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RESUMEN

El trifico de leucocitos desde la circulacién a tos tejidos depende de su adhesion al
endotelio de los vasos sanguinecs. Este proceso es regulado por maltiples citocinas
producidas por diversos tipos celulares. Una de las citocinas que podrian regular este
proceso es la PRL, ya que es producida por y tiene efectos sobre diversas células del
sistema inmune, ademis de gque el endotelio produce PRL capaz de modificar
autbcrinamente su funcionamiento. El proposito de este estudio fué el de analizar la posible
participacién de la PRL en la regulacién de la adhesion de los leucocitos al endotelio. Para
este fin células mononucleares de sangre periférica humana (PBMC) fueron marcadas con
SI'Cr e incubadas con células endoteliales de vena umbilical humana (HUVEC)
previamente tratadas con interleucina-1. La radioactividad de las células adheridas a las
HUVEC permiti6 cuantificar la adhesién entre ambos tipos celulares. La incubacién de las
PBMC con diferentes concentraciones de PRL estimulé significativamente (p<0.05) su
adhesién a HUVEC. Un efecto similar se observé con el fragmento amino-terminal de 16
kDa de la PRL. Ambos efectos fueron comparables al obtenido con interleucina-2,
molécula ya caracterizada como promotora de la adhesién de leucocitos a endotelio.
Adicionalmente la incubacién de las PBMC con tres anticuerpos monoclonales anti-PRL
pero no con anticuerpos preinmunes, redujo significativamente (p<0.05) su adhesién a
HUVEC. Los resultados obtenidos en este estudio son consistentes con una posible
estimulacién parécrinafautcrina de la PRI sobre la adhesion de leucocitos al endotelio

vascular.
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INTRODUCCION

Durante mucho tiempo las células endoteliales (CE) fueron consideradas
solamente como células pasivas encargadas de revestir los vasos sanguineos y sin la
capacidad de ser activadas por los componentes del plasma sanguineo. Sin embargo,
actualmente se sabe que dependiendo de las sefiales extracelulares a las que sean
expuestas, estas células son capaces de experimentar cambios en la expresion de genes, lo
que les permite participar activamente en diferentes procesos como la trombosis, la
reaccién inmune y el desarrollo de algunas enfermedades entre otros (Mantovani et al.,
1992).

Desde hace varios afios se sabe que los leucocitos y las CE pueden interactuar a
través de un didlogo molecular mediado por polipéptidos llamados citocinas las cuales
pueden ser producidas tanto por el endotelio como por los leucocitos y actuan tanto de
manera autécrina como parderina (Mantovani, 1992). Moléculas como la interleucina-1
(IL-1), el interferon gamma (INF-y), el factor de crecimiento de endotelio vascular
(VEGF), el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), los factores estimuladores de
colonias de granulocitos y de granulocitos macréfagos (G-CSF y GM-CSF) son producidas
por y tienen efectos en ambos tipos celulares, mientras que el factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-o} y la intetleucina-4 (IL-4) son producidos por las células del sistema inmune
(SI) y tienen diferentes efectos sobre las CE. Por su parte el endotelio produce y secreta
interleucina-6, 8 (IL-6, IL-8), factores estimuladores de colonias de macrofagos (M-CSF),
etc. que son capaces de activar diversos mecanismos en los diferentes tipos de leucocitos.
Relacionado también con la interaccién entre endotelio y leucocitos se conoce bien que las
CE pueden funcionar como células presentadoras de antigeno (APC) y de esta manera
activar a los linfocitos T (Hughes et al., 1990a). De igual manera se sabe de la capacidad de
las CE para aumentar, mediante un mecanismo dependiente de contacto entre los dos tipos
celulares, la produccién por parte de las linfocitos T ayudadores (Th) de una de las
interleucinas méds importantes en el desarrollo de la respuesta inmune celular, la IL-2

(Swain, 1991; Guinan et al., 1989; Hughes et al., 1990b). La interacci6n entre las CE y los



leucocitos es crucial en la respuesta inmune, ya que de esta manera se regula el trifico de
las células inmunocompetentes del torrente sanguineo a los diferentes tejidos (Roitt et al.,
1996; Springer, 1994; Stoolman, 1989; Dustin y Springer, 1991).

TRAFICO DE LEUCOCITOS

Las células del SI deben “vigilar” constantemente la presencia de pat6genos
infecciosos en el organismo para que en caso de encontrarse con un antigeno se promueva
la acumulacion de células leucocitarias en los sitios de dafio o infeccién. Esta tarea de
vigilancia se lleva a cabo de manera eficiente gracias 2 las propiedades de circulacién y
migracién que los leucocitos poseen, lo que les permite moverse continuamente no sélo de
los 6rganos linfaticos al torrente sanguineo sino ademds al interior de los tejidos del

organismo (Roitt et al., 1996).

Para que el movimiento de las células blancas del SI hacia los tejidos se lleve a cabo
es necesaria la intervencién de diferentes familias de moléculas que juegan papeles
diferentes en este proceso. Actualmente existe un modelo llamado cédigo de drea (area
code)(Fig. 1) que explica los diferentes patrones de migracién de linfocitos monocitos y
granulocitos a los diferentes tejidos, este modelo consta de tres etapas basicas. En la
primera el leucocito que es arrastrado por el flujo sanguineo se une al endotelio mediante
selectinas y empieza a rodar por encima de él. Existen cuando menos tres tipos diferentes
de selectinas: la selectina-P (presente en plaquetas y CE), la selectina-E (inducible en
plaquetas y CE) y la selectina-L (expresada por todos los leucocitos circulantes). Estas
moléculas comparten un dominio extracelular N-terminal tipo lectina dependiente de Ca™,
un numero variable de dominios homélogos a los de las proteinas control def complemento
y un dominio también extracelular relacionado al factor de crecimiento epidérmico (EGF).
Los ligandos de estas moléculas son carbohidratos sialilados presentes en la membrana de
diferentes células (Springer, 1994). Una vez que los leucocitos ya se han detenido y se
encuentran fijos al endotelio entonces da inicio la segunda etapa en la que, ademas de la

participacién de las selectinas, los quimioatractores se encargan de promover la activacion



de los leucocitos. Los quimiatractores juegan un papel trascendental en la regulacion de
diferentes genes, modulan la afinidad por su ligando de las moléculas de adhesion de los
leucocitos, participan en la quimiotixis (migracién dependiente de la concentracién de
molécula) y en la haptotaxis (migracién dependiente de la adhesividad del sustrato). Estos
mensajeros se dividen en tres grupos principales: los quimioatractores clisicos (C5a,
leucotrieno B4, etc.), las quimiocinas C-X-C (IL-8, ENA-78, etc.) y las quimiocinas C-C
(MIP-1, MCP-1, RANTES, etc.). Estas moléculas pueden ser producidas por el endotelio,
los leucocitos o por las células del tejido y llevan a cabo su efecto uniéndose a su receptor
especifico que activa la via de la fosfolipasa C mediante proteinas G (Springer, 1994; Lloyd
et al,, 1996). En la etapa final la interaccién de los leucocitos con las CE se fortalece y se
inicia su migracion hacia el tejido, durante esta etapa participan quimioatractores ademas
de moléculas de adhesion que pueden ser de dos tipos principalmente: integrinas (Mac-1,
LFA-1, etc) o moléculas de adhesién pertenccientes a la superfamilia de las
inmunoglobulinas (ICAM-1, VCAM-1, etc.); a estas nltimas pertenecen principalmente las
moléculas de adhesion endotelial. Las integrinas son moléculas de adhesién formadas por
dos subunidades unidas no covalentemente (o y B) que atraviesan la membrana celular y
son probablemente las moléculas de adhesion mds versatiles, ya que existen diferentes tipos
de subunidades o y P que pueden combinarse. Estas moléculas se agrupan en tres
categorias principales dependiendo de la subunidad P que posean y su funcién, aunque
existen algunas excepciones. Las integrinas f§; suelen estar relacicnadas con la unién de las
células a la matriz extracelular; las integrinas B; y Bs intervienen en la adhesion célula a
célula, particularmente las primeras median la adhesion de leucocitos a endotelio o a otras
células inmunes, mientras que las segundas participan en las interacciones de plaquetas y
neutr6filos en los sitios de inflamacion o de dafio vascular. Dado que la afinidad de las
integrinas por su ligando es ripidamente regulada por la célula que las expresa, al parecer
mediante cinasas y fosfatasas, se ha ‘propucsto que las integrinas son las responsables
directas del desplazamiento que llevan a cabo los leucocitos al migrar al espacio
extravascular, esto a través de una regulacién secuencial de su afinidad que produce sitios
de mayor adhesividad en la membrana de la célula (Springer, 1994; Dustin y Springer,
1991; Shimizu et al., 1991; Van Seventer et al,, 1990). Por su parte las moléculas de

adhesién endotelial pertenecientes a la superfamilia de las inmunoglobulinas son



expresadas basalmente o inducibles en el endotelio u otros tipos celulares por los
diferentes mediadores de inflamacién (TNF, IL-1, etc.). Los ligandos de estas proteinas son
las integrinas y existen varios miembros de esta familia que pueden ser reconocidas por
més de una integrina. Ademds se ha descrito un miembro de este grupo de moléculas
(MAdCAM-1) que posee una region tipo mucina que le permite ser reconocida no sélo por
integrinas, sino también por selectinas (Springer, 1994; Dustin y Springer, 1991; Shimizu et
al., 1991).

