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“EXPRESION DE PROLACTINA EN MODELOS EXPERIMENTALES Y EN
NEOPLASIAS MALIGNAS DE ORIGEN PULMONAR”

Quintero Bustos Gabriel, De Anda Gonzalez Maria Guadalupe Jazmin, Hernandez Pando
Rogelio, Mata Espinoza Dulce, Marquina Castillo Brenda, Barrios Payan Jorge,
Martinez Benitez Braulio.

1. MARCO TEORICO:

CANCER PULMONAR:

Actualmente, el cancer pulmonar ocupa el tercer lugar mundial en incidencia dentro del
grupo de neoplasias malignas, sin embargo, representa 1/5 muertes relacionadas a cancer
tanto en hombres como en mujeres, la organizacion mundial de la salud estima que, para
el 2030, los nuevos casos de cancer pulmonar aumenten un 38%! En México el panorama
es menos alentador, ubicdndose tanto en el primer lugar de incidencia como en decesos
por dicha entidad?. En el periodo de 2006 a 2017 se registraron 35 650 casos nuevos de
tumores malignos de traquea, bronquios y pulmon tan solo entre los derechohabientes del
IMSS de 20 anos o mas. El nimero de defunciones por cancer de pulmén en los hombres
pasé de 2101 en 2006 a 1948 en 2016, sin embargo, en las mujeres se mantuvo en un rango
de 878 a 1057 por afio en el mismo periodo. El nimero de casos nuevos y defunciones
muestra un incremento conforme la edad, tanto en hombres como en mujeres, de forma
significativa, lo que representa un crecimiento acelerado a partir de los 55 anos. El costo
total del tratamiento del cdncer de pulmdn, para los 2539 pacientes de 2017, fue 42

millones de ddlares, con un costo promedio ponderado por paciente de 16537 ddlares?

Lo anterior demuestra el enorme impacto del cancer de pulmédn, tanto en cada paciente
como en la salud publica y las finanzas nacionales, lo que constituye un area de oportunidad

relevante para la innovacion en técnicas de abordaje tanto terapéutico como diagndstico.

Histoldgicamente, y de acuerdo a la OMS, las neoplasias malignas pulmonares de origen
epitelial se dividen en tres grupos principales: los adenocarcinomas (lepidico, acinar,

papilar, micropapilar sdlido, mucinoso invasor, etc), los epidermoides (queratinizante, no



queratinizante, basaloide e in situ) y los neuroenddcrinos (células pequefias, células grandes

y carcinoides) .3

Molecularmente, los adenocarcinomas pulmonares, en lo general, se han asociado a las
siguientes alteraciones: TP53 (46%), KRAS (33%), KEAP1 (17%), STK11 (17%), EGFR (14%),
NF1 (11%), BRAF (10%), SETD2 (9 %), RBM10 (8%), MGA (8%), MET (7%), ARID1A (7%),
PIK3CA (7%), SMARCA4 (6%), RB1 (4%), CDKN 2A (4%), U2AF1 (3%), y RIT1 (2%). Mientras
que el carcinoma epidermoide a TP53 (90%), CDKN2A, PTEN, PIK3CA, KEAP1, MLL2, HLA-A,
NFE2L2, NOTCH1, RB1, BRAF V600E y PDYN; Por su parte las neoplasias neuroenddcrinas se
asocian a alteraciones en SOX2, TP53, TP73, NOTCH, RFL-MYCL1, CREBBP, EP300 y MLL.*

Hoy en dia, la terapéutica establecida se basa en el estadio clinico con el que el paciente se
presenta, que incluye desde resecciones quirdrgicas amplias, tratamiento
quimioterapéutico, radioterapia y avanzados esquemas contra blancos moleculares
especificos, como PD1 y PDL1, siempre teniendo en cuenta las caracteristicas moleculares
propias de cada tumor, entre las que se incluyen alteraciones de ALK, NTRKs, ROS-1, CTLA-

4y EGFR.4

FUNDAMENTOS CLINICOS Y MOLECULARES DE LA PROLACTINA EN RELACION AL CANCER:

La prolactina (PRL) es una hormona principalmente secretada por el I6bulo anterior de la
glandula pituitaria, sin embargo, estudios recientes han demostrado que también es
producida por diversas células extrahipofisiarias como neumocitos tipo I, linfocitos,
fibroblastos, tejido adiposo, etc>®. Posee al menos 300 funciones fisioldgicas en el cuerpo
humano, mas que todas las otras hormonas de la pituitaria en conjunto. Su funcién mas
conocida es la lactogénesis y galactopoyesis, aun cuando induce una gran variedad de
actividades bioldgicas, como la osmoregulacién, metabolismo, respuesta inmune,

inflamacion e incluso funcionamiento y reparacion del sistema nervioso central.’

La expresion de PRL es inicialmente controlada por dos regiones promotoras
independientes, que son reguladas por distintas vias de acuerdo a la célula en cuestion’- Las

diversas variantes moleculares de la hormona son generadas por modificaciones



postraduccionales, cabiendo destacar que un mismo fragmento puede actuar de manera
diferente dependiendo del receptor al que se acople®, el cual posteriormente activa una, de
muchas posibles, rutas de sefializacion como por ejemplo JAK2/STAT, MAPK, c-src, la
cascada de cinasa Fyn, entre otras. La sintesis de PRL es principalmente regulada por la
influencia inhibitoria de la dopamina, a nivel hipofisiario, sin embargo, sistémicamente es
estimulada por diversos factores inmunoenddcrinos, como el péptido inductor de

prolactina.8°10

Continuando con el precedente de que la PRL posee una vital cantidad de efectos
pleiotrépicos tisulares, su papel especifico en la complejidad del sistema inmunolégico
sigue sin esclarecerse por completo, sin embargo, en cuanto dicho logro se alcance, este
podria dirigirnos a nuevos e importantes enfoques terapéuticos, para entidades infecciosas,

autoinmunes y neoplasicas.

Diferentes estudios, a lo largo de la ultima década, han establecido una remarcable
correlacién entre dicha hormona vy diversos tipos de neoplasias malignas, entre los cuales
los mas estudiados son los de mama y préstatal®!!, sin embargo, su implicacion
fisiopatoldgica en otras neoplasias aun no ha sido explorada completamente. Entre las
teorias sobre su rol en los tumores malignos, destaca aquella que hace referencia a su gran
similitud con la hormona de crecimiento, no solo estructuralmente, sino también en cuanto
a complementariedad hacia sus receptores, dando pie a la activacién de vias proliferativas,
de diferenciacidn, senescencia y migracion, como JAK2/STAT5191112-Se ha demostrado que
niveles anormalmente altos de prolactina (ya sea de origen pituitaria o periférica), en la
matriz extracelular de neoplasias in situ, activa de forma aberrante al receptor de la misma
hormona, lo que conlleva a un alto riesgo de inducir invasion debido a la activacién de la via
de sefializacion Ras-MAPK/ERK y un incremento de metaloproteinasa-2, que en conjunto
con JAK/STAT, aumenta la posibilidad de metastasis; lo anterior ha sido observado tanto

carcinomas de mama como de higado.*3



A nivel clinico, e incluso histopatoldgico, existen pocos estudios que aborden lo antes
referido, sin embargo, de la bibliografia internacional se pueden destacar los estudios
realizados por Dati, et al, en 1983, en los cuales demuestran elevacién de prolactina sérica

en pacientes con carcinomas pulmonares, excluyendo los carcinomas de células pequefias

(figura 1)1
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Figura 1. En el grafico de la izquierda destaca la elevada presencia de prolactina sérica en
pacientes con carcinomas de origen pulmonar, exceptuando al de células pequefias'.

Otros autores, como Kochbin, et al*®, desde 1983, han posicionado los niveles de prolactina
como una molécula que consistentemente se eleva en neoplasias malignas pulmonares.
Mientras que otros investigadores, como Deng, et al, la relacionan con la agresividad de
dichas lesiones. 6. Mientras tanto, en los estudios de Duritskiy, et al, mencionan que el
incremento en progresion y agresividad del tumor, en los grupos con prolactinemia elevada,
es 3.5 mayor en hombres y 5.7 veces en mujeres, que en aquellos con niveles séricos dentro

del rango considerado normal (Figura 2)/
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Figura 2. Graficas de sobrevida, en cancer pulmonar, respecto a la presencia periférica de
PRL, en dichos pacientes. Se observa que de manera global los niveles elevados
corresponden con mayor agresividad y se traducen en mortalidad precoz, respecto a niveles
bajos de la hormona. Y7

En lo que respecta a ciencias basicas, en las neoplasias malignas de pulmén, no existen
estudios que se enfoque directamente a explorar el rol de la prolactina, dentro de las
complejas redes fisiopatoldgicas que lo promueven y favorecen su progresién, sin embargo,
los ensayos genéticos de estas lesiones han generado importantes bibliotecas de niveles de
expresion de mRNA’s, entre las cuales destaca la prolactina debido elevada sintesis de

mensajeros en dichas neoplasias (Figura 3)*®
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Figura 3. Principales neoplasias que expresan ARNs mensajeros para PRL, en la cual se
muestra a las de pulmdn en tercer lugar, después de tumores del sistema nervioso central
y miometrio.!®

Utilizando softwares predictivos de comportamiento bioquimico, como String-DB (Figura
4), se ha identificado que la prolactina posee importante afinidad por los receptores de
propiomelanocortina, los receptores de interleucinas 2, 4, 5, 6, 7, 11, 22, 23, 27,
somatostatina, rGM-CSF, rIFN-a, rIFN-B, rIFN-y, etc. De igual forma el receptor de prolactina
puede ser activado por la hormona de crecimiento, eritropoyetina, oncostatina, leptina,
GM-CSF, IL-2, IL-6, LIF, etc. En ambos casos, podemos especular que ambas moléculas (PRL
y RPRL) tienen relevante participacion en la fisiopatologia oncoldgica; si bien no podemos
afirmar (debido a falta de experimentos) que la afinidad entre ellas signifique activacién e
interaccidon que derive en respuestas celulares o moleculares, las predicciones de los
modelos bioldgicos digitales plantean la oportunidad de que esto sea posible y
definitivamente deberia ser explorado. De verificarse esta informacién, se abre una enorme
gama de posibilidades a explorar, ya que la presencia de estas moléculas podria permitir el
establecimiento de nuevos factores pronésticos, elementos diagndsticos e incluso
estrategias terapéuticas coadyuvantes, como las que actualmente se usan en céncer de

mama, por ejemplo, al administrar anticuerpos bloqueantes del receptor de prolactina
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como inmunoterapia, la cual ha demostrado ser eficaz tanto para la reduccidn del tamafio

de la neoplasia como para disminuir el riesgo de metastasis.
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Figura 4. A) Clusters de interaccion bioldgica, generados por software predictor de
afinidad®?, de prolactina (izquierda) y su receptor (derecha). B) Resumen de la evidencia de
interaccion bioldgica entre la prolactina y diversas moléculas no clasicamente asociadas a
ella, entre las cuales destaca el fuerte vinculo entre la PRL, JAK2 y STATS5, en niveles similares
a las del receptor de PRL.*?



Debido a la escasa informacion experimental, utilizamos el mismo software para
objetivamente proponer y evidenciar las interacciones comentadas previamente, con un
elevado nivel de evidencia y certeza bioldgica. Gracias a esto es posible predecir y
determinar la accién bioldgica que la prolactina tiene sobre otras moléculas y receptores,
basandose en experimentos previos y en macro bases de datos que permiten extrapolar la
informacién necesaria (Figura 5). Es interesante como las diversas vias de sefializacion,
resaltadas por los softwares, se encuentran involucradas con vias carcinogénicas y de

regulacion del sistema inmune, previamente descritas en diversas neoplasias.

Biclogical Process (GO)

INTERFRO Protein Domains and Features

Figura 5. Resumenes, extrapolados de diversas macro bases de datos de funciones e
interacciones bioldgicas de prolactina, en las que destaca su pleiotropismo, en especial en
vias de sefializacidén para interleucina 20, leptina, hormona de crecimiento, via JAK-STAT,
IRS1 y fibronectina, todas ellas asociadas a carcinogénesis en neoplasias malignas
pulmonares.'?

CELULAS A549:

Se trata una linea de células inmortalizadas desarrollada por el Dr. Giard en 1979,
originalmente extraidas de biopsias pulmonares de un hombre caucdsico de 58 afios que
padecia de un adenocarcinoma lepidico; cabe destacar que durante décadas ha fungido
como un excelente modelo de estudio de neumocitos tipo Il, primordialmente en estudios
dirigidos a metabolismo de farmacos, toxicologia, infecciones como tuberculosis y
caracterizacidon de vias de sefializacién en el contexto de cancer de pulmén e inmuno-

oncologia en general. 2°



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

A nivel mundial, el cancer de pulmdn es la 52 causa de muerte entre la poblacién, y entre
todas las neoplasias ocupa el primer lugar de mortalidad, superando al cadncer de mamay
al cervicouterino; En México, las cifras son mas alarmantes, ocupando un tercer lugar en
esta escala. Al encontrarnos con dicha problematica, es evidente que se requieren mayores
esfuerzos y nuevos enfoques terapéuticos para el tratamiento de estas neoplasias y plantea
otros tratamientos endocrinos e inmunomodulares como nuevos pilares en el abordaje
integral de estos pacientes; La escasa informacién presente, en la literatura mundial,
impone una gran barrera para explotar nuevos enfoques terapéuticos y prondsticos para

beneficio de la poblacidn antes mencionada.

3. JUSTIFICACION:

La frecuencia mundial (y mexicana), asi como la morbimortalidad, correspondiente al
cancer pulmonar, se encuentra entre las mas elevadas de todas las enfermedades que
aquejan a la humanidad, no solamente de las entidades neoplasicas, esto pese a los
importantes avances implementados en diagndstico oportuno, tratamiento y salud publica,
dado lo anterior es de suma relevancia encontrar nuevos enfoques para tratamientos
coadyuvantes que mejoren la esperanza, calidad de vida y potencial curativo de estos
pacientes. En las ultimas décadas, se ha establecido la relevancia de la prolactina y su
receptor en la fisiopatologia de enfermedades neoplasicas, especialmente en aquellas con
caracteristicas endécrinas, derivando en tratamientos inmunoenddcrinolégicos de alta
efectividad para disminuir la proliferacién neopldsica. Hoy en dia es reconocida su
importante elevacidn sérica en el contexto de neoplasias malignas pulmonares, derivando
incluso en sindromes paraneoplasicos caracterizados por ginecomastia y galactorrea;
Teniendo en consideracion lo anterior y a que se ha demostrado la produccién basal, de
dichas moléculas, en pulmdn tanto en condiciones normales, asi como ante estimulos
nocivos, es factible considerar la posibilidad de su participacion en el cancer del mismo y

por tanto un nuevo potencial blanco terapéutico, en especial cuando en el mercado existen



farmacos accesibles y ampliamente difundidos (cabergolina y bromocriptina) que pudiesen
tener efectos terapéuticos significativos. Sin embargo, la ausencia de estudios sobre la
produccién de PRL, por los tumores pulmonares, es limitada a reportes de caso y
extrapolaciones de bases de datos gendmicas, lo que representa una importante area de
oportunidad para el estudio, en un inicio en ensayos histopatolégicos, que pretendemos
explotar, en mira de generar informacion tanto de ciencia basica, como clinica, que impacte
en el conocimiento general y en la utilizacién del mismo; Si bien encontrar dichas proteinas
por inmunohistoquimica no necesariamente implica causalidad, si pudiera ser un primer
paso para dilucidar el efecto de las mismas en el desarrollo de estos tumores y quizas, a

largo plazo, ayudar a identificar blancos terapéuticos potenciales.

4. PREGUNTAS DE INVESTIGACION:

¢Existe produccion de PRL y/o respuesta a la misma por las células epiteliales

pulmonares? En caso de ser asi...

¢Qué caracteristicas inmunohistoquimicas de expresion de prolactina se presentan en las

biopsias de neoplasias pulmonares malignas?

5. OBJETIVOS:
- Objetivo principal:

1) Identificar la expresion de PRL en células epiteliales de origen pulmonar, tanto en un
modelo murino sano como en biopsias de neoplasias pulmonares malignas de origen
humano.

- Objetivos especificos:

1) Evaluar la expresion (localizacion e intensidad) de prolactina por inmunohistoquimica en

biopsias de neoplasias pulmonares malignas en humanos y en pulmones de ratones sanos.
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2) Identificar la asociacidn entre expresién de prolactina con los subtipos histopatoldgicos

de las neoplasias pulmonares malignas.

3) Caracterizar la respuesta biolégica que la prolactina induce en un modelo celular de
adenocarcinoma pulmonar humano.

6. HIPOTESIS:

- Las células del epitelio respiratorio pulmonar, asi como los linfocitos asociados, son
productores tanto de prolactina como de su receptor, y ademas sensibles al estimulo

inducido por dicha hormona.

- Existe expresion diferencial de inmunotincién anti-PRL entre tejidos neopldsicos de origen
epitelial pulmonar y no neopldsicos, teniendo estos ultimos menor intensidad que los

primeros, pero con tendencia a incrementar conforme existe un estimulo nocivo.

- La expresion de PRL, por inmunohistoquimica, es inversamente proporcional al grado

histolégico y al comportamiento agresivo de las neoplasias.

7. MATERIAL Y METODOS:

-Diseno del estudio: el analisis de muestras humanas se trata de un estudio retrospectivo,
observacional y comparativo. Los estudios realizados en cultivos celulares y en el modelo
murino son tanto observacionales como experimentales.

-Autorizacion por comités de ética: registro y aprobacién en CONBIOETICA-09-CEI-011-
20160627 referencia 3029 (INCMNSZ), CINVA PAT-1915-18-20-1 (INCMNSZ) y R-2020-785-

172 (Comité Nacional de Investigacion Cientifica - IMSS).

-Lugares en donde se realizé el protocolo: Departamento de patologia Instituto Nacional
de Ciencias Médicas y Nutricidn Salvador Zubiran y en la unidad de patologia experimental
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del mismo instituto, asi como en el departamento de patologia del Hospital de Oncologia
del Centro Médico Nacional Siglo XXI.

-Duracion del estudio: dos afnos.

-Fuentes de informacion y muestras bioldgicas: archivos de bloques y laminillas del
departamento de patologia del Hospital de Oncologia del Centro Médico Nacional Siglo XX
y del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran, asi como los
archivos clinicos digitales de los casos correspondientes a estudiar.

7.1 MODELO CELULAR:
Con la intencidn de identificar si la prolactina es biolégicamente activa en el epitelio

pulmonar se disefié el siguiente experimento, en el que cultivos de células A549 fueron
expuestas a PRL recombinante, posteriormente se midié por RT-PCR la produccidon de
proteinas cldsicamente asociadas a los neumocitos tipo I, como la proteina surfactante A,
la proteina surfactante D, la catelicidina LL 37 y la proteina inducida por prolactina (PIP),

que ademads se han asociado como factores de progresion tumoral. 2122:23:24.25

- Cultivos celulares: Se sembraron células A549 (ATCC® CCL-185 ™) en placas de 12 pocillos
(1 x 10° células por pocillo) en medio RPMI (Caisson Labs, EE. UU., Cat. RPLO3) suplementado
con suero fetal bovino al 5% (Gibco, Estados Unidos), hasta el punto de confluencia éptima.
En este experimento, por triplicado, se incluyeron 2 grupos A549 y A549 + PRL, en dos
tiempos de evaluacion (1 y 18 horas), 1 grupo por tiempo fue estimulado con prolactina
recombinante (1445-PL-050, R&D Systems), usando una dosis de 8 ug / mL, posterior a que
se completaran las horas de incubacién se lisaron con SDS al 1%, esperando durante 10 min,
ulteriormente se afadié albumina de suero bovino (BSA) al 20% para detener la reaccién
(Figura 6). Las células fueron homogenizadas en tampdn RLT-BME con el fin de aislar el ARN
total para la determinacion de la expresién de los genes péptido inductor de prolactina,
catelicidina LL 37, proteina surfactante A y proteina surfactante D, mediante RT-PCR como

se describird a continuacion.
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A549 I A549 + PRL
1HORA 24 HORAS I 1HORA 24 HORAS

Figura 6. Disefio experimental utilizado en el ensayo para la determinacion de accién
bioldégica de prolactina recombinante en cultivos celulares de la linea A549.

De las muestras obtenidas del paso anterior se purificod el ARN total de las células con ayuda
del RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen, México). La calidad y cantidad de RNA fue evaluada
mediante espectrofotometria (260/280) por Nanodrop (Thermo Scientific) y mediante un
gel de agarosa. Se realizd la retrotranscripcion del ARNm utilizando 5 ug de RNA, oligo —dT
y Omniscript Kit (Qiagen, México). La PCR en Tiempo Real se realizé empleando el equipo
7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems) y se cuantificé utilizando Quantitech Sybr
Green Master Mix (Qiagen), utilizando el método de curva estdndar (1x10° hasta 1x10?)
para cuantificar el nUmero de copias. Se disefiaron primers especificos (Tabla 1) utilizando
el programa Primers Express (Applied Biosystem) para la PRL de 23. 5 kDa, mientras que
para el resto de los genes de interés se consultd la bibliografia internacional®®. La reaccion
fue realizada las siguientes condiciones: desnaturalizaciéon 95°C por 15 min, 40 ciclos a 95°C
por 20 segundos, 60°C por 20 segundos, 72°C por 34 segundos. El nimero de copias de cada

proteina se normalizd a un millén de copias de ARNm de gen constitutivo (RPLPO).

GEN DE INTERES PRIMER (FORWARD) PRIMER (REVERSE)
Proteina inducida por PRL | TGGCTCCTGTGCCTGCTGATG CAGCCATCCTGGGACGACATAG
Catelicidina LL 37 CCAGGACGACACAGCAGTCA CTTCACCAGCCCGTCCTTC
SURFACTANTE A TTTCTTGGAGCCTGAAAAGA GGAGGCCGAAGGCCAGAGAGCGT
SURFACTANTE D TTTGCCAGGAGCTGCAGGGCAA | AAGTGCTCGCAGACCACAAGACG
PROLACTINA CCCAGAAAGCAGGGACACTC CAGTCACCAGCGGAACAGAT

Tabla 1. Secuencias de los primers utilizados en experimentos del modelo celular y murino.
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7.2 MODELO ANIMAL:

Se utilizaron ratones machos de la cepa BALB/c de 8 semanas de edad y 22 g de peso
proporcionados por el Departamento de Investigacién Experimental y Bioterio (DIEB) del
INCMNSZ, dichos animales fueron conservados en condiciones de estricto aislamiento
microbiano en un laboratorio de bioseguridad animal nivel 3, en el cual se les alimento y
mantuvo en forma consistente hasta su sacrificio, siendo particularmente cautos en
minimizar el estrés, proporcionandoles cama, refugio y horas de luz adecuadas, lo anterior
con la finalidad de no alterar el fragil ciclo circadiano e inmunoendocrinolédgico que regula
la produccién de PRL. Grupos de 3 ratones fueron anestesiados con pentobarbital sédico
via intraperitoneal a una dosis de 210 mg/kg y sacrificados por exanguinacion (recolectando
la sangre) a los 6:00 am de los dias 1, 3, 7, 14, 21, 28, 60 y 120 posterior a recibirlos en el
bioterio. Los pulmones izquierdos fueron conservados en nitrégeno liquidos y los derechos
en etanol absoluto, con mira de preservarlos adecuadamente para los estudios
moleculares. Todo el material, asi como los productos de desecho generados por el
sacrificio de los animales serd considerado RPBI y seran desinfectados con ClidoxTM 1:1:18

partes de agua/15min.

- ELISA: Para la presente técnica se utilizaron las muestras de suero recuperadas por
exanguinacion de cada uno de los ratones sacrificados y fueron analizadas con el Kit de
ELISA en placa de 96 pozos (AB-100736 de ABCAM), con los reactivos proporcionados y

estrictamente bajo la metodologia especificada en el inserto.

- RT- PCR: los pulmones izquierdos fueron homogenizados con perlas de silice y zirconio,
usando el sistema MP FastPrep24; se extrae el RNA con ayuda del RNeasy Plus Mini Kit
(Qiagen, México). Posteriormente se realizaron las pruebas de acuerdo al protocolo

referido en el apartado previo.

- Western Blot: los pulmones correspondientes, previamente homogenizados para PCR,
fueron expuestos al buffer de muestra Laemmli BioRad con B-mercapto en una proporcion
1:1, posteriormente se calentaron a 80°C durante 5 minutos, al finalizar se dejaron

enfriando en hielo, hasta que fueron cargados en los carriles del gel concentrador, el cual

14



se permitio correr a 75V por 25 minutos hasta la alineacion en el limite con el gel separador,
para posteriormente subir el voltaje a 100V durante 1.5 minutos. Para continuar, se realizd
la transferencia a una membrana de PVDF. Para corroborar la transferencia teiimos las
membranas con Ponceau-S, sumergiendo las membranas 20 segundos en metanol e
incubando con el colorante por 2 minutos. Se procedid a realizar bloqueo con solucién
Blotto agitando a 120 rpm durante 1 hora a temperatura ambiente. Los anticuerpos
primarios utilizados fueron: Prolactin E-9, sc-48383 de Santa Cruz Biothecnology Inc y
Prolactin Receptor D4A9 #13552 de Cell Signaling Technology, que se anadieron de acuerdo
a las titulaciones previamente estandarizadas para verificar la mejor concentracion.
Posteriormente se afiadid el anticuerpo secundario y el revelado se realizd con los reactivos
ECL Immobilon Western (millipore). Finalizando el proceso mediante la tincién de
membranas con azul de Coomasie y su ulterior revelado. Como control de calidad de

integridad de las proteinas se realizd el mismo procedimiento, pero contra B-actina.

- Inmunohistoquimica: se realizaron cortes histoldgicos, en micrétomo a 2.5 micras, que se
colocaron en laminillas cargadas, posteriormente se hidrataron los tejidos, para lograr esto
se incubaron por 30 segundos en cada una de las siguientes soluciones (bajo estricto orden):
en xilol 1, xilol 2, alcohol-xilol (1:1), etanol absoluto, etanol al 96% y agua destilada; para
continuar con recuperaciéon antigénica en buffer de citratos con pH 9, a temperatura alta
en olla de presion, la peroxidasa endégena se bloqued con H202-MeOH (9:1)/20 minutos,
al finalizar fue lavada con PBS Tween 20 (0.05%) este ultimo lavado se realizaron entre cada
uno de los pasos que se describen a continuacion. El bloqueo de inespecificidad se realizd
con HCN durante 20 minutos, el anticuerpo primario para prolactina (Prolactin E-9, sc-
48383 de Santa Cruz Biothecnology Inc) fue utilizado a una dilucion 1:100 por laminilla;
dejando en agitacién durante 24 horas a temperatura ambiente. Posteriormente se
procedid a incubar el anticuerpo secundario por 30 minutos, y después se empled HRP
acoplada a estreptavidina que se dejd actuar durante 30 minutos a temperatura ambiente;
como siguiente paso se agregé diaminobencidina disuelta en buffer DAB (1 gota en 1 mL de
buffer), vigilando el viraje de coloracion (traslucido a café) y realizando el lavado para

detener la reaccion, posteriormente se realizé una contratincidon con hematoxilina, para
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finalizar, cada laminilla fue montada con resina y analizada con microscopia de luz simple,
describiendo a grandes rasgos los tipos celulares inmunomarcados, asi como las
caracteristicas e intensidad del mismo. Como controles positivos de la reaccion fueron
cortes histolégicos de hipdfisis. Como controles negativos se utilizaron duplicados de las
muestras, en los cuales Unicamente no se adiciond el anticuerpo primario durante el

procesamiento de las mismas.

7.3 BIOPSIAS DE HUMANOS:

-Calculo de tamano de muestra: Tamafo de muestra ideal, considerando a la cantidad de
pacientes con cancer de pulmén, diagnosticados anualmente en el Instituto Mexicano del

Seguro Socialt:

Z2 Npq
e2(N —1) + Z2pq

n =

N = 35650 1
Zo=1.65
p=0.5
q=0.5
e=1%

Numerador: 29198.24
Denominador: 356.49 + 0.8190 = 357.30

n=81.71

-Criterios de inclusion, exclusion, eliminacion:

a) Criterios de inclusion: Pacientes con diagndstico histopatolégico de cancer pulmonar.
b) Criterios de exclusién: ausencia de informacién clinica completa, falta de bloques de
parafina para complementar el estudio de inmunohistoquimica o escaso tejido restante en

los mismos.

16



c) Criterios de eliminacidn: Identificacion de neoplasia de hipdfisis productora de prolactina,

al revisar antecedentes clinicos.

- Inmunohistoquimica: con previa autorizacion de los comités de ética correspondientes, se
seleccionaron los bloques de parafina pertenecientes a pacientes, del INCMNSZ y del
CMNSXXI, que hayan sido diagnosticados con alguna neoplasia maligna pulmonar, con
especial interés en los adenocarcinomas, de igual forma se utilizaron muestras de pulmones
sin neoplasias y con enfermedades inflamatorias o infecciosas, lo anterior en mira de poder
tener un punto de partida sobre normalidad y patologias ajenas al cancer. Dichas muestras
fueron procesadas para realizar inmunohistoquimicas dirigidas a la isoforma prototipo de
la prolactina, cuidando siempre la preservacion del tejido. La técnica utilizada fue la misma
que se describio previamente con el modelo murino, sin embargo, en este caso se utilizé
otro anticuerpo primario contra prolactina (ab64377, ABCAM), en dilucién 1:200, que fue
seleccionado con la intencidn de utilizar el anticuerpo adecuado que presente el mejor
rendimiento en muestras de origen humano. Cabe destacar que el anticuerpo primario
utilizado detecta todas las isoformas de prolactina y su receptor, lo anterior debido a que
dichas variantes son modificaciones postraduccionales de las proteinas que no intervienen
con la inmunotincion de las mismas, ademas de que no se han desarrollado anticuerpos

especificos contra dichas variantes.

Como casos “no carcinomas” se incluyeron 10 cortes de pulmén con: COVID-19, mieloma

multiple, granulomatosis con poliangitis, neumoconiosis, infecciones y daino alveolar difuso.

- Interpretacion de los resultados: de manera semicuantitativa, se gradificd el nivel de
inmunomarcaje (nuclear y citopladsmico) tanto en células neoplasicas como no neoplasicas
(linfocitos, células plasmaticas y epiteliales), utilizando la siguiente escala: tincidon negativa
(0), leve (1) e intensa (2). Lo anterior fue realizado por dos observadores que evaluaron

dichos pardmetros de manera independiente y posteriormente en conjunto.
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Las variables se analizaron mediante prueba de ji al cuadrado. En este andlisis fue utilizado

el paquete estadistico SPSS version 28.0.

ASPECTOS ETICOS:

El presente estudio y los procedimientos empleados se apegan al Reglamento de la Ley
General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud, asi como con la declaracion de

Helsinki y sus enmiendas de acuerdo con los siguientes apartados:

-Procedimientos: Dado que es un estudio retrospectivