1
PBS

PC
PDC-E2
PIK3CA
PRL
PRLR
Raf
RAS
RIN
RIPA
RNA
ROS1
RPL22L1
RTK
SAA
SFB

Definicion
interleucina 2
interleucina 6
cinasas de la familia Janus
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
oncogén homologo al virus Kirsten de sarcoma de rata
Proteina 1 asociada al cinetocoro
lactato deshidrogenasa B
lung adenocarcinoma
proteina cinasa activada por mitdgeno
célula epitelial mamaria
receptor del factor de crecimiento de hepatocitos
factor inhibidor de la migracion de macrofagos
ARN 128 codificado mitocondrialmente
N-metil-4-isoleucina ciclosporina
nivolumab
prolactina ovina
inhibidor del activador del plasmindgeno-1
solucion salina tamponada con fosfato
fosfatidilcolina
subunidad E2 del complejo piruvato deshidrogenasa
fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato 3-cinasa
prolactina
receptor de prolactina
protooncogén serina/treonina-proteina cinasa
protooncogén GTPasa
numero de integridad del ARN
tampon de ensayo de radioinmunoprecipitacion
acidoribonucleico
protooncogén ROS 1
proteina ribosémica L.22
receptor tirosina cinasa
proteina amiloide A sérica

suero Fetal Bovino

83



Abreviatura
SSBP1
STAT
STK11
SYNE2
TBS
THBSI
TP53
THSP
TTR
UCSC XENA
VEGF
Wnt

Definicion
proteina de union a DNA monocatenario 1
transductor de sefial y activador de la transcripcion
serina/treonina cinasa 11
proteina de envoltura nuclear con repeticiones de espectrina 2
solucion salina tamponada con Tris
Trombospondina 1
proteina tumoral p53
trombospondina
transtiterina
University of California, Santa Cruz Xena
factor de crecimiento vascular endotelial

sin alas/integrado
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