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Resumen

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad inflamatoria crénica autoinmune
con efectos articulares y sistémicos. Se caracteriza por la hiperplasia de la
membrana sinovial debido a la proliferacion de células residentes (sinoviocitos) y a
la infiltracion de ceélulas inmunes que generan un tejido invasivo (pannus) que
causa la degradacion del cartilago y el hueso. En la AR, los sinoviocitos tipo
fibroblasto (STF) proliferan, migran y producen mediadores inflamatorios en
respuesta a citocinas proinflamatorias. La interleucina-13 (IL-18) desempefia un
papel preponderante en la activacion de los STF en la AR y la hormona prolactina
(PRL) reduce la formacion del pannus y la destruccion articular en modelos
murinos de AR. Dado que los STF expresan el receptor de PRL (PRLR), en este
estudio investigamos si la PRL modifica el efecto proinflamatorio de la IL-13 a
través de evaluar la actividad metabdlica (evaluada por el ensayo MTT), la
expresion de mediadores inflamatorios, la activacion de la via de senalizacion
NF-kB y la proliferacion de STF cultivados en presencia o ausencia de IL-13. Se
obtuvieron cultivos primarios de STF altamente (99%) enriquecidos. La IL-1(3
estimulo la expresion del PRLR en los STF y la PRL inhibi6 el efecto de la IL-13
sobre: (a) la actividad metabdlica; (b) la expresién de mediadores proinflamatorios
IL-1B8, interleucina-6 (IL-6) y la sintasa inducible de éxido nitrico (iINOS); y (c) la
activacion de NF-kB mediada a través de su translocacion nuclear. El tratamiento
con IL-1p3 redujo la proliferacion de los STF y la PRL no modifico este efecto. Estos
resultados muestran que la PRL bloquea acciones proinflamatorias de la IL-13
sobre los STF y, por ende, que estas células pueden ser blanco de los efectos
protectores de la PRL en la AR.
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Summary

Rheumatoid arthritis (RA) is a progressive inflammatory autoimmune disease with
articular and systemic effects. Central to RA is the hyperplasia of the synovial
membrane due to the proliferation of resident cells (synoviocytes) and the
infiltration of immune cells that results in an inflamed invasive tissue (pannus)
causing cartilage degradation and bone destruction. In RA, the fibroblast-like
synoviocytes (FLS) proliferate, migrate, and produce inflammatory mediators in
response to proinflammatory cytokines. Interleukin-1p (IL-1B) stands among pro-
inflammatory cytokines activating FLS in RA and the hormone prolactin (PRL)
reduces pannus formation and joint destruction in rodent models of RA. Because
FLS express PRL receptor (PRLR), here we investigate whether PRL modifies the
IL-1B8 -induced metabolic activity (evaluated by the MTT assay), expression of
inflammatory mediators, the NF-kB pathway and the proliferation of cultured FLS
obtained from mouse joints. Cultures were highly enriched (99%) in FLS.
Treatment with IL-18 increased the metabolic activity of FLS. IL-18 increased the
expression of the PRLR in the FLS and PRL inhibited the IL-1B-induced increase
in: (a) the metabolic activity; (b) the expression of pro-inflammatory mediators IL-
1B, interleukin-6 (IL-6), and inducible nitric oxide synthase (iNOS); and the
activation of NF-kB revealed by its nuclear translocation. However, PRL did not
modify the IL-1B-induced reduction of FLS proliferation. Our findings show that
PRL blocks pro-inflammatory effects of IL-18 on FLS and, thereby, suggest that
these cells are targets of the protective action of PRL in RA.
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1. Introduccion

Las artritis inflamatorias comprenden un grupo de padecimientos que afectan las
articulaciones mdviles, la columna vertebral y otras estructuras corporales. Dentro
de las artritis inflamatorias destaca por su prevalencia [1% de la poblacién mundial
(1) y 1.6% en México (2)] la artritis reumatoide (AR), una enfermedad inflamatoria
cronica, autoinmune que afecta principalmente las articulaciones, causando dolor,
hinchazdn, destruccién del hueso y del cartilago (3, 4). La etiologia de la AR es
multifactorial, pero se considera que una combinacion de factores genéticos y
epigenéticos determina el que estimulos no identificados resulten en el
reclutamiento de células inmunes a la articulacion y la proliferacién de células
sinoviales. La produccion de autoanticuerpos (anticuerpos producidos por el
sistema inmune que actua en contra de antigenos del propio individuo), la
activacion, proliferacion e interaccion de células inmunes y sinoviocitos, asi como
la angiogénesis del tejido sinovial sostienen el desarrollo de un frente inflamatorio
(pannus) que invade y ocasiona la destruccion del cartilago y del hueso (5-7). La
AR afecta predominantemente a las mujeres (con una relacion 3:1 frente a los
hombres), lo que sugiere que hormonas ligadas al sexo juegan un papel
fundamental en la aparicion y desarrollo de esta enfermedad (1, 8). Entre estas
hormonas se encuentra la prolactina (PRL), una hormona sexualmente dimorfica
que posee acciones sobre tejidos de la articulacion y sobre células inmunes (9).
Estudios recientes muestran que la PRL reduce la formacion del pannus y la
destruccion del hueso y del cartilago en modelos experimentales de AR (4, 10). En
este estudio hemos profundizado en las acciones protectoras de la PRL a través
de evaluar efectos directos sobre la actividad metabdlica, la expresion de
mediadores proinflamatorios y la proliferacion de sinoviocitos cultivados bajo

condiciones de inflamacion.



2. Antecedentes

2.1 Artritis reumatoide

La AR es una enfermedad inflamatoria crénica autoinmune que esta asociada con
efectos tanto sistémicos como articulares (11). La AR se caracteriza por una
inflamacién articular crénica que dafa componentes articulares como lo son el
cartilago y el hueso, ademas de causar complicaciones sistémicas a nivel
cardiovascular, pulmonar, dermatolégico y neurolégico entre otros. Se ha
reportado que alrededor del 1% de la poblacion mundial padece de esta
enfermedad que al no ser tratada conlleva a la pérdida de la capacidad
locomotora, reduccion de la calidad de vida asi como al aumento en morbilidad y
mortalidad (1).

La etiologia de la AR aun no es clara, sin embargo, la evidencia sugiere que la
participacion de factores tanto genéticos como epigenéticos desencadenan una
respuesta inmune aberrante activando células T y B y propiciando la produccion
de citocinas proinflamatorias que, via la infiltracion de células inmunes a la cavidad
articular, la proliferacion de células sinoviales residentes y la angiogénesis,
conducen a la inflamacion del sinovio y, consecuentemente, a la destruccion del

cartilago y del hueso (12).

Dentro de las variables epigenéticas y ambientales determinantes de la AR se
incluyen el tabaquismo, el tipo de dieta (alto consumo de alcohol, carnes rojas y
sodio (12, 13)), las enfermedades infecciosas y la microbiota oral e intestinal (14,
15). Estos factores difieren en su mecanismo de accion pero tienen en comun la
generacion de proteinas citrulinadas, las cuales son reconocidas como antigenos
por el organismo generando una respuesta autoinmune (16). Los factores
genéticos también son importantes en el desarrollo de la AR ya que estudios en
gemelos monocigoticos estiman que hay una predisposicion a desarrollar este
padecimiento en un 50% de los casos (17, 18).



Una de las regiones del genoma que se ha visto fuertemente relacionada con la
AR es el locus del complejo mayor de histocompatibilidad 1l (CMH 1l), conocido
como el antigeno leucocitario humano Il (HLA 1I), cuyos polimorfismos,
especificamente el denominado como “epitope compartido en AR” (RA-shared
epitope), se correlaciona con la presencia del factor reumatoide, la presencia de
anticuerpos anti-proteinas citrulinadas, o ambas (19). Sin embargo, este
polimorfismo esta ausente en el 20-30% de los pacientes con AR (19, 20). Otros
polimorfismos asociados a la AR incluyen el PTPN22, TRAFI-C5, STAT4 'y PADI4
(9, 11, 15, 21), sin embargo, el riesgo de desarrollar AR por presentar
polimorfismos genéticos es bajo a menos que se combinen con factores
ambientales, como por ejemplo el fumar (22) o por factores relacionados con el

mismo individuo como lo es el estrés, el sexo y la reproduccion (9).
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Figura 1. Fisiopatologia de la artritis reumatoide. (modificado de Boissier et al, 2012)



2.2 Membrana sinovial y artritis reumatoide

La membrana sinovial es el principal componente de la articulacién que origina el
proceso inflamatorio en la AR; esta estructura se encarga de recubrir la
articulacion y producir el liquido sinovial que nutre y lubrica sus superficies
moviles. De manera normal consta de una capa de 2 a 3 células de grosor que
comprende 2 tipos celulares diferentes en un estado quiescente de proliferacion,
los sinoviocitos tipo macrofago y los sinoviocitos tipo fibroblasto (STF) (23). Los
primeros derivan de la médula 6sea y migran al tejido sinovial para convertirse en
células residentes y los STF se encargan de producir componentes del liquido

sinovial como el acido hialurénico y la lubricina (24).

En la AR, las células de la membrana sinovial se tornan hiperplasicas y se
promueve su supervivencia (23). La formacién del pannus (Figura 2), un tejido
invasivo formado por ambos tipos de sinoviocitos, células inmunes y vasos
sanguineos, es en gran medida resultado de la accion de citocinas
proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), la interleucina-6
(IL-6) y la interleucina-1 beta (IL-1B) (25). Estas citocinas, al mismo tiempo que
promueven la activacion, proliferacion, migracion y angiogénesis del pannus (26,
27), estimulan que este tejido invasivo produzca proteasas y factores inflamatorios
(6xido nitrico y citocinas proinflamatorias) que resultan en la degradacion del
cartilago y hueso (4, 10, 24). Debido a la importancia de las citocinas
proinflamatorias en el desarrollo de la AR, se han desarrollado farmacos cuyo
objetivo se centra en inhibir su accion y que incluyen al Infliximab, Tocilizumab y
Anakinra que son anticuerpos que bloquean la accion de TNFa, la IL-6 y la IL-1B
respectivamente (3), sin embargo el uso de estos farmacos no ha sido la solucién
puesto que un gran numero de pacientes no responden de manera favorable al

tratamiento dada la complejidad de la enfermedad (3, 25).



Figura 2. Histologia sagital de la articulacion femoro-tibial de ratén control (A) vs ratén artritico (B)
tefiido con hematoxilina eosina. Las flechas muestran la invasion del pannus a estructuras de la
articulacion. P: pannus, C: cartilago, sm: membrana sinovial, Bm: medula 6sea. Barra de
calibraciéon = 500 um. (Ortiz et al, 2020)

2.3 Sinoviocitos tipo fibroblasto y artritis reumatoide

Los sinoviocitos son células protagdnicas para el inicio y progresion de la AR. En
particular, los STF son de gran relevancia dada su capacidad proliferativa,
migratoria y de produccion de mediadores proinflamatorios bajo condiciones de

inflamacion.

Los STF, también conocidos como sinoviocitos tipo B, se encuentran en la capa
intima de la membrana sinovial y constituyen el mayor porcentaje de células
residentes bajo condiciones normales (28). Tienen un origen mesenquimal y
comparten caracteristicas de fibroblastos al expresar marcadores como CD-90,
vimentina, colageno, entre muchos otros (23). Su funcién principal es sintetizar

liquido sinovial a la cavidad articular para lubricar la articulacidn y nutrir al cartilago



que es avascular (29). Los STF también son conocidos por sus propiedades
centinela ya que a través de censar el ambiente inflamatorio en que se
encuentran, comienzan a secretar moléculas quimioatrayentes (quimiocinas como
CXCL5, CXCL10, MIP-1a,, MIP-13, MCP-1, RANTES, etc (23)) las cuales reclutan
leucocitos y macréfagos a la cavidad articular generando asi una acumulacién de
células tanto inmunomoduladoras como fagociticas propiciando el mantenimiento

de la inflamacion sinovial (24).

En la AR, hay un aumento masivo de las células del sinovio (Figura 3), influida por
la hiperplasia de los STF (30). El mecanismo de la acumulacién de estas células
en patologias como la AR es aun incierto, pero se piensa que su promocion en
gran medida se debe a la accion de citocinas proinflamatorias (TNFa., IL-1B, INFy,
IL-6, IL-17, entre otras (23)) tanto sistémicas como provenientes de la infiltracion
de células inmunes las cuales modifican el metabolismo celular promoviendo su
crecimiento y diferenciacion asi como generando un desbalance a favor de los
factores que induzcan su proliferacion y supervivencia; un ejemplo claro de esto es
la alteracion en la funcidon de la proteina p53 en STF de pacientes con AR, donde
se ha reportado un aumento en su crecimiento, proliferacion y supervivencia (23,
31, 32).

A

Figura 3. Histologia sinovial humana de pacientes sanos (A) vs pacientes artriticos (B) tefiido con
hematoxilina eosina. Las lineas verticales muestran el grosos de la membrana sinovial. Barra de

calibracién = 100 ym. (Bustamante et al, 2017)



2.3.1 Sinoviocitos tipo fibroblasto y mediadores proinflamatorios.

La presencia de una red compleja de mediadores proinflamatorios con efectos en
los diferentes componentes celulares de la articulacién es la causa de la dificultad
para combatir los efectos adversos presentes en esta patologia (33). Dentro de
esta red compleja de mediadores proinflamatorios, los STF juegan un papel
esencial gracias a que ademas de producir quimiocinas tienen la capacidad de
secretar una gran variedad de citocinas y mediadores inflamatorios (Tabla 1) los
cuales ejercen un efecto pleiotropico en macrofagos, linfocitos T y B, células
mesenquimales, hueso y cartilago (34).

Moléculas efectoras producidas por STF

Funcion Moléculas efectoras

IL-8, TGF-B, PDGF, GM-CSF, G-CSF,
FGF, VEGF, EGF

Angiogénesis

Quimiocinas IL-8, IL-16, MCP-1, MIP-1a,
Proinflamatoria IL-1, IL-6, IL-7, IL-8, IL-11, IL-15, LIF, PDGF,
MIF, GM-CSF, TRX,iNOS
Osteoclastogenesis RANKL, VEGF
Degradacién de matriz PGE,, collagenase, stromelysin,

gelatinase, cathepsins

Tabla 1. Moléculas efectoras producidas por STF. EGF: factor de crecimiento epidermal, FGF:
factor de crecimiento de fibroblasto, G-CSF: factor estimulante de colonias de granulocitos, GM-
CSF: factor estimulante de colonias de granulocitos y macrofagos, IL: Interleucina, LIF: Factor
inhibidor de leucemia, MIF: factor inhibidor de macréfagos, PDGF: factor de crecimiento derivado
de plaquetas, RANKL: receptor de la actividad del ligando NF-kB, TRX: tioredoxina, iNOS:
sintetasa inducible de 6xido nitrico, VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular (modificado de
Ritchlin et al, 2000).

Ademas, los STF expresan una gran variedad de receptores de superficie como el
factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF-a y b), el factor de crecimiento
de fibroblastos (FGFRs), de citocinas como IL-1B3, el TNF-a, de moléculas de
adhesion como la ICAM-1 y VCAM-1, de hormonas como la PRL, entre muchos
otros mas (4, 23, 35). Esta gran variedad de receptores les permite censar y
responder ante alteraciones del ambiente articular. Un ejemplo claro de esto es

7



cuando, en respuesta a las citocinas proinflamatorias TNFa, IL-13 e INFy, los STF
producen estas mismas citocinas y otras mas como la IL-6 (4), asi como
metaloproteasas de matriz (MMP) (6) lo cual conlleva a la migracion, invasion y

degradacion de los componentes de la articulacidon por el pannus.
2.3.2 Interleucina 18

La IL-1p es considerada una de las citocinas claves para el desarrollo de la AR,
debido a su alta capacidad de inducir reacciones inflamatorias de manera
independiente o combinada con algunas otras citocinas proinflamatorias (36).
Muchos de los componentes articulares son capaces de sintetizar esta citocina e
incluyen a los condrocitos, los osteoblastos, las células inmunes, los macrofagos y
los STF (37, 38).

Se ha reportado que los STF tienen una elevada capacidad para sintetizar IL-13
ya que en patologias como la osteoartritis, donde la infiltracién de células inmunes
a la cavidad articular es muy baja en etapas tempranas de la enfermedad (39), los
STF parecen ser las principales células sinoviales encargadas de producir este
mediador inflamatorio (40).

Las acciones directas de la IL-1p sobre los STF modifican tanto su proliferacion
como la produccion de mediadores proinflamatorios (IL-6, IL-18, MMP1, -2, -3, -8,
-9, -13, etc) (41, 42) a través de la activacion de vias de senalizacion entre las que
sobresalen la de NF-kB (43) y la de las MAPK (44) (Figura 4).



-

-0

=
3
S

&

mmﬁ‘ﬁﬁ%

{1
BEELEYY

&
k. E
(67 xtracelular
/ R SRR RRR ATRRORRRRRRERS
ittty
\ Intracelular

Produccién Componentes de matriz extracelular |

& Produccién de metaloproteasas |
Nicleo s Produccion TNFo, IL-6, IL-16 |
2 Sintesis de NO y PGE2 |

£ 1
&3

Activacion
transcripcional

Figura 4. Via de sefalizacion intracelular de IL-1B. La interaccién de IL-1B con su receptor
desencadena una cascada de sefializacion que mediante la fosforilacion de diferentes proteinas
finaliza con la translocacion al nicleo de los factores de transcripcion NF-kB y AP-1 responsables
de inducir diferentes respuestas celulares. La interaccion de NF-kB y AP-1 con el ADN se traduce
en un aumento en la producciéon de mediadores proinflamatorios. (Modificado de Wojdasiewicz et
al, 2014)

2.4 Prolactina

La PRL es una hormona proteica de 199 aminoacidos que es sintetizada y
secretada por las células lactotroficas de la adenohipdfisis. Esta hormona ejerce
una multiplicidad de efectos dentro y fuera de la esfera reproductiva que incluyen
acciones sobre el crecimiento, el metabolismo, la osmorregulacion, el

comportamiento, la funcion neural, la angiogénesis y la respuesta inmune (9, 45-
49) .

Las acciones que ejerce la PRL son mediadas a través de la interaccién con su

receptor, el cual pertenece a la superfamilia de receptores de citocinas clase 1.



Estos tipos de receptores se caracterizan por tener 3 dominios estructurales, uno

extracelular, uno transmembranal y uno intracelular (47).

La sefalizacion de la PRL se inicia a partir de la dimerizacién del receptor de la
PRL gracias a la presencia de dos sitios de unién en la molécula de la hormona;
consecuentemente se activa una cinasa de tirosina conocida como JAK2 (Janus
Kinase 2) que fosforila residuos de tirosina en la porcion intracelular del receptor,
lo que permite el anclaje y posterior fosforilacion/activacién (por JAK2) de factores
de transcripcion STAT (Signal Transduction Activators of Transcription) que
conlleva a su dimerizacion y translocacion al nucleo donde los dimeros STAT
promueven la activacion de genes asociados a proliferacion, diferenciacién y
supervivencia (47). Si bien JAK-STAT es la via candnica de accion de la PRL (47,
50), otras vias de sefalizacion como la via de las cinasas activadas por mitégenos
(MAPK) y la de la fosfoinocitol 3-quinasa / Akt (PI-3K / Akt) también contribuyen a
sus efectos (47, 51) (Figura 5).

Extracelular

Intracelular

| MAPKK

MAPK
/

Efectos Biolégicos

Figura 5. Via de sefializacion de PRL. (Modificado de Bole-Feysot et al, 1998)
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2.4.1 Prolactina y artritis reumatoide

Estudios previos han abordado la relacion entre la PRL y la AR. La evidencia
sugiere que la PRL estimula la respuesta inmune y que sus niveles séricos se
incrementan en la circulacion de algunos pacientes con AR (52), sin embargo, no
se ha observado una correlacion clara entre los niveles de PRL y la severidad del
padecimiento (53). Por ejemplo, hay estados de hiperprolactinemia fisioldgica
(embarazo) que se caracterizan por la regresion de la AR (54), no obstante,
durante la lactancia, los altos niveles circulantes de PRL se han asociado tanto
con un aumento en la severidad de la AR (55) como con un incremento en el
riesgo de presentar la enfermedad en mujeres lactantes después del primer
embarazo (56). Sin embargo, existen algunos estudios que muestran un efecto
protector de la PRL en el desarrollo de la AR (57). Esta dualidad de efectos se ha
puesto de manifiesto con el uso de agonistas y antagonistas dopaminérgicos que
reducen y elevan los niveles circulantes de PRL, donde se han reportado
resultados controversiales sobre la progresion de la AR (9).

Con respecto a las acciones antinflamatorias de la PRL (58), estudios recientes en
modelos experimentales de AR mostraron un valor protector de Ia
hiperprolactinemia. El tratamiento con PRL redujo la produccién articular de
citocinas proinflamatorias (INFy, TNFa, IL-6 y IL-1pB), el dolor, la inflamacion de la
articulacion y la apoptosis de los condrocitos (10), asi como la generacion de
osteoclastos y la destruccion del hueso (4). Algunas de estas acciones parecen
deberse a efectos directos de la PRL sobre los STF. Se encontr6 que la
combinacion de TNFa, INFy e IL-1B estimula la expresion del receptor de la PRL
en cultivos primarios de STF y que el tratamiento con PRL reduce el efecto de
estas citocinas sobre su autoproduccion en los STF (4). Sin embargo, se
desconoce cual de estas tres citocinas es antagonizada por la PRL y si dicho
antagonismo se traduce en efectos directos sobre la actividad metabdlica, la
produccion de mediadores de inflamacion y proliferacion de los STF. Este estudio
se enfocd a analizar el antagonismo funcional de la PRL y la IL-1B en cultivos

primarios de STF.
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3. Justificacion

La AR es una patologia de alta prevalencia (1% de la poblacion mundial (1) y 1.6%
en México (2)) que afecta de manera significativa la calidad de vida de aquellos
pacientes que la padecen, por lo que el mayor conocimiento de factores capaces
de modificar su fisiopatologia tiene relevancia clinica. En la actualidad, los
farmacos utilizados para tratar la artritis se han centrado principalmente en inhibir
la accion de algunos mediadores proinflamatorios como TNFa, IL-18 o IL-6 (59,
60), pero debido a la complejidad de esta patologia su efectividad no ha sido del
todo clara, por lo que la busqueda de nuevos factores con potencialidad
terapéutica es necesaria. Es posible que la hormona PRL forme parte de estos
factores.

Estudios recientes han reportado que la PRL protege contra la destruccion del
cartilago y el hueso (4, 10) en modelos murinos de artritis experimental y que los
STF expresan el receptor de PRL (4). En este proyecto profundizamos sobre los
efectos protectores de la PRL a través de analizar su accion directa sobre STF en

cultivo en ausencia o presencia de la citocina proinflamatoria IL-1p.
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4. Hipotesis
La PRL actua sobre los STF reduciendo los efectos proinflamatorios de la IL-1p a

través de inhibir la actividad transcripcional de NF-kB.

5. Objetivos
5.1 General

Determinar los efectos de la PRL en la respuesta inflamatoria y en la activacion de
NF-kB mediada por IL-1.

5.2 Particular

1) Aislar cultivos primarios de STF murinos.

2) Evaluar el efecto de la IL-1B sobre la actividad metabdlica, la expresion de

mediadores proinflamatorios y la proliferacion de los STF en cultivo.

3) Evaluar si la PRL modifica los efectos de la IL-13 sobre la actividad metabdlica,
la expresidon de mediadores proinflamatorios y la proliferacion de los STF en

cultivo

4) Determinar si la PRL modifica la activacion de NF-kB inducida por IL-1 en los

STF en cultivo
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6. Materiales y métodos
6.1 Animales

Se utilizaron ratones C57BL/6 machos de 4 a 6 semanas de edad. Los ratones se
mantuvieron en condiciones controladas de luz (ciclos de luz obscuridad de 12
horas cada uno), temperatura (22 °C) y alimento (ad libitum). Los animales se
sacrificaron en una atmosfera saturada de COa. Los ratones fueron manipulados
bajo las normas bioéticas (NOM-062-ZO0-1999) con el aval del Comité de Etica
en la Investigacion del Instituto de Neurobiologia de la UNAM el cual aprobo todos

los experimentos en animales bajo el proyecto con numero 033.

6.2 Extraccion de sinoviocitos tipo fibroblasto

Los STF se aislaron y cultivaron siguiendo el protocolo establecido (61). Las
extremidades posteriores, a nivel de Ila articulacion fémur/fibula/tibia se
diseccionaron, lavaron y sumergieron en solucion salina balanceada de Hank
donde se removidé todo el tejido alrededor del hueso (piel, tendon y musculo)
teniendo la precaucion de no lesionar el hueso para evitar una contaminacién por
células de la médula 6sea. La articulacion de la rodilla se abrié para exponer el
tejido sinovial y se incub6 en medio de cultivo (DMEM; Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) alto en glucosa suplementado con 20% de suero fetal bovino (SFB; Gibco,
Grand Island, NY, USA) inactivado por calor y 1% de penicilina/estreptomicina
(Invitrogen)) adicionado con 2 mg/ml de colagenasa tipo IV (Difco Laboratories,
Detroit, Ml, USA) y 0.2 mg/ml de desoxiribonucleasa 1 (Sigma Aldrich, St. Louis,
MO, USA) en agitacion (300rpm) por 3 horas a 37°C. El tejido se agitod
vigorosamente y el sobrenadante se filtré a través de una malla de 100 a 200 ymy
se centrifugd a 1200 rpm por 10 min. El paquete celular se resuspendié en DMEM
20% SFB y se cultivéd a 37°C y 5% de CO:2 hasta lograr su confluencia. Los
sinoviocitos tipo fibroblastos se usaron en el pase 3 bajo una confluencia del 90-
100% que es cuando muestran su fenotipo caracteristico (CD90.2+, VCAM+,
ICAM+ (62)).
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6.3 Caracterizacion de los cultivos de sinoviocitos tipo fibroblasto

La caracterizacion por ensayo inmunocitoquimico se realizo siguiendo el protocolo
reportado (62). Se sembraron 50,000 células en cubreobjetos redondos de 18 mm
contenidos en placas de 12 pozos con 300 ul de DMEM 20% SFB. Una vez que se
adhirieron las células (4 h), se agregd 200 pl de medio DMEM 20% SFB.
Transcurridas 24 h, se retir6 el medio y las preparaciones se lavaron con 500 pl de
PBS. Posteriormente, se fijaron con paraformaldehido 4% durante 1 h a
temperatura ambiente (T.A.), se permeabilizaron con metanol frio durante 10 min a
-20 °C y se lavaron inmediatamente con PBS; se bloquearon con PBS + 0.05%
Triton X-100 + 1% BSA + 5% NGS durante 1 h a T. A., se lavaron con PBS y se
incubaron por la noche a 4 °C con el anticuerpo primario anti CD-90.2 (1:250)
(550543, BD Bioscience); posteriormente se lavaron con PBS y se incubaron con
el anticuerpo secundario Alexa Fluor 488 (1:500) (A21208, Invitrogen) durante 2 h
a T. A. Por ultimo, se retird el anticuerpo secundario y las preparaciones se
lavaron con PBS, se montaron en un portaobjetos con vectashield y se sellaron
con barniz. Las imagenes se digitalizaron en un microscopio invertido de
fluorescencia (Olympus [X51, Japdén) y se analizaron utilizando el programa
Imaged 1.X (63).

6.4 Medicién de la actividad metabodlica mediante el ensayo de MTT

El MTT es la forma oxidada (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio) de una sal de tetrazolio que al reducirse por accion de
deshidrogenasas mitocondriales se convierte en formazan de color violeta. Este
ensayo mide la actividad metabdlica celular. Se sembraron 35,000 células por
pozo en placas de 96 en DMEM 5% SFB, 24 h después se agregaron los
tratamientos en DMEM 1% SFB durante 72 h. Todos los tratamientos de PRL + IL-
1B se administraron de manera conjunta. Transcurrido este tiempo se adicioné 10
pl de MTT (Sigma Aldrich) (5mg/ml) y se les dejé incubando durante 4 h a 37°C.
Posteriormente se retiré el medio, se adicion6 100 pl de SDS-HCI, se incubd por la

noche y la coloracion se midi6 a 570 nm. Los resultados de absorbancia se
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normalizaron con respecto al grupo control y se representaron como veces de

cambio.

6.5 Expresion de marcadores moleculares de inflamacion
6.5.1 Extraccion de RNA

Para extraer el RNA total se adicion6 500 pl de trizol (Invitrogen, Grand Island,
NY) a cada pozo (placas de 12 pozos) y se recupero el raspado celular en tubos
eppendorf de 1.5 ml que se incubaron a temperatura ambiente durante 5 min
para disociar los complejos nucleoprotéicos. Se agregaron 200 pl de cloroformo
por cada ml de trizol adicionado, la mezcla se agitd, se incubé a temperatura
ambiente 3 min y se centrifugoé a 13,000 rpm durante 25 min a 4 °C, lo que di6
lugar a tres fases. Se recuperdo el RNA presente en la fase superior que
corresponde a la fase acuosa e inmediatamente se adicion6 0.5 ml de alcohol
isopropilico por cada ml de trizol, se agité vigorosamente, se incub6 24 horas a
-20°C y se centrifugd a 13, 000 rpm durante 25 min a 4 °C. La mezcla se decanté
teniendo cuidado de no eliminar el precipitado y se lavd con 0.5 ml de etanol al
70%, se centrifugd a 13,000 rpm durante 10 min, se retird6 el etanol por
decantacion y se volvié a centrifugar 5 min a 13,000 rpm. El precipitado se dejé
secar y se diluyé con 18 ul de agua libre de nucleasas. El RNA se almaceno a
- 80°C hasta su uso.

6.5.2 Sintesis de cDNA
El cDNA se sintetizo a partir de 2 yg de RNA utilizando reactivos (la enzima
transcriptasa reversa, deoxinucledtidos, los oligonucledtidos y agua libre de
nucleasas) y procedimientos (incubacion por 2 h a 37 °C) especificados por el
fabricante (Applied Biosystems, Carlsbad, CA). El cDNA se diluy6é con agua libre
de nucleasas hasta una concentracion de 10 ng/pl y se almacend6 a 4°C.

6.5.3 gqRT-PCR
La PCR en tiempo real se realizO en una mezcla de reaccion conteniendo
Maxima ® SYBR Green gPCR Master Mix (Thermo Scientific Auburn, USA), los
oligonucledtidos y el cDNA en un volumen final de 10 pl. Los datos de

abundancia relativa se analizaron por el método 2-22CT. El nivel de expresion de
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nuestro gen de interés se normalizdé a la expresion del gen constitutivo que
codifica para la hypoxantina-guanina fosforisiltransferasa (hprt) para calcular los

niveles de mRNA.

Gen Sentido Antisentido T. de alineacién °C
HPRT TTGCTGACCTGCTGGATTAC GTTGAGAGATCATCTCCACC 60.2
PRLR ACACGCGCAGATCTCCTTACCA CCCCTTCTTGCACAGCCACTT 56.2
IL-1B GTTGATTCAAGGGGACATTA AGCTTCAATGAAAGACCTCA 60.2
IL-6 GAGGATACCACTCCCAACAGACC | AAGTGCATCATCGTTGTTCATACA 60.2
iNOS CAGCTGGGCTGTACAAACCTT CATTGGAAGTGAAGCGTTTCG 60.2
VEGF CGCGAGTCTGTGTTTTTGCA CAGAGCGGAGAAAGCATTTGT 53.7
MMP2 CCAGATACCTGCACCACCTT GTTGAAGGAAACGAGCGAAG 60.2
MMP3 ATGCTGTCTTTGAAGCATTT GCACTTCCTTTCACAAAGAC 62.1
MMP8 ATTTCTTGCTAACCCCAGGA TGTTTTCACTTCAGCCCTTG 57.3

Tabla 2. Secuencia de oligonucleoétidos

6.6 Ensayo de translocacion nuclear de NF-kB

El ensayo de translocacion nuclear de NF-kB se realiz6 de acuerdo con el
protocolo establecido (64). Se sembraron 5 x 10* STF en cubreobjetos estériles. Al
cabo de 30 minutos se cuantificaron aquellas células que tienen un marcaje
nuclear positivo para NF-kB mediante una inmunofluorescencia. Brevemente, las
células se incubaron en ausencia (control) o presencia de PRL (de origen ovino;
100nM (4)) ylo IL-1B (recombinante; 1ng/mL (62)) durante 30 minutos.
Posteriormente, las células se fijaron con paraformaldehido al 4% durante 20 min
y se bloquearon con PBS + 0.05% Triton X-100 + 1% BSA + 5% NGS durante 1 h
a T.A.; entre cada uno de los pasos se realizaron lavados con PBS durante 2 min
bajo agitacidn. Se incubaron por la noche a 4°C con el anticuerpo primario anti-
p65 (1:1000) (SC-109, Santa Cruz), se lavaron con PBS y se incubaron con el
anticuerpo secundario Alexa Fluor 488 (1:500) (ab150077, Abcam) durante 2 h a
T.A. Por ultimo, se retird el anticuerpo secundario y las preparaciones se lavaron
con PBS, se montaron en un portaobjetos con vectashield y se sellaron con barniz.
Las imagenes se digitalizaron en un microscopio invertido de fluorescencia

(Olympus [X51) y se analizaron utilizando el programa Imaged 1.X (63)
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contabilizando el numero de células totales vs el numero de células con marcaje
nuclear positivo para el anticuerpo anti-p65. Los resultados se representaron como
porcentaje de células positivas para el marcaje nuclear de NF- kB con respecto al

numero de células totales.

6.7 Ensayo de proliferacion

El ensayo de proliferacion se realiz6 de acuerdo con el protocolo establecido (65).
Se sembraron 10,000 STF en pozos de 0.33 cm?. Al cabo de 24 h se cuantificaron
aquellas células con DNA recién sintetizado mediante la reaccién de click, la cual
reconoce mediante una azida fluorescente aquellas células que incorporaron un
analoga de timidina 5-etinil-2'-desoxiuridina (EdU; Sigma Aldrich) a su DNA.
Brevemente, las células se trataron con 10 yM de EdU durante 24 h en ausencia
(control) o presencia de PRL (100nM (4)) y/o IL-18 (1ng/mL (62)). Posteriormente,
las células se fijaron con paraformaldehido al 4% durante 20 min y se
permeabilizaron con 0.5% de Tritdbn X-100 durante 1 h. Entre cada uno de los
pasos se realizaron lavados con TBS 1X durante 2 min bajo agitacion. La
presencia de EdU en el DNA recién sintetizado se detectd mediante su marcaje
durante 20 minutos con una azida fluorescente y la reaccion de click que consiste
en la combinacién en fresco de 100 mM Tris, 0.5 mM CuSO4, 50 mM acido
ascorbico y 20 uM Azida Fluor 545 (Sigma-Aldrich) seguidos por lavados de 2 y 30
min con 0.5% TritonX-100 - TBS 1X. EI DNA se tifie con 5 pg/ml de bisBenzimida
Hoescht 33342 trihidroxicloruro (Sigma-Aldrich) (66). Las imagenes se digitalizaron
en un microscopio invertido de fluorescencia (Olympus 1X51) y se analizaron
utilizando el programa ImagedJ 1.X (63) contabilizando el numero de células totales
vs el numero de células marcadas con la azida fluorescente. Los resultados se

representan como porcentaje de proliferacion.

6.8 Analisis estadistico
Las diferencias entre 2 grupos se evaluaron mediante el analisis no paramétrico U-
Mann Whitney. Las diferencias entre 3 o mas grupos se evaluaron mediante el
analisis de varianza de una via (ANOVA) seguido de la prueba post-hoc Tukey.
Las diferencias se consideraron significativas para p< 0.05.
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7. Resultados

7.1 Los cultivos celulares estan enriquecidos en sinoviocitos tipo
fibroblasto

Determinamos los componentes celulares que conforman el cultivo de STF
proveniente de la membrana sinovial de raton para determinar su pureza. Los
cultivos recién aislados fueron incubados durante 7 dias para aumentar la
densidad celular (PO) y una vez alcanzada el 90% de confluencia, las células se
desprendieron y cultivaron consecutivamente tres veces (P3). Comparamos la
heterogeneidad celular entre PO y P3 mediante la evaluacion por qPCR de la
expresion de la proteina de anclaje CD 90 la cual es un marcador de fibroblastos.
No encontramos un aumento significativo en la expresion de CD90 en el P3
(Figura 6) probablemente debido a que en PO el componente de STF del cultivo ya
es muy elevado. Es importante mencionar que los STF representan la mayor
proporcion (80%) de los sinoviocitos en la capa intima de la membrana sinovial
(28, 67).
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Figura 6. Expresion de marcadores de fibroblastos (CD 90) en cultivos primarios de STF recién
aislados (P0) y en el pasaje 3 (P3). El nivel de expresion se determind por gRT-PCR, se normalizd
con respecto al gen constitutivo (hprt) y se expres6 con respecto al control (P0). Los resultados
muestran la media = EE de triplicados de un experimento.

Analizamos por microscopia de campo claro la presencia de diferentes tipos
celulares encontrados tanto en PO como en P3, ya que se ha reportado que en los
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primeros pasajes puede haber contaminacién principalmente por macréfagos
provenientes de la membrana sinovial (62). De manera consistente, en PO
observamos la presencia de macréfagos, los cuales pueden ser facilmente
identificados debido a que presentan proyecciones dispuestas radialmente (flecha;
Figura 7) a diferencia de los STF los cuales cuentan con una morfologia
mayoritariamente bipolar (23, 68). En el pasaje 3 no pudimos observar ninguna
célula con la morfologia tipo macréfago, lo que apoya que nuestro cultivo esta

predominantemente conformado por STF.

Figura 7. Microfotografias de campo claro de cultivos en pasaje 0 (A) y pasaje 3 (B) provenientes
de la membrana sinovial. La flecha muestra la presencia de macréfagos encontrados solo en PO.
Magnificacion 10x.

Por ultimo, al analizar el cultivo por inmunocitoquimica observamos que en el P3
mas del 99 % de las células marcadas para DAPI colocalizaban al marcador
especifico de fibroblastos (CD 90) (Figura 8) lo cual coincide con lo previamente
reportado (4, 61) y nos permite concluir que en el P3 nuestros cultivos son

fundamentalmente STF.
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Figura 8. Imagen representativa de cultivos obtenidos de la membrana sinovial en su pasaje 3 (P3)
sometidos a inmunofluorescencia utilizando anticuerpos anti-CD90 (verde) y el marcador de DNA,
DAPI (azul). Magnificacion 10x.

7.2 La prolactina reduce el aumento en la actividad metabdlica
inducida por IL-18

Para evaluar las acciones de la PRL sobre la respuesta celular inducida por IL-13
en STF, realizamos el ensayo de MTT, el cual a través de medir la actividad de
enzimas mitocondriales nos indica la actividad metabdlica celular. Los STF se
incubaron durante 72 hrs con concentraciones crecientes de IL-13 similares a las
reportadas en la literatura (62, 69, 70). Encontramos que 1 ng/ml es la dosis
minima de IL-1( para estimular la actividad metabdlica de los STF (Figura 9). Esta

concentracion es la que utilizamos para realizar los experimentos subsecuentes.
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Figura 9. La IL-1f incrementa la actividad metabdlica de los STF en forma dosis-dependiente. La
actividad metabdlica se determiné por el ensayo de MTT. Los resultados se encuentran
normalizados con respecto al control no tratado con IL-1f y corresponden a la media + EE de tres
experimentos independientes. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

Evaluamos también durante 72 hrs el efecto de dosis crecientes de la PRL sobre
la actividad metabdlica basal de los STF. Ninguna de las dosis administradas tuvo
efecto, lo que nos indica que la PRL no altera la actividad metabdlica basal de los
STF (Figura 10). Para evaluar acciones de la PRL sobre la expresion de
mediadores proinflamatorios en los STF tratados con IL-18 utilizamos la
concentracion de PRL de 100 nM que es la empleada en reportes previos que

analizan acciones antinflamatorias de la PRL sobre fibroblastos sinoviales (4).
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Figura 10. La PRL no modifica la actividad metabdlica basal de los STF. La actividad metabodlica
se determind por ensayo de MTT. Los resultados se encuentran normalizados con respecto al
control no tratado con PRL y corresponden a la media £ EE de tres experimentos independientes.

Posteriormente determinamos el efecto de la PRL sobre la actividad metabdlica de
los STF inducida por IL-1B. Encontramos que la PRL reduce la actividad
metabdlica de los STF inducida por la IL-13 de manera significativa (Figura 11), lo
que apoya que la PRL ejerce un papel antinflamatorio en este tipo celular,

especificamente contra las acciones de IL-1p.
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Figura 11. La PRL disminuye el aumento en la actividad metabdlica inducida por IL-13 en cultivos
de STF. La actividad metabdlica se determiné por el ensayo de MTT en un cultivo primario de STF
incubados o no con IL-13 (1ng/mL) en ausencia o presencia de PRL (100nM). Los resultados se
encuentran normalizados con respecto al control sin tratamiento y corresponden a la media £ EE
de tres experimentos independientes. ns: no significativo, **p<0.01, ****p<0.0001.

7.3 La IL-1B aumenta la expresidon génica del receptor de prolactina

Dado que una combinacion de citocinas proinflamatorias (IL-13, TNF-a e INF-y)
aumentan la expresion del receptor de PRL en cultivos primarios de STF (4) y que
la PRL disminuye el aumento de la actividad metabdlica en respuesta a la IL-13
en este tipo celular, nos propusimos evaluar si el tratamiento exclusivo con IL-1
(1ng/mL) también modifica la expresion del receptor de PRL. Encontramos que
basta la IL-1B para estimular la expresion del receptor de la PRL en los STF
(Figura 12), lo que apoya la relacion funcional de esta hormona con dicha citocina

en este tipo celular.
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Figura 12. La IL-1B induce la expresion del receptor de PRL en STF. Cuantificacion por gRT-PCR
de los niveles de ARNm del receptor de PRL (Prlr) en STF incubados o no con IL-18 (1ng/ml). Los
resultados se encuentran normalizados con respecto al control sin tratamiento y corresponden a la
media + EE de tres experimentos independientes. **p<0.01.

7.4 La prolactina reduce el aumento en la expresién génica de IL-1,
IL-6 e iNOS inducidas por IL-1.

Una vez evaluada la expresion del receptor de PRL bajo un tratamiento con IL-13
nos preguntamos si la PRL tendria algun efecto modulando la expresion de
mediadores proinflamatorios en respuesta a dicha citocina. Encontramos que la
IL-18 aumenta su propia expresion (Figura 13A), asi como la expresion de otros
mediadores proinflamatorios (IL-6 e INOS) (Figura 13B y C) y angiogénicos
(VEGF) (Figura 13D). Estos resultados son consistentes con lo reportado en la
literatura sobre la expresion de estos genes por en IL-13 en los STF (33, 71).

La PRL antagonizo6 el efecto de la IL-13 sobre la expresion de IL-13, IL-6 e INOS
(Figura 13A, B y C), pero no disminuyé la del VEGF (Figura 13D), por lo que
podemos concluir que la PRL esta actuando sobre los STF como un factor
antinflamatorio. Estos resultados concuerdan con lo reportado por Ledesma y
colaboradores, donde la PRL inhibe la expresion de algunas de estas citocinas en
STF activados por la combinacién de IL-1p3, TNFa e INFy (4). Nuestros resultados

sugieren que la inhibicion por PRL pudiera ser especifica contra la IL-1p.
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Figura 13. La PRL disminuye la expresion estimulada de IL-18, IL-6 e iINOS inducida por IL-13 en
STF. Cuantificacion por gqRT-PCR de los niveles de ARNm de II1b (A), 116 (B), iINOS (C) y de vegf
(D) en STF incubados o no con IL-1B3 (1ng/ml) en ausencia o presencia de PRL (100 nM). El nivel
de expresion se determind por qRT-PCR, se normalizd con respecto al gen constitutivo (hprt) y se
expresd con respecto al control no tratado. Los resultados corresponden a la media £ EE de
triplicados de tres experimentos independientes. ns: no significativo, *p<0.05, ****p<0.0001.

7.5 La prolactina no modifica la expresion génica de metaloproteasas
de matriz inducidas por IL-1.

La IL-1p también estimula en los STF la produccion de MMP (6), que son enzimas
implicadas en los procesos de degradacion de la matriz extracelular y pieza clave
en la destruccion de la articulacién en la AR. La expresion de las MMP-2, -3 y -8
(Figura 14A, B y C) se elevo por el tratamiento con IL-13, sin embargo, la PRL no

modificd dicho efecto.
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de Mmp2 (A), Mmp3 (B) y Mmp8 (C) en STF incubados o no con IL 1B (1ng/ml) en ausencia o
presencia de PRL (100 nM). El nivel de expresion se determind por gRT-PCR, se normalizd con
respecto al gen constitutivo (hprt) y se expresé con respecto al control no tratado. Los resultados
corresponden a la media + EE de triplicados de tres experimentos independientes. ns: no
significativo, ***p<0.001, ****p<0.0001.

7.6 La prolactina reduce la translocacion nuclear de NF-kB inducida
por IL-183

El NF-kB es un factor de transcripcidon involucrado en una gran cantidad de
procesos inflamatorios. Bajo condiciones basales se encuentra en el citoplasma de
las células unido a una familia de proteinas inhibidoras que previenen su
translocacion y por ende su actividad como factor de transcripcion (64). Como ya
ha sido reportado anteriormente, algunas citocinas proinflamatorias como la IL-1B
o el TNFa propician la translocacion nuclear de NF-kB generando asi un ambiente
inflamatorio (64, 72, 73).

De manera consistente con el efecto inhibitorio de la PRL sobre acciones
proinflamatorias de la IL-1p en los STF, esta hormona disminuyé la activacion de
NF-kB en respuesta a IL-13 medida a través de su translocacién nuclear (Figura
15 A, B). Este resultado apoya el que la PRL actua a través de bloquear la
activacion de NF-kB por IL-1p.
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Figura 15. La PRL disminuye la translocacion nuclear de NF-kB inducida por la IL-1B en STF.
Campos representativos de STF marcados con anticuerpo contra la subunidad p65 de NF-kB.
Barra de calibracion = 100 um (A). La grafica muestra el porcentaje de nucleos positivos para la
traslocacién nuclear de NF-kB (B). Las células fueron incubadas o no con IL-1B (1ng/ml) en
ausencia o presencia de PRL (100 nM). Los resultados corresponden a la media + EE de un
experimento independiente. ns: no significativo, ****p<0.0001.
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7.7 La IL-1B reduce la proliferacion de los sinoviocitos tipo fibroblasto
y este efecto no se ve modificado por la prolactina.

La actividad metabdlica puede utilizarse como una medida indirecta para evaluar
la proliferacion celular (74) y existe evidencia que indica que la IL-1p estimula la
proliferacion de STF aislados de la articulacion de pacientes con AR (41). Dados
nuestros resultados con el ensayo de MTT, investigamos si la proliferacion de los
STF aumenta bajo el tratamiento con IL-1p. Sorpresivamente, encontramos que
esta citocina no solo no aumenta sino reduce marcadamente la proliferacion de los
STF (Figura 16B). Por lo tanto, podemos concluir que la IL-1B inhibe la
proliferacion de STF obtenidos de la articulacion de ratones sanos y cultivados
bajo las condiciones de nuestro experimento y, por ende, que la actividad
metabdlica de los STF en estas condiciones no se asocia directamente con su
proliferacion. Ademas, el tratamiento con PRL no modificé la proliferacién de los

STF en ausencia o en presencia de la IL-15 (Figura 16B).

En su conjunto, nuestros resultados muestran que la PRL disminuye el efecto de
la IL-13 sobre la actividad metabdlica y la expresion de mediadores
proinflamatorios, pero no modifica la proliferacién de los STF de raton en cultivo

primario.
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Figura 16. La IL-1 reduce la proliferacion de los STF y este efecto no se modifica por la PRL.
Campos representativos de STF marcados mediante tincion para nucleos (Hoescht), sintesis de
DNA (EdU) y el empalme (merge) de ambas reacciones. Barra de calibracion = 100um (A). La
grafica muestra el porcentaje de proliferacion (B). Las células fueron incubadas o no con IL 18
(1ng/ml) en ausencia o presencia de PRL (100 nM). Los resultados corresponden a la media + EE
de triplicados de tres experimentos independientes. ns: no significativo, ****p<0.0001.
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8. Discusion

La pérdida de la homeostasis articular en patologias como la AR conlleva a la
alteracion de los componentes de la misma (3, 7, 75, 76), lo cual propicia el
desarrollo de un frente inflamatorio que afecta a la membrana sinovial (31, 67) al
cartilago (10) y al hueso (4) (23, 67). Los STF desempefian un papel protagénico
en el inicio y progresion de los procesos inflamatorios de la AR ya que responden
y secretan mediadores inflamatorios que promueven su proliferacion y

caracteristicas invasivas (23, 31).

Bajo condiciones normales, los STF se encuentran en la membrana sinovial en
estado quiescente formando una capa de 2 a 3 células de grosor (23, 67) y no es
hasta que ocurre un desbalance en el ambiente articular, como por ejemplo un
proceso inflamatorio, cuando se induce en ellos la activacion de genes que
codifican para la expresion de factores inflamatorios como citocinas, quimiocinas y
enzimas como la sintetasa inducible de 6xido nitrico (INOS) y MMPs que conllevan
a su proliferacion, migracion y supervivencia (23, 24, 31, 35, 77).

La activacion de los STF obedece esencialmente a la accion de citocinas
proinflamatorias producidas sistémicamente, o por células inmunes infiltradas en la
articulacion, entre las que sobresale la IL-1f, una citocina clave en la AR (78). La
IL-1B puede actuar sola o en combinacion con otras citocinas como el TNFa, la
IL-6 y el INFy activando a los STF que junto con macrofagos residentes y
leucocitos infiltrados forman un frente inflamatorio o pannus que degrada al
cartilago y al hueso (4, 10, 23). De hecho, la IL-1p también se produce por los STF
donde de manera autocrina potencia la accién de citocinas como el TNF-a y la
IL-6 (23).

En este trabajo mostramos que la IL-1B, de forma indirecta, puede también regular
de manera negativa el proceso inflamatorio a través de favorecer la expresion del
receptor de la PRL y por ende las acciones antinflamatorias de la hormona. Asi, la

IL-1B estimula la expresion génica del PRLR en cultivos primarios de STF y la PRL
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reduce el efecto estimulatorio de la IL-1p sobre la actividad metabdlica de los STF

y la expresidn de mediadores proinflamatorios.

El predominio en las hembras y la influencia del embarazo y la lactancia han
asociado durante muchos afios a la PRL con la patogénesis de la AR (54, 55, 57).
La PRL es una hormona sexualmente dimorfica que aumenta durante el embarazo
y la lactancia, se eleva en la circulacién de algunos pacientes con AR y tiene
acciones sobre células inmunes y tejidos de la articulacion que afectan la
progresion del padecimiento (9). Estudios clinicos han reportado tanto acciones
inflamatorias como antinflamatorias de la PRL que parecen depender de los
niveles circulantes de la hormona, de su sintesis en tejidos de la articulacion, y de
interacciones complejas en el microambiente inflamatorio (9). Por ejemplo, se
conoce que una combinacion de citocinas proinflamatorias (TNFa., IL-18 e INFy)
frecuente en la articulacion inflamada estimula la expresion del receptor de la PRL
(4) y que la PRL reduce la inflamacién articular, la formacién del pannus, la
destruccion del cartilago y la pérdida de hueso en el modelo de AR inducido por
adyuvante completo de Freund (4, 10).

El antagonismo funcional entre la PRL y la IL-13 observado en este estudio se
sustenta en la obtencidn de cultivos altamente enriquecidos (z99%) vy
homogéneos de STF obtenidos de acuerdo con el método previamente reportado
(61, 62). Se parti6 de preparaciones aisladas de la articulacion de la rodilla de
ratones conteniendo proporciones variables de STF, macrofagos, células
endoteliales y adipocitos (62, 79). Los adipocitos se eliminaron durante la
centrifugacion del paquete celular debido a su baja densidad. Por su parte, las
células endoteliales requieren de condiciones especiales para su supervivencia y
proliferacion como es la adicion de factores de crecimiento y no sobrevivieron en
las condiciones del cultivo (80). Los sinoviocitos tipo macrofagos constituyen la
mayor fuente de contaminacion debido a que se cultivan bajo las mismas
condiciones que los STF (81). No obstante, este tipo celular tiene muy baja tasa
proliferativa y una muy alta adherencia (68, 82), por lo que el uso repetido de

tripsinizaciones breves y de al menos tres pasajes nos permitio eliminar su
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presencia en los cultivos. La pureza de los cultivos se corroboré morfolégicamente
a través de la presencia de células con un fenotipo claro de tipo fibroblasto (68)
que se marcaron positivamente con anticuerpos dirigidos contra CD90, un
marcador especifico de fibroblasto. Nuestros resultados coinciden con lo esperado
con el método utilizado (62).

La adquisicion y mantenimiento del fenotipo invasivo de los STF requiere del
aumento en la actividad metabdlica celular (31), que comunmente se mide a
través de evaluar la actividad de enzimas mitocondriales a través del ensayo
colorimétrico MTT (83, 84). De acuerdo con lo esperado, la IL-1B estimuld la
actividad metabdlica de los STF a las concentraciones comunmente utilizadas en
experimentos similares (41). La mayor actividad metabdlica probablemente resulta
del aumento en la expresidén de factores inflamatorios y vasoactivos. Observamos
que la IL-1B estimula marcadamente la expresion de los ARN mensajeros de la
propia IL-1B, la IL-6, la INOS, las MMP -2, -3, -8 y del factor de crecimiento
vascular (VEGF). Sin embargo, de manera sorpresiva, la IL-1f no solo no
incremento la proliferacion de los STF, sino que la disminuyé de manera marcada.
Este efecto es inesperado ya que se conoce que la IL-13 es un mitdgeno para STF
obtenidos de las membranas sinoviales de pacientes con AR (23, 43, 78). Hasta
donde sabemos el efecto de la IL-13 no se ha analizado sobre STF de tejidos
sanos murinos, lo que sugiere que la resultante de su accion mitogénica depende
de factores adicionales asociados a la condicion artritica. Estudios subsecuentes
deberan analizar esta posibilidad.

En apoyo a que la accion de la IL-1p sobre los STF puede ser regulada por PRL
(4, 85), encontramos que la IL-1p estimula la expresion del receptor de la PRL en
estas células. Este resultado coincide con lo previamente reportado por Ledesma
y colaboradores, donde observaron que un tratamiento combinado de IL-153, TNF-
a e INF-y incrementa la expresion del receptor de la PRL en cultivos primarios de
STF (4). Nuestros hallazgos indican que la IL-13 es parcialmente responsable de
esta accion y nos llevaron a evaluar su posible implicacion funcional. Encontramos

que la PRL por si sola no modifica la actividad de los STF, a juzgar por la ausencia
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de cambios en la tasa metabdlica, la expresion de mediadores inflamatorios y la
proliferacion. Sin embargo, la PRL redujo significativamente el efecto de la IL-1p3
sobre estos parametros a excepcién de la proliferacion. El efecto de la PRL
reduciendo el aumento en la actividad metabdlica inducido por la IL-1B es
consistente con su accion inhibitoria sobre la expresion de IL-1p, IL-6 e iINOS, sin
embargo, la PRL no modifico la expresion de las MMP ni de VEGF en respuesta a
la IL-1B. Si bien en nuestro sistema la PRL no modifico la expresion de este factor
proangiogeénico, se ha reportado que un fragmento proteico derivado del corte de
la PRL conocido como vasoinhibina si disminuye su expresién en un modelo de
artritis inducida por adyuvante (86), por lo que la influencia de fragmentos de PRL
toma también gran importancia en la modulacién de mediadores involucrados en

el desarrollo de la AR.

El efecto inhibitorio de la PRL contra la accion proinflamatoria de la IL-1p apoya
resultados previos obtenidos en articulaciones completas donde el tratamiento con
PRL redujo el aumento en la expresion de IL-1pB, IL-6, TNFa e INFy observado en
articulaciones artriticas en el modelo de artritis inflamatoria inducido por adyuvante
en la rata (4). Asimismo, nuestros hallazgos también son consistentes con el
efecto reportado de la PRL inhibiendo el aumento en la expresion de IL-1B e IL-6 0
de iINOS inducido por la combinacion de IL-13, TNF-a e INF-y en cultivos primarios
de STF de la articulacion de ratones sanos (4) o de fibroblastos de pulmon (87),
respectivamente. Todos estos estudios apoyan el que los STF son células blanco
de las acciones antinflamatorias de la PRL en la artritis. Sin embargo, esta es la
primera vez que se observa el antagonismo funcional exclusivamente contra la IL-

1B en estas células.

Es indudable la complejidad del ambiente inflamatorio en la articulacion artritica
donde interaccionan varias citocinas proinflamatorias y mediadores inflamatorios.
Sin embargo, el disefio e implementacion de posibles tratamientos requiere de la
exploracion del grado de participacion de cada una de ellas en la patogenia y
progresion de las enfermedades artriticas. Estudios sobre los efectos de terapias

anti IL-1B han encontrado que una deficiencia de esta citocina disminuye la
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inflamacion articular, infiltracion celular al sinovio, asi como el dafo al cartilago y al
hueso (78, 88, 89). La IL-6 también desempefia un papel importante en la
patogénesis de la AR (90-94) y se induce por citocinas proinflamatorias como la
IL-1B y el TNF-a (91). Se conoce que, en modelos de artritis, una deficiencia de
IL-6 genera resistencia para el desarrollo de la enfermedad (95) inhibiendo la
proliferacion sinovial, formacién de pannus, infiltracion de células inmunes,
angiogénesis y la destruccion del hueso y cartilago (96). El aumento en la
produccion de 6xido nitrico también es protagonico en los procesos inflamatorios
de la articulacion (97, 98), siendo los STF una de las principales fuentes de
produccion de iNOS en el sinovio (99, 100). Terapias que reducen la produccion
de oOxido nitrico a través inhibir su sintesis han disminuido la inflamacion articular

en modelos de artritis (101).

El disecar la accién de la PRL contra la IL-1p permite ahondar en los mecanismos
especificos de sus efectos antinflamatorios. Por ejemplo, se conoce que la IL-1
induce la expresion de mediadores proinflamatorios, moléculas de adhesion y
enzimas que degradan la matriz extracelular (102, 103) a través de activar las vias
de sefalizacion de las MAPK y NF-kB (104, 105). NF-kB es un factor de
transcripcion que bajo condiciones normales se encuentra inactivo en el
citoplasma debido a su interaccién con una familia de proteinas citoplasmicas,
denominadas inhibidores de kappa B (IkB), que impiden la translocacion de NF-kB
al nucleo. La IL-1p estimula la fosforilacion de las |IkB lo cual conlleva a su
degradacion y, por ende, a la translocacién nuclear de NF-kB. Una vez en el
nucleo, el NF-kB se une a secuencias en el DNA promotoras de genes que
codifican factores inflamatorios (IL-18, IL-6, TNF-a, iINOS, MMP) (36, 73, 106). En
este estudio, presentamos evidencias de que la PRL podria estar antagonizando
la accion de la IL-1B sobre los STF a través de bloquear la via de NF-kB.
Encontramos que el tratamiento con PRL disminuye la traslocacion nuclear de NF-
kB inducida por IL-1B3. Queda por determinar el efecto de la PRL sobre la
fosforilacién/degradaciéon de las |kB y cual seria la via activada por PRL que
interacciona con la via de NF-kB para producir este efecto.
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La utilizacidon de modelos de estudio in vitro como lo son los STF, nos permite
discernir de manera mas fina la participacion de estas células en los procesos
inflamatorios, sin embrago deja de lado la interaccion que estas células puedan
tener con los demas componentes articulares, por lo que complementar los
estudios con diferentes aproximaciones experimentales ayudaria a complementar

el entendimiento de su participacion en un contexto mas fisiopatologico.

En resumen, este trabajo apoya a los STF como blanco celular de los efectos
antinflamatorios de la PRL e introduce el antagonismo funcional directo de esta
hormona contra las acciones inflamatorias de la IL-1f3.
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9. Conclusiones

1. Se obtuvieron cultivos primarios altamente enriquecidos en STF.

2. La IL-1B actua sobre los STF incrementando su actividad metabdlica, la
expresion de mediadores proinflamatorios (IL-1p3, IL-6 e INOS) y de las MMP-2, -3,
y -8 e incrementando la translocacién nuclear de NF-kB, pero reduciendo su

proliferacion.
3. La IL-1B8 aumenta la expresién del receptor de PRL.

4. La PRL reduce el efecto estimulatorio de la IL-1B sobre la actividad metabdlica,
la expresion de mediadores proinflamatorios (IL-183, IL-6 e INOS) y la translocacion
nuclear de NF-kB de los STF, pero no altera la expresion de metaloproteasas ni la

proliferacion celular.

5. Los STF son blanco celular de los efectos antinflamatorios de la PRL a través

de un antagonismo funcional directo contra las acciones inflamatorias de la IL-1.
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