3b MIGRACION

3aFORTALECIMIENTO
1b RODAMIENTO

2 ACTIVACION
1a UNION ASO
[S—— [— [ < >
I SELECTINAS
' QUIMIQOATRACTORES
I INTEGRINAS

FIGURA 1. El modelo de cadigo de area para el trafico de leucocitos. En el esquema se ven las tres
etapas que lleva a cabo un leucocito durante su migracion al espacio extravascular. Las barras
inferiores representan los periodos aproximados en los cuales las diferentes moléculas entran en
accién. Durante estos tres pasos tanto las CE como los leucocitos participan activamente en el
proceso mediante la expresidn, secrecion o activacion de las diferentes moléculas.

El patrén de movimiento de granulocitos, linfocitos o monocitos hacia los diferentes
tejidos es diferente dependiendo de la subpoblacién y del tejido del que se trate. Estas
diferencias parecen deberse al tipo de selectinas, integrinas, quimioatractores y moléculas

de adhesion endotelial que participan en cada caso. Para poder entender el porque las




células inmunes presentan diferentes patrones de migracion debe considerarse también que
todas estas moléculas relacionadas con el trafico de leucocitos se expresan de manera
diferencial dependiendo del tipo de leucocito o endotelio del que se trate. En la figura 2 se
representan esquematicamente algunas de esta moléculas con sus ligandos y se ejemplifica
como ¢l modelo del cddigo de &rea basado en esta gran variedad de moléculas explica la
diferente movilidad de las células del SI dependiendo del tejido del que se trate (Springer,
1994; Gao e Issekutz, 1996).

MCP-iR IL4R ChaR PAFR
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£
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LEUCOCITO

ENDOTELIO

Figura 2 Algunas de las diferentes moléculas que intervienen en el trafico de leucocitos. Segin el
modelo de cddigo de drea un leucocito que presente selectina-L rodara sobre ¢l endotelio que
exprese CD34, pero de todos [os leucocitos que hayan rodado, si el endotelio secreta IL-8, solo los
leucocitos con receptores para IL-8 favoreceran su interaccién con el endotelio y finalmente, si el
endotelio expresa VCAM-1 iniciardn su movimiento hacia el tejido los leucocitos que expresen
VLA-4. Asi pues los diferentes patrones de migracién de leucocitos se deben a una seleccién basada
en el tipo de moléculas que expresen ambos tipos celulares (Figura tomada de Springer, 1994).

El transito de leucocitos entre los 6rganos linfaticos, el torrente sanguineo y los

tejidos se lleva a cabo continuamente en todo el organismo, sin embargo es durante el




proceso inflamatorio cuando el movimiento y acumulacién de leucocitos en el tejido se
incrementa considerablemente. Existen diferentes enfermedades como el cancer, el
sindrome de filiracién capilar , el SIDA y algunas otras en las que el proceso de migracién
de leucocitos se encuentra alterado, o cual pone en evidencia la importancia que tiene la
extravasacion de leucocitos para la sobrevivencia del organismo (Jain et al., 1996; Clauss et
al., 1991; Vaillant et al., 1993; Ohkubo et al,, 1991; Mier et al., 1989; Dhawan et al., 1995)

LA PROLACTINA Y SUS RECEPTORES

Hace ya varios afios que se reconoci6 la interaccién existente entre las células de
los sistemas, inmune, nervioso y endécrino, de tal forma que hoy se habla de un sélo
sistema integral llamado neuroinmunoendécrino. Esta integracién hace referencia a la
capacidad que tienen las células de cada uno de estos sistemas para regular mutuamente sy
actividad y funcidn a través de diferentes mensajeros. Por ejemplo se ha demostrado que el
estrés puede modificar la inmunocompetencia de los organismos (Glaser, 1990); que
péptidos secretados por los leucocitos pueden regular la secrecién de hormonas por parte de
las glandulas endécrinas (Spangelo, 1989); o bien que las hormonas pueden funcionar
como reguladoras de la respuesta inmune (Murphy et al., 1995; Berczi, 1997). Respecto a
esto ultimo, hace ya varias décadas se encontraron las primeras evidencias de que las
hormonas hipofisiarias tienen un papel en la regulacién de la respuesta inmune. Smith en
1930 demostr6 que la pituitaria anterior es imporiante para mantener la integridad del timo;
mids tarde se encontrd evidencia sobre la relacién entre la pituitaria anterior y el sistema
linfoide (Pierpaoli, 1967; Pierpaoli y Sorkin, 1968). Diane Russel (1988b) realizd una de

las primeras revisiones sobre el papel de la prolactina (PRL) en la inmunomodulacién.

La PRL es una hormona proteica descubierta hace mas de 60 afios (Riddle, 1932),
que es codificada por un s6lo gen en todas las especies. En el humano el gen se localiza en
el cromosoma 6 y cuenta con cinco exones y cuatro intrones. En su forma nativa esta
proteina pesa 23 kDa y consta de aproximadamente 199 residuos de aminodcidos

dispuestos en cuatro «t-hélices organizadas en un asa de cuatro hélices antiparalelas (Figura



3). Sin embargo se han descrito diferentes variantes de PRL que son producto de
modificaciones postranscripcionales  (procesamiento  alternativo del mRNA) o
postraduccionales (proteolisis, desaminacion, glicosilacion, fosforilacién, sulfatacion,
dimerizacién o polimerizacién)(Sinha, 1995). Una de las variantes mejor conocidas es la
PRL cortada que fue descrita per Mittra (1980), esta variante descrita para rata y humano
puede generarse mediante proteolisis enzimdtica entre la tirosina 145 y la Leucina 146
(Clapp et al., 1993b; Sinha, 1993). La reduccion del puente disulfuro intermedic de la
PRL cortada produce dos fragmentos: uno de 16 kDa correspondiente al extremo N-
terminal y otro de 7 kDa correspondiente al C-terminal (Sinha, 1995).

Figura 3. Representacion de listén
para la estructura tridimensional de la
prolactina, modelada en base a
estudios cristalograficos.

La PRL es producida y secretada principalmente por la adenohipéfisis, aunque
también se han reportado muchos mas tejidos en los que esta hormona se produce, entre
ellos la placenta, el utero, el cerebro, el S, la prostata, la glandula lacrimal, ete. (Sinha,
1995; Ben Jonathan et al., 1996). Recientemente se ha reportado la expresién del gen de
PRL en el endotelio (Clapp et al., 1998, Wu et al., 1996). Los efectos mds conocidos de

esta hormona son los que ejerce sobre la glindula mamaria y el sistema reproductor, sin



embargo se han descrito alrededor de 200 acciones mas de la PRL en varias especies de
vertebrados, algunas de ellas son la osmorregulacién, el crecimiento, la inmunorregulacion
y recientemente se ha propuesto su participacion en la formacién de vasos capilares
sanguineos, proceso conocido como angiogénesis (Bole-Feysot et al., 1998; Clapp et al.,
1998).

Para llevar a cabo su amplia gama de efectos es necesario que esta hormona se una a
receptores membranales, de los cuales existen diferentes variantes algunas ya
caracterizadas. Los receptores para PRL ya clonados pertenecen a la superfamitia de
receptores para citocinas/hematopoietina que incluyen los receptores para hormona de
crecimiento (GH), interleucina-2 y 7 (IL-2p y y, IL-7), GM-CSF, y otras. Esta superfamilia
de receptores se caracteriza por tener dos dominios extracelulares (en los que se encuentran
4 cisteinas conservadas y el motivo triptofano-serina WS) y dos regiones intracelulares
conservadas ]lamadas caja 1 y caja 2. Hasta hoy se han descrito tres isomorfos de] receptor
de PRL resultado del procesamiento alternativo del RNAm: el largo, el intermedio y el
corto, los cuales varian tinicamente en el tamafio de su regidn intracelular. Asi mismo se ha
encontrado en algunos fluidos una forma soluble del receptor producto de un procesamiento

enzimatico del recepter membranat (Postel-Vinay, 1996).

Para que el receptor 2 PRL se active es necesario que haya una homodimerizacién
de dos receptores, lo que implica que la PRL posee dos sitios de union al receptor. L.a union
entre el receptor y la hormona se establece cuando la PRL es reconocida en su sitio de
unién 1 por un primer receptor y posteriormente la misma molécula es reconocida en su
sitio de unién 2 por un segundo receptor. A este mecanismo de activacién del receptor de
PRL se¢ le conoce como el modelo de dimerizacion (Fig. 4) (Fuh, et al., 1993; Bole-Feysot
etal., 1998).

La cascada de sefializacion del receptor a PRL incluye la fosforilacion de diferentes
sustratos intracelulares entre los que sobresalen las cinasas de la familia Janus
(principalmente JAK 2 activada por las tres isomorfos del receptor clonado); transductores

de sefial y activadores de transcripcién (STAT 1, 3 y 5), que pueden ser activados por las



JAK's 0 cinasas de la familia Src (Fyn). Estos eventos tienen como resultado a su vez la
activacion de distintos sustratos intracelulares que son capaces de regular la expresion de
diferentes genes. En la figura 5 se presenta un esquema de las vias de sefializacién para el
PRL-R y algunos de los genes que regula de manera directa e indirecta (Bole-Feysot et al.,
1998; Kooijman, 1996; Yu-Lee et al., 1998; Yu-Lee, 1997).

Inactivo

Activo

Figura 4 La activacion del PRL-R se basa en la dimerizacion inducida por PRL. En un paso inicial
la PRL se une a un PRL-R mediante su sitio de uridén 1 formandose asi un complejo hormona-
receptor inactivo. Enseguida la PRL se une mediante su sitio de uni6n 2 a otro PRL-R lo que lleva a
la homodimerizacién y activacion del receptor (Tomado de Bole-Feysot et al., 1998)

Ademas de estos receptores ya clonados existen evidencias experimentales que
indican la existencia de receptores especificos para el fragmento N-terminal de 16 kDa de
la PRL, que no es activado por otras prolactinas incluyendo la PRL 23 kDa. Aunque su
secuencia y mecanismos de sefializacion son desconocidas, las evidencias indican que estos
receptores para PRL 16kDa parecen ser funcional y estructuralmente diferentes a los

receptores ya clonados (Clapp y Weiner, 1992).



GENES REGULADOS DIRECTAMENTE
RF-1, c15, ¢-Fos, c-Mye,
Gfkl, Hsp 70, INF gamma,
beta-scting, Pim-1,

EXPRESION DE GENES

GENES REGULADOS INMRECTAMENTE
IFN-bet, [L-Ratfa, INOS,
PKR, IL-5, IL, IRF-2,
VCAM 53, ICE, Angiotzasiza tipall,
MHC de clase 1, LMP 1, e,

Figura 5. Representacidn esquemdtica de las vias de sefializacién del PRL-R. El PRL-R activa a
Stat 1, Stat 3 y principalmente a Stat 5. La interaccion de Stat 5 con el Receptor a Glucocorticoides
(GR) ya se ha reportado. La via de la cinasa MAP involucra la cascada de Shc, Grb2, Sos, Ras y
Raf y al parecer también es activada por la isoforma corta del receptor, el cual también activa la via
de Jak 2 y de Fyn. Se han propuesto conexiones entre las vias de Jak, Stat v MAPK. Las
interacciones entre el PRL-R y cinasas de la familia Src, SHP2, IRS-1, PI-3 y otras moléculas de
transduccién ain no estén claras (Tomado de Bole-Feysot et al,, 1998).

LA PROLACTINA Y EL SISTEMA INMUNE

Actualmente la PRI es considerada como una citocina. Desde fines de la década
pasada se han hecho trabajos con diversas especies en los que se describe la produccion de

PRI o la presencia de su receptor en diferentes células y tejidos del SI. Tanto la PRL como



su receptor se encuentran ampliamente distribuidos en las células y tejidos del SI. Se ha
detectado prolactina y su mRNA en células mononucleares, linfocitos, células NK,
esplenocitos, timocitos, tumores leucémicos, diferentes lineas celulares de origen
hematopoiético (U-937, YT, Hut 78, Jurkat, etc.) y en diferentes tejidos linfoides como el
vaso, €l timo y los nédulos linfiticos. Estos estudios se han llevado a cabo empleando
diferentes técnicas: Western Blot, ELISA, bioensayo de células Nb2 (linea celular derivada
de un linfoma murino, cuya proliferacién depende de PRL), retrotranscripcién de la
reaccién en cadena de la polimerasa (RT-PCR), “Northern Blot” e hibridacion in situ (Gala
et al,, 1994; Montgomery et al., 1987, Montgomery et al., 1992; Pellegrini et al., 1992;
Sabharwal et al.,, 1992; diMattia et al., 1988; Hatfill et al., 1990; Matera et al,, 1991;
diMattia et al., 1990; Wu et al., 1996; Gellersen et al., 1991). Por su parte el receptor a PRL
ha sido detectado por medio de RT-PCR, citometria de flujo o experimentos de binding en
células mononucleares, linfocitos B, T, timocitos, lineas celulares de origen hematopoiético
(Jurkat, Hut-78, Molt-4, HL60, U-937, YT, etc.) y en tejidos linfoides (timo, bazo, nadulos
linfaticos, médula 6sea e higado) (Dardenne et al., 1994; Athreya et al., 1994; Leite-de-
Moraes et al., 1995; Matera, 1991; Pellegrini et al., 1992; Ferrag et al., 1994).

Ademas existen evidencias sobre los efectos que tiene la PRL en la regulacién de la
funcién inmune tanto en modelos in vivo como in vitro. Las primeras evidencias fueron
obtenidas en ratas hipofisectomizadas en las cuales se desarrollaban enfermedades como
anemia, leucopenia y trombocitopenia, ademds de presentar una respuesta humoral
suprimida e hipersensibilidad de tipo retardada (Nagy y Berczi, 1989; Nagy et al., 1983a
Berczi, 1983). De igual manera al tratar ratas con bromocriptina {BCR){agonista
dopaminérgico y por lo tanto inhibidor de la secrecidon hipofisiaria de PRL) se inhibe ia
produccién de anticuerpos, se altera la proporcién de marcadores de superficie de linfocitos
en ratones neonatos, se suprime la habilidad de los linfocitos para responder, se reduce la
activacidn de macréfagos dependiente de linfocinas y 1a produccién de INF-y por parte del
bazo. En todos estos estudios la funcién linfo-hematopoiética se restablece con PRL
exdgena o implantando hipofisis bajo la capsula del rifién para generar hiperprolactinemia
(Nagy et al., 1983b; Russel et al., 1988; Hicstand et al,, 1986; Bernton et al., 1988),

También se ha observado que la proliferacion de linfocitos T, B y células NK en respuesta



a diferentes mitégenos puede ser estimulada o inhibida por PRL dependiendo de la
concentracion (Matera et al.,, 1992). Se ha encontrado que niveles de PRL altos pueden
incrementar la expresion de mRNA para IL-4 e IL-6 en esplenocitos de ratén; reducir los
niveles en suero de IL-2 y reducir Ia actividad de células NK en mujeres (Lavalle et al.,
1987; Vidaller et al., 1986; Gerli et al., 1986), en los tltimos dos casos el tratamiento con
BCR revierte los efectos observados. Ademads se ha observado que el rechazo a transplantes
de corazén se asocia con un incremento en los niveles circulantes de PRL previos al
rechazo (Larson et al., 1985; Carrier et al., 1987). La PRL también ha sido reportada como
un modulador de la interaccion entre timocitos y las células epiteliales del timo estimulando
la adhesioén entre ambos tipos celulares (de Mello-Coelho, 1996); ademds se ha reportado
que incrementa la actividad citotéxica de células NK (Matera et al., 1990; Matera, 1991).
Asimismo la PRI se ha asociado con el desarrollo de diferentes enfermedades como
algunas neoplasias de mama, de colon o de prostata en los que el nivel de PRL en suero es
superior al normal (Ginsburg, 1995). Ademas actualmente se reconoce que la PRL es un
factor permisivo para el desarrollo de enfermedades autoinmunes come el Lupus

Eritematoso y la Artritis Reumatoide (Sercarz, 1994).

Respecto al papel de la PRL en la biologia de los linfocitos se han obtenido
evidencias que involucran a esta proteina con sus patrones de activacién. Sueros anti-PRL
bloquean la proliferacién inducida por PHA ¢ ConA de linfocitos T humanos y de la linea
celular CTLL-2 dependiente de IL-2 (Sabharwal et al., 1992; Hartman et al., 1989). Se ha
demostrado una accion coordinada entre la PRL y la IL-2 en la respuesta proliferativa de
linfocitos T, en la maduracién de células NK y en la generacién de células asesinas
activadas por linfocinas (LAK cells) (Clevenger et al., 1990; Cesano et al., 1994). De estas
observaciones se ha planteado el modelo de activacién en dos pasos de linfocitos T, en el
cual la PRL y la IL-2 son considerados factores autécrinos necesarios para la progresion de
ciclo celular (Figura 6) (Clevenger et al., 1992; Prytowsky y Clevenger, 1994). En apoyo a
la accién autécrina de PRL sobre la proliferacion de linfocitos T recientemente se ha
reportado que esta hormona es producida por las células Jurkat (linea celular derivada de un
linfoma de células Th) y que anticuerpos contra PRL inhiben la proliferacién de estas

células en cultivo (Matera et al., 1997). Asi mismo se ha reportado que en células Nb2 la
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expresion del receptor de célula T (TCR) es regulado por PRL y también que en estas
mismas células el TCR y el receptor a PRL pueden fosforilar cinasas comunes como ZAP-

70 (Krumenacker ¢t al., 1998; Montgomery et al., 1998).

Figura 6. En el ciclo celular de los
linfocitos T se propone que PRL e IL-2
son factores autdcrinos necesarios para
su progresion.

Tomando en cuenta esta informacién se propone que la PRL juega un papel
relevante como modulador de la funcién de las células inmunocompetentes y por lo tanto
de la funcién inmune. Si bien parece claro que esta hormona participa de varias maneras a
diferentes niveles en esta regulacién, se desconoce si la PRL tiene algin efecto sobre la
interaccion entre los leucocitos y el endotelio, interaccién que es fundamental para el
establecimiento y consolidacion de la funcidn inmune. Esta posibilidad es atiin més fuerte si
se toma en cuenta que ademéas de los leucocitos también el endotelio son células blanco y

productoras de esta hormona.

EFECTO DE PRL SOBRE EL ENDOTELIO VASCULAR.

Como ya se mencion¢ anteriormente el endotelic es muy importante para la
regulacién de la funcién inmune, ya que interviene de manera directa y activa en el
proceso de migracién de los leucocitos del lecho vascular hacia los tejidos. Es
precisamente en estas células en las que fue descrito el receptor especifico para el

fragmento amino-terminal de 16 kDa de la PRL (Clapp et al.,, 1993a). Este fragmento es
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capaz de inhibir la angiogénesis (formacién de vasos capilares nuevos) in vive como se
demuestra en el ensayo de la membrana corioalantoidea del pollo y el de la cémea de la
rata; estos efectos parecen involucrar la activacion de receptores especificos del endotelio
(Clapp et al., 1993b; Duefias et al., 1998). La PRL de 16 kDa inhibe ademas la
proliferacidén de CE en cultivo provenientes de diferentes especies y la asociacion de estas
células en estructuras capilares en geles de coldgena tipo I (Clapp et al., 1993b). Por otra
parte se han obtenido resultados que evidencian la produccién de PRL por parte de las CE y
sus efectos autderinos sobre la proliferacidn endotelial (Clapp et al., 1998).

En este contexto planteamos que la PRL es una molécula capaz de regular la
interaccion entre las ¢élulas endoteliales y los leucocitos, particularmente la adhesion entre
ambos tipos celulares, que como ya se ha mencionado, es fundamental para la funcién

inmune.



HIPOTESIS

“La prolactina participa en la regulacién de la interaccién entre las células

inmunocompetentes y el endotelio vascular.”
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OBJETIVO GENERAL

Analizar si la prolactina modifica la adhesién de células mononucleares de sangre

periférica (PBMC) a endotelio de la vena umbilical humana (HUVEC).

OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Establecer un método que permita evaluar la capacidad de adhesién de PBMC a

HUVEC.

2.- Determinar si la PRL recombinante de 23 kDa y/o el fragmento de 16 kDa medifican la
adhesion de PBMC a HUVEC.

3.- Analizar la posible participacién de PRL endégena sobre la adhesién de PBMC a

HUVEC mediante el uso de anticuerpos monoclonales anti-prolactina.



MATERIALES Y METODOS

Para analizar el posible efecto de PRL sobre la adhesién a endotelio de células
inmunes se empleé el ensayo de adhesién descrito por Shimizu y cols. (1991). Este ensayo
se basa en el uso de células endoteliales provenientes de la vena del cordon umbilical
humano (HUVEC) en las que se induce la expresién de moléculas de adhesion
(principalmente selectina-E, ICAM-1 y VCAM-1) mediante la incubacidén con citocinas
proinflamadoras (IL-1f, INF-y, etc.}. Una vez que el endotelio se ha activado éste se incuba
por 30-60 min con las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) previamente
tratadas. Al final de este periodo las células no adheridas se retiran del plato de cultivo y la
cuantificacion de las células adheridas se lleva a cabo de acuerdo al método empleado para
su marcaje, Es importante sefialar que es conveniente que ambos tipos celulares sean de la
misma especie, ya que de esta manera se logra gue las moléculas de adhesion sean
reconocidas de forma especifica por sus ligandos (Johnston et al., 1990). A continuacién se
describen en detalle los métodos seguidos en las diferentes etapas necesarias para llevar a

cabo este ensayo.
OBTENCION DE CELULAS

a HUVEC

Para 1a obtencién de células endoteliales de cordén umbilical humano (HUVEC) se
emplet €l método descrito por Sironi ¥ cols (1989). Se obtuvieron cordones umbilicales de
partos normales los cuales fueron lavados con solucién salina de Hank's (HBSS/GIBCO)
adicionada con 10 U/ml de penicilina y 10 pg/ml de estreptomicina (GIBCO).
Posteriormente el cordén y la vena del cordén fueron lavados 3-5 veces con esta misma
solucion para retirar la sangre acumulada. Enseguida la vena fue sellada por uno de sus
lados € incubada 10 min a 37 °C y 5% de CO; con 10-15 ml de tripsina-EDTA al 0.5%
(GIBCO). Al final de la incubacién se recuperé la suspension de células en tripsina y se
centrifugé por 10 min a 200 X g. El paquete de células fue resuspendido en medio de



cultivo M-199 (GIBCO) y sembrado en cajas de cultivo de 6 pozos (COSTAR) cubiertas
con fibronectina de plasma humano (1 pg/cmz) (GIBCO), estes cultivos se mantuvieron a 37
°C y 5% de CO;. El medio de cultivo fue suplementado con 20% de Suero Fetal Bovino
(GIBCOQ), 10 U/ml de penicilina, 10 pg/ml de estreptomicina (GIBCO), 2 mM de L-
glutamina (GIBCO), 25pug/ml de heparina (GIBCO) y 50 pg/ml de Suplemento de
Crecimiento para Células Endoteliales (ECGS/SIGMA). El medio de cultivo se cambi6
cada tercer dia.

b. PBMC

Mediante el uso del Vaccutainer se obtuvo sangre periférica de donadores sanos de
sexo masculino de entre 25-40 afios que no hubieran presentado enfermedades ni sintomas
durante la semana previa a la extraccion. La sangre obtenida se colocd en proporcion 1:1
sobre una cama de Histopaque-1077 (SIGMA) en tubos de 15 ml (COSTAR) y se
centrifugd 30 min a 40¢ X g con el fin de separar las células mononucleares. Las células
recuperadas se lavaron una vez con medio de cultivo (Opti-MEM/GIBCO) y posteriormente
se sembraron en cajas de 6 pozos (COSTAR) a una densidad de 1x10° células por ml El
medio fue suplementado con lul/ml de NUTRIDOMA-HU (Boheringer), 10 U/ml de

penicilina, 10 pg/ml de estreptomicina (GIBCQ) y 2 mM de L-glutamina {GIBCO).
ENSAYO DE ADHESION

a. TRATAMIENTO Y ACTIVACION DE LAS CELULAS

HUVEC pasaje 4 se sembraron y dejaron crecer por 48 horas o hasta su confluencia
en cajas de 96 pozos (o 48 para los experimentos con fluorescencia) (COSTAR) cubiertas
can gelatina al 0.1% (SIGMA). Para inducir la expresién de moléculas de adhesién estos
cultivos fueron incubados a 37 °C 4 h previas al ensayo con I ng/ml de interleucina-1p (IL-

1B/Genzyme) y posteriormente lavadas con medio de incubacién sin la citocina.

Las PBMC se mantuvieron por 10 6 72 horas a 37 °C y 5% de CO; antes de ser

empleadas en los experimentos. Las células fueron tratadas inmediatamente después de su



obtencién con diferentes concentraciones de PRL 23 kDa, 16 kDa (donacién de Martial,
Universidad de Lieja, Bélgica), anticuerpos monoclonales anti-PRL 23 kDa (01 y 02 de
Genzyme), anti-16 kDa (1G8) o bien interleucina-2 recombinante humana (IL-2, GIBCO).
Los cultives empleados como controles de adhesion maxima se incubaron sin tratamiento,
unicamente se activaron durante 20 min previos al ensayo con 10 ng/ml de ester de ferbol
(PMA/SIGMA), al final de esta activacidn los cultivos se lavaron con medio de cultivo

nuevo,

b. MARCAJE DE LAS PBMC

Después del tratamiento y/o activacién las PBMC fueron marcadas mediante dos
métodos diferentes para poder evaluar su adhesién a HUVEC.
1) Marcaje con el fluoréforo 47,6 diamidina-2’-fenilindol dihidroclorure (DAPI). Las

PBMC de cada cultivo se recuperaron por centrifugacién durante 10 min a 200 X g, se

resuspendieron en medio nuevo a una concentracion de 1x10° células /m! y se incubaron
a 37 °C y 5% de CO; durante 120 min en una solucion de 1ug/ml de DAPI (Boheringer)
con 2% de etanol absoluto. Al final de esta incubacién las células fueron lavadas dos

veces y resuspendidas en medio hasta una concentracién de 5x10° cétulas/ml.

2) Marcaje_con_cromato [*"Cr] de_sodio. Las PBMC de cada cultivo se recuperaron

mediante centrifugacién durante 10 min a 200 X g se resuspendieron en medio nuevo a
una concentracion de 1x107 células/ml y se incubaron a 37 °C y 5% de CO; durante una
hora en medio de cultivo con 1% de BSA (SIGMA) y 500 pCi/ml de cromato [*""Cz] de
sodio (NEN) agitando cada 15 min. Al final de esta incubacién las células fueron
lavadas tres veces y resuspendidas en medio hasta una concentracidn de 5x1 0

células/ml,
¢. COINCUBACION

Una vez marcadas la PBMC se agregaron 5x10° células a cada pozo de las cajas de

96, 6 5x10° células por pozo en las cajas de 48 pozos. Los cocultivos se incubaron a 37 °C y
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5% de CO; por 40-50 min, al cabo de cuyo periodo las células no adheridas fueron retiradas

lavando dos veces cada pozo con PBS a 37 °C.

d. CUANTIFICACION

1)

2)

Fluorescencia. Las células adheridas marcadas con el fluor6foro DAPI se cuantificaron

de dos formas: 1) mediante contec del mimere de células con un microscopio de
epifluorescencia o bien 2) mediante la evaluacién de la fluorescencia en un
espectrofluordmetro. Para el primer método los cocultivos fueron fijados con
paraformaldehido (Baker) al 4% y las células fluorescentes contadas en nueve campos
opticos per condicién. Para el segundo caso los cocultivos fueron cosechados con
Tripsina-EDTA, resuspendidos en PBS y evaluados con una A de excitacién de 360 nm
y una A de emisién de 460 nm.

Radioactividad. A cada uno de los pozos se le agregaron 200 pl de una solucién al 0.1%
de SDS y 25 mM de NaOH con el fin de lisar las células adheridas. La radioactividad de
los lisados celulares se analizé en un contador de emisiones y (Packard). Los valores
reportados son promedios de quintuplicados y se expresan en porcentajes respecto al
total de cuentas por minuto para 5x10° células del mismo cultivo calculados con la

formula:

(valor experimental) (100) = % de adhesion respecto al

cpm totales total de céls.

e. ANALISIS ESTADISTICO

Para conocer si los resultados obtenidos fueron diferentes estadisticamente se

analizaron mediante un Andlisis de Varianza (ANOVA) con el programa STATISTICA.
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RESULTADOS

ESTABLECIMIENTO DEL ENSAYO DE ADHESION

Con el propésito de establecer un ensayo reproducible para medir la adhesion de los
leucacitos a endotelio, inicialmente se llevaron a cabo experimentos basados en técnicas
histolégicas. Los cocultivos fueron fijados con paraformaldehido y tefiidos con azul de
toluidina, de esta forma se pudieron visualizar los cocultivos de HUVEC confluentes con
los leucocitos adheridos (Fig. 8). Para poder cuantificar la adhesién de las PBMC, éstas
fueron marcadas con DAPI (fluoréforo con afinidad por DNA) antes de incubarlas con el
endotelio, de esta manera las células fluorescentes fueron fotografiadas y contadas con un
microscopio de epifluorescencia para cada una de las dos condiciones (adhesion basal y
adhesién estimulada por PMA e IL-1B)(Fig. 9). En otra serie de experimentos la
fluorescencia de las PBMC adheridas se evalué con un espectrofluorémetro para estas
mismas condiciones. Mediante estos dos tipos de cuantificacién se detecté un aumento
significativo de Ia adhesién cuando ambos tipos celulares fueron estimulados (Fig, 10}, sin
embargo este aumento no fue de la magnitud esperada segin reportes hechos por otros

autores para estas condiciones (Shimizu et al., 1991; Jonjic et al., 1992).

Adicionalmente se llevaron a cabo experimentos con PBMC marcadas con *'"Cr
cultivadas 10 o 72 h para evaluar posibles diferencias de adhesi6n a distintos tiempos de
incubacion. En la figura 11 se presentan los porcentajes de adhesién de PBMC obtenidas de
cuatro individuos en cuatro condiciones (adhesién basal o estimulada con IL-1$ y/o PMA).
Estos resultados indicaron que la adhesién de las PBMC a HUVEC se incrementa de
manera proporcional respecto a la adhesion basal en las cuatro condiciones probadas sin
importar el tiempo de incubacién. Asi mismo estos experimentos mostraron que la adhesion
basal vari6 del 5 al 15%, sin embargo cabe apuntar que con 72 h de cultivo la adhesién
basal de las PBMC se mantuvo dentro de un rango menor. Por lo anterior se decidi6

establecer 72 h como tiempo estindar de incubacién para todos los experimentos
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Figura 8. Cultivo confluente de HUVEC fijado v tefido
con azul de toluidina en el que se aprecian las PBMC

adheridas.



Figura 9. PBMC marcadas con DAPI adheridas a HUVEC. a} Campo
representativo de la adhesion basal. b) Campo representativo de la
adhesién estimulada con PMA e IL-1 Las fotografias fueron tomadas
con un microscopio de epifluorescencia con una A de excitacion de 360
nm y una A de emisién 460 nm.



U.A. de fluorescencia

o
o o -
4 1

no. de célula/campo

-~ N
f=] o o
! | !

D
o
%

h
o

Y
o

(]
=]

ADHESION BASAL ADHESION ESTIMULADA

it
2
*

N

—_
<h

ADHESION BASAL ADHESION ESTIMULADA

Figura 10. Promedio de la adhesion basal y estimulada de PBMC marcadas con DAPI a
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HUVEC. U.A. Unidades Arbitrarias de fluorescencia. * = diferente del control p<0.05
por ANOVA,
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subsecuentes, dado que otros autores ademds han reportado que se requieren de 72 h de
incubacién con IL-2 para incrementar la capacidad de adhesién de leucocitos (Pankonin et
al., 1992). En estos mismos experimentos quedé de manifiesto que la activacién de las
PBMC con PMA y del endotelio con IL-1B aumenta significativamente la adhesién de los
leucocitos al endotelio, sin embargo el efecto de la estimulacién con PMA fue siempre
mayor al efecto obtenido con la estimulacién con IL-1B; asi mismo se observé que al

activar las PBMC y las HUVEC se obtuvo la adhesién méxima.

Tomando en cuenta los resultados hasta aqui descritos, se decidié llevar a cabo la
parte experimental de este proyecto empleando el método basado en el uso de
radioactividad, ya que este método fue capaz de detectar diferencias de adhesion dentro de
los rangos ya reportados para las mismas condiciones control. Ademas este método fue el
mas prictico segin del nimero de horas de trabajo empleadas para la obtencién de

resultados y la cantidad de material biolégico y de cultivo necesarios.

EFECTO DE PROLACTINA HUMANA.

El efecto sobre la adhesién a HUVEC del tratamiento de PBMC con PRL en tres de
los cuatro individuos probados mostré un aumento significativo (p<0.05 ANOVA) de la
adhesion de estas células respecto al control no tratado con PRL ¢on cuando menos una de
las concentraciones analizadas(Fig. 12). Este incremento fue de hasta 1.3 veces la adhesi6n
registrada para las células no tratadas con PRL y se obtuvo con diferentes concentraciones
de PRL para cada individuo. La concentracion més alta de PRL (200 ng/ml) fue la tinica
que nunca tuvo efecto sobre la adhesién de las células de los individuos probados. Cabe
sefialar que la adhesién basal de las PBMC de los individuos B y D en la condicién control
fue mayor a 27 %.

Con el objetivo de analizar el efecto de PRL sobre la capacidad de adhesién de las

PBMC a CE en ¢l grupo de los cuatro individuos y hacer un promedio del efecto, los
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Figura 12. Efecto de PRL humana 23 kDa sobre la adhesién de PBMC a
HUVEC. Cada una de las graficas (A,B,C,D)} representa un experimento
independiente realizado con PBMC de un individuo.
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valores experimentales en cuentas por minuto obtenidos de cada individuo de cada
tratamiento fueron normalizados considerando la media del control como el 100% de

acuerdo con la férmula:

(valor experimental) (100} = % de adhesion respecto al
(% del control) 100% (o control)

Posteriormente los valores en porcentaje respecto al control (o 100%) de todos los
individuos fueron promediados en funcién de la concentracion de PRL para construir asi 1a
curva del efecto promedio de PRL sobre la capacidad de adhesién de células mononucleares
a endotelio. De esta manera se observd que las concentraciones de 12.5, 50 y 100 ng/ml de
PRL 23 kDa provocaron un incremento significativo (p<0.05 ANOVA) de entre 0.3 a 0.4
veces respecto al control sin PRL sobre la capacidad de adhesién a endotelio de las células
mononucleares, Por su parte las concentraciones de 25 y 200 ng/ml de PRL nc tuvieron
efecto (Fig. 13).

Asi mismo se determindé la capacidad de adhesién a endotelio de células
mononucleares de un individuo (A) incubadas con distintas concentraciones del segmento
aminoterminal de 16 kDa de PRL humana. Los resultados obtenidos sefialaron que con 100
ng/ml de esta variante de PRL hubo un aumento significativo (p<0.05 ANOVA) de
aproximadamente 0.79 veces de la adhesion respecto al control sin PRL. Por su parte las
concentraciones de 50 ng/ml y 500 ng/ml no tuvieron efecto sobre la capacidad de

adhesi6n de las células (Fig. 14).

EFECTO DE [L-2 Y PROLACTINA HUMANA 23 kDa.

Con el fin de comparar el efecto estimulador producido por PRL con el efecto de
otra citocina que ya ha sido reportada como promotora de la adhesién a endotelio de
diferentes células del Sisterna Inmune (Pankonin, 1992; Bianchi, 1993; Allavena, 1996), se
analizo la adhesién a endotelio de PBMC obtenidas del individuo C previamente tratadas
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con dos concentraciones de IL-2, con una concentracién de PRL o con ambas citocinas. El
tratamiento con IL-2 produjo un aumento significativo {(p<0.05 ANOVA) en la adhesién
respecto al control que fue dosis-dependiente, mientras que el tratamiento con PRL provocé
un incremento similar al obtenido con 50 U/ml de IL-2. La combinacién de ambas citocinas
indujo un aumento de la adhesion no significativamente (p<0.05 ANOVA) diferente del

obtenido con ambas moléculas por separado (Fig. 15).

EFECTO DE ANTICUERPOS MONOCLONALES anti-PROLACTINA.

Con la finalidad de bloquear un posible efecto de PRL enddégena de las PBMC sobre
su capacidad de adhesion a HUVEC, se emplearon tres diferentes anticuerpos monoclonales
anti-PRL humana, dos de ellos dirigidos contra PRL (01 y 02) y el otro (1G8) dirigido
contra la PRI de 16 kDa. Estos tres anticuerpos son capaces de reconocer ambas variantes
de PRL en ensayos de Western Blot. La incubacidn de los cultivos de PBMC con 1ug/ml
de los diferentes anticuerpos monoclonales anti-PRL generd una disminucion de la

adhesién respecto al control tratado con IgG preinmunes de raton (Fig. 16).
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

ESTANDARIZACION DEL ENSAYO DE ADHESION

La cuantificacién de la adhesién celular para dos condiciones control (adhesion
basal y estimulada) basada en el conteo directo del nimero de células en microscopio, en la
evaluacion mediante espectrofluorémetro v en la deteccién de marca radioactiva mostraron
que la adhesion empleando PMA e IL-1p fue significativamente mayor a la adhesién basal
(Figs. 10 y 11). Sin embargo el incremento detectado (2 veces la basal) mediante el uso del
fluor6foro fue menor al detectado mediante el uso de radioactividad (de 3 hasta 5 veces la
basal) y al ya reportado anteriormente en la literatura bajo estas mismas condiciones para
células TCD4+ (hasta 10 veces la basal) ¢ monocitos (hasta 3 veces la basal)(Shimizu et
al., 1991; Jonjic et al, 1992). Las diferencias de adhesion detectadas mediante ambos
métodos en la misma condicion se deben muy probablemente a que el marcaje las PBMC
con el fluor6foro depende de incubar a las células en una solucién con etanol, el cual se
sabe es capaz de reducir la adhesién de leucocitos (Shreiner y Hopen, 1979). Por esta causa,
ademds de los motivos pricticos mencionados en la seccidn anterior, se decidid lievar a

cabo los experimentos subsecuentes usando el método basado en radioactividad.

En los experimentos realizados con S-Cr (Fig. 11) se observé que la adhesién
estimulada con PMA e [L-1p fue méxima y similar a la reportada por Jonjic y cols. (1992)
para monocitos, aunque fue menor en comparacién a los experimentos reportados para
linfocitos T CD4+ por Shimizu y cols. (1991). Esto puede deberse a que cuando los
leucocitos son activados los niveles de adhesién se elevan en diferente proporcion
dependiendo de la subpoblacién que se utiliza para llevar a cabo los experimentos
(linfocitos T CD4+, monocitos ¢ PBMC), lo cual puede entenderse si se toma en cuenta que
las células del SI se adhieren de manera diferencial al endotelio dependiendo de la
subpoblacién de la que se trate, lo que como se explica en la introduccién, esta

estrechamente relacionado con la expresion de las diferentes moléculas que median la
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adhesién (Springer, 1994; Ager, 1997). En este sentido ya se han reportado diferentes
niveles basales de adhesidén a endotelioc de entre 5% hasta 30% para diferentes
subpoblaciones de leucocitos no activados (linfocitos T, PMN, NK y monocitos), niveles
que pueden variar en distinta proporcién cuando se activa al endotelio dependiendo de la
subpoblacién de leucocitos de Ja que se trate (Allavena et al., 1996). En esta misma serie de
experimentos también quedé de manifiesto que la adhesién basal (HUVEC sin IL-1B y
PBMC sin PMA) varia dependiendo del individuo del que se hayan obtenido las células y
va desde 6% hasta 15% (respecto al total de células marcadas), lo cual ocurre también en
los experimentos realizados por Shimizu y cols. (1991), quienes reportan diferencias
similares (5%-15%) en la adhesidn basal a células endoteliales de linfocitos T CD4+
obtenidos de dos donadores distintos. Por su parte Jonjic y cols. (1992) también reportan
valores de adhesion basal dentro de este rango (10%) para monocitos no activados. Esta
variabilidad interindividual puede explicarse si se considera que en los seres humanos el
numero de células de las diferentes subpoblaciones puede variar desde tres (linfocitas) hasta
més de diez (monocitos} veces en un ml de sangre, dependiendo del individuo y sobre todo
de los diferentes factores a los que esté expuesto, lo que también puede afectar la
inmunocompetencia de sus células (Glaser et al, 1990). Finalmente, en estos mismos
resultados se mostré que la activacién de las células endoteliales con IL-1B produjo un
incremento significativo en la adhesion de las PBMC al endotelic en comparacién a la
adhesién basal. Este mismo tipo de observaci6n ya se ha reportado para monocitos (Jonjic
et al., 1992), linfocitos T CD4+ (Shimizu et al., 1991), linfocitos T y células NK (Allavena
et al., 1996). Asimismo la activacién con PMA de las PBMC aumenté significativamente
su adhesién al endotelio en mayor proporcion que la activacién sélo del endotelio con IL-

1B, efecto observado también por otros autores (Shimizu et al., 1991).
Considerando todo lo anterior podemos concluir que este ensayo es }:apaz de

reproducir de manera consistente experimentos ya reportados en la literatura, lo cual lo

valida como un ensayo confiable para evaluar adhesion de leucocitos a endotelio.
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EFECTO ESTIMULADOR DE PROLACTINA.

Los resultados obtenidos de los experimentos en los que las PBMC de cuatro
diferentes individuos fueron incubadas con diferentes concentraciones de PRL de 23 kDa
ponen de manifiesto la capacidad de esta hormona/citocina para estimular la adhesion de
estas células al endotelio. Las PBMC de tres de los cuatro individuos probados tuvieron
aumento significative de su adhesion a HUVEC en cuando menos una de las
concentraciones probadas. Es importante notar que este efecto estimulador se presentd
particularmente con concentraciones intermedias de PRL produciéndose asi un efecto
campana, el cual es mis evidente al hacer la curva del efecto promedio de los cuatro
individuos (Fig. 13). Por su parte la PRL no mwve efecto sobre las células del individuo D,
sin embargo cabe sefialar que la adhesion de las células de este individuo asi como las del
individuo B en ¢l que ¢l efecto de PRL fue bajo, mostraron una adhesién basal elevada (> a
27 %) en comparacién a las células de los otros dos individuos. Con base en esta
observacién es posible especular que posiblemente la PRL no tuvo un efecto claro sobre las
células de estos individuos porque se encontraban pre-activadas por moléculas presentes en
el plasma de los individuos. Esta posibilidad se ve apoyada por el hecho de anticuerpos
monoclonales anti-PRL lograron reducir la adhesion de tas PBMC a HUVEC. Asf pues es
posible pensar que el estado inmune de las células del individuo puede ser tal que haya pre-
activacion de las células ya sea por PRL o algunas otras moléculas presentes en el plasma

del individuo.

En apoyo at efecto observado con PRL 23 kDa, el tratamiento de las células con
PRL 16kDa, la cual s agonista del receptor a PRL en bioensayos de células Nb2 (Clapp et
al., 1988), produjo un efecto estimulador de la adhesion similar al observado con PRL 23
kDa, ya que solamente con concentraciones intermedias de esta molécula se obtuvo un
efecto estimulador. En este sentido cabe destacar que las concentraciones empleadas de
PRL 16 kDa y 23kDa caen dentro del rango de la Kd conocida para los receptores de esta
hormona que va desde 100pM hasta 1 nM dependiendo del isomorfo que se trate. A este



mismo respecto es importante sefialar gue la forma de campana del efecto observado con
ambas prolactinas es coherente con el modelo de dimerizacidn planteado para el recepter a
PRL por Fuh y cols. (1993). Segin este modelo las curvas esperadas para una respuesta
celular a PRL deben presentarse en forma de campana uni o bimodal, esto debido a que con
concentraciones intermedias de PRL (de 0.5 nM a 1pM) puede inducirse la maxima
dimerizacién del receptor y por eilo obtenerse un efecto, mientras que con concentraciones
altas (> a 1uM) o bajas (< a 0.5 nM) habria una menor dimerizacién del receptor a PRL y
por lo tanto un menor efecto (Fig. 17). Si bien es cierto que en nuestros experimentos la
inhibicién del efecto por la propia hormona se alcanzd con una concentracién menor a la
encontrada por Fuh y cols. (1993)(aproximadamente 10nM vs 1uM), es importante
considerar que los experimentos llevados a cabo por ese grupo se realizaron con células
Nb2 que expresan hasta 20 veces mis receptores que cualquier subpoblacién de PBMC
{12,000 vs. 500 receptores/cel.); sin embargo puede verse que una concentracién
ligeramente mayor a 0.5 nM (12.5 ng/ml) si produjo un efecto en nuestros experimentos lo
cual es posible si consideramos que en las células Nb2 el mayor efecto por PRL se alcanza
activando sblo el 10% del total de receptores. Con estas consideraciones el tipo de efecto
observado en nuestros experimentos que presentan forma de campana y no désis-respuesta
sefialan fuertemente hacia la posibilidad de que el aumento en la adhesion se debe a la
interaccion de PRL con su receptor, ¢l cual se sabe es expresado por diversas poblaciones
de leucocitos. Efectos de PRL con esta misma forma se han observado en experimentos de
citotoxicidad de células NK (Matera et al., 1991) y de proliferacién de células Jurkat con el

mismo rango de concentraciones de la hormona (12.5-200 ng/ml)(Matera et al., 1997).

En relacién a la magnitud del efecto observado debe sefalarse que en los
experimentos llevados a cabo con IL-2 y PRL (Fig. 15) se demostré que e! incremento
producido por PRL fue similar al efecto obtenido con 50 U/ml de IL-2, concentracién con la
cual se alcanza la mitad de la estimulacién méxima para esta citocina (Pankonin et al,,
1992). Los resultados obtenidos al tratar con IL-2 y PRL sefialan la posibilidad de que
ambas citocinas compartan al menos parte de la via de sefializacién, pero que la IL-2 es més

eficiente para activar dicha via. Ademds dado que a mayor concentracién de IL-2 hay un

28



mayor efecto, puede pensarse que la IL-2 no sélo acta a través de la misma via que
comparte con PRL, sino que ademds es capaz de activar otras cascadas de transduccién de
sefial que llevan a un aumento en la adhesién. Esta hipotesis explica el porque al emplear

ambas citocinas en combinacién el efecto observado no fue una suma de los efectos por

separado.

PRL-R

. CURVA ESPERADA
Conc. de PRLnM | Efecto ,
0 0
05 1 -
M0 2 ’
1000 1 s
200 0 0

Figura 17. Curva de efecto esperada para la PRL segiin el modelo de dimerizacién del receptor. En
la parte superior se esquematizan células hipotéticas sometidas a diferentes concentraciones de PRL y la
manera en la que se comportarfan sus receptores. En la parte inferior izquierda se encuentran la tabla de
efectos para cinco concentraciones, tomando a un receptor activo {dimerizado) con un efecto iguala 1. En la
parte derecha se presenta la curva esperada del efecto de PRL sobre estas células. Es importante sefialar que
esta interaccion entre la PRL y su receptor es posible ya que la afinidad del receptor por el sitio 1 es mayor a
su afinidad por el sitio 2 de la PRL, io que hace posible el estado representado en el cuarto esquemna.

Ademas la magnitud de los resultados obtenidos en estos experimentos permiten
especular sobre la subpoblacién de PBMC involucrada en el aumento de la adhesién. Si
tomamos en cuenta que el aumento en la adhesién de las PBMC de los individuos fue del 5
al 20 % (Fig. 12) y que los monocitos constituyen aproximadamente el 17 % del total de

las PBMC de un individuo, entonces podria especularse que estas células son las que
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responden al tratamiento con PRL, ya que los linfocitos B constituyen el 29 % y los
linfocitos T mas del 50 %. No obstante con estos resultados no es posible descartar que se
trate de una subpoblacion de linfocitos T o B, o bien de una subpoblacién heterogénea de

células.

En los resultados obtenidos en los experimentos realizados con anticuerpos
monoclonales anti-PRL, capaces de bloquear la unién de PRL a su receptor y por lo tanto
de evitar que se activen sus cascadas de sefializacion, se observé que dichos anticuerpos
redujeron 1a adhesién basal de las PBMC a HUVEC. Estos resuitades apoyan la posibilidad
de que la PRL es capaz de regular la adhesion entre estos dos tipos celulares. Ademés los
resultados de este experimento permiten especular sobre el papel que esta hormona
producida autécrinamente por las células inmunocompetentes juega en la regulacion local

de la adhesién entre los leucocitos y el endotelio.

Existen experimentos realizados por otros aufores que apoyan directa o
indirectamente la hipdtesis de un efecto de PRL sobre la adhesion. Se ha encontrado por
ejemplo que esta hormona estimula la expresion de la integrina LFA-1 y la selectina-L en
células Nb2, provenientes de un linfoma de células T de rata (comuncacién personal).
Ademas se han realizado experimentos con células endoteliales de capilar bovino (BBEC)
crecidas en geles de coldgena tipo 1, en los que se ha demostrado como la PRL 16 kDa es
capaz de provocar disociacién de las estructuras tipo capilar que forman estas células. De
acuerdo con estos autores, este resultado sugiere que esta variante de PRL interfiere de
manera directa o indirecta con algiin tipo de molécula de adhesion relacionada con la forma
y organizacién de las BBEC (Clapp et al., 1993b). Es muy probable que las moléculas de
adhesién que intervienen en el mecanismo de disociacidn de las células sean las integrinas,
ya que existen moléculas de esta familia que median tanto al adhesién intercelular como ta
adhesién a moléculas de matriz extracelular como la coldgena (Pigot y Power, 1993).
Aunque los resultados obtenidos con las BBEC podrian apoyar la hipétesis de la regulacion
de integrinas por parte de la PRL, es evidente que en este caso 5¢ trataria de una regulacién

negativa de la adhesividad de estas moléculas, efecto contrario a lo que en este trabajo
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hemos detectado, no obstante este hecho no descarta nuestra hipétesis ya que puede tratarse
de integrinas diferentes a las que intervienen en la adhesién de leucocitos a endotelio o bien

con patrones de regulacién distintos.

El mecanismo mediante el cual la PRL podria llevar a cabo la estimulacién de la
adhesién es posiblemente regulando la adhesividad de las integrinas, moléculas que como
ya se explicé son trascendentales en la adhesidn y migracidn de los leucocitos. Esta
posibilidad se apoya en que recientemente se ha reportado que la Fosfolipasa C y (PLCy)
forma parte del grupo de enzimas intracelulares involucradas con la sefializacién del
receptor para PRL (Bole-Feysot et al., 1998). Esto es importante ya que como se explico
anteriormente la PLC puede ser activada por proteinas G de los receptores para
quimioatractores, los cuales se sabe juegan un papel importante en la regulacién de las
integrinas (Springer, 1994). Otro posible mecanismo mediante el cual la PRL puede regular
la adhesién de PBMC a HUVEC es mediante la regulacién de la Oxido Nitrico sintetasa
(NOS), ya que se sabe que el éxido nitrico es capaz de regular la adhesién de leucocitos a
endotelio (Mithl y Dinarello, 1997). La NOS se sabe que es regulada per uno de los factores
inducibles por el receptor a PRL, el factor-1 regulador del interferon (IRF-1) (Yu-Lee et al.,
1998).

Una explicacidn alternativa para los efectos observados en estos experimentos es
que la estimulacién de la adhesion se deba a un artefacto provocado por contaminacién con
endotoxina (EN) en las preparaciones usadas de PRL, esto es posible ya que se traté de PRL
humana recombinante. A este respecto Gala y Shevach (1998) presentaron un reporte en el
que varios efectos sobre células del Sistema Inmune (secrecion de IL-12, TNFa, expresion
de CD86 en macré6fagos y proliferacion estimulada de esplenocites) que inicialmente se
habian asociado a PRL recombinante bovina, en realidad se debian a la presencia de EN en
las preparaciones de la hormona, sin embargo es importante sefialar que los efectos
reportados por Gala y Shevach fueron sigmoidales, lo cual no es de esperarse cuando se
trata de un efecto mediado poer el receptor a PRL como ya se explico anteriormente. A esto

se suma el hecho de que ya otros autores han repertado que la concentracién minima de EN

31



para provocar un aumento de la adhesidn de monocitos a endotelio es de 10 ng/mi (Doherty
et al., 1989), mientras que la concentracién mayor de EN en nuestros experimentos fue al
menos cinco veces menor evaluada por el ensayo de E-Toxate. Ademads esto es apoyado por
los resultados de Clapp y cols. (1993b) quienes describieron que los efectos de PRL 16kDa
recombinante que observaron sobre BBEC no se debian a EN y més atm, que demostraron
que con la misma concentracidn de EN de las preparaciones de PRL no se obtenia efecto
sobre la proliferacion de estas células. Por todo lo anterior la posibilidad de que el
incremento producido por las preparaciones de PRL sean un efecto producido por EN es

baja.

Asi pues en conjunto estos resultados y consideraciones sugieren que la PRL
humana de 23 kDa promueve la adhesién de los leucocitos a EC in vitro. Ademds

considerando los resultados de otros autores, sugerimos que este efecto se lieva a cabo

mediante la regulacién de la expresién o adhesividad de moléculas del tipo de las

integrinas, lo que es posible que ocurra mediante la via de la PLCy o la NOS, que se han
asociado a la cascada de sefializacién del receptor 2 PRL. No obstante es necesario Ilevar a
cabo experimentos orientados hacia la identificacion de los mecanismos mediante los

cuales la PRL es capaz de regular la adhesién de los leucocitos al endotelio.

Adicionalmente se deben realizar experimentos que ayuden a descartar por completo
la posibilidad de que el efecto observado sea un artefacto provocado por la contaminaci6n
de las preparaciones de PRL con endotoxina. En este sentido podria ayudar el uso de
polimixina B en los ensayos para inactivar a la EN presente. Otra alternativa es llevar a
cabo experimentos de adhesion tratando a las PBMC con concentraciones de EN similares a
las presentes en las preparaciones de PRL y evaluar si se producen efectos semejantes a los

observados.
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PERSPECTIVAS

Los resultados obtenidos en los experimentos realizados sugieren fuertemente que la
PRL participa en la regulacién de la adhesion entre los leucocitos y el endotelio, aunque es
necesario llevar a cabo experimentos que refuercen la especificidad de los efectos
observados. Dade que el mecanismo mediante el cual la PRL podria llevar a cabo este
efecto se desconoce, seria interesante realizar experimentos que permitan identificar las

moléculas de adhesion asi como los mensajeros secundarios involucrados.

Otro aspecto interesante que queda por resolver segin los resultados obtenidos es ia
identificacién de las poblaciones de leucocitos que responden a PRL ya que, como se
menciond en la seccién anterior, en el conjunto de PBMC podemos encontrar distintos
tipos celulares (p. ej. linfocitos B, T y monocitos, etc) los cuales no se adhieren con la

misma afinidad al endotelio.
Por dltimo seria interesante llevar a cabo experimentos en los que se analice si la

PRL y/¢ sus variantes moleculares son capaces de regular este mismo proceso de adhesion

actuando sobre las c¢élulas endoteliales.
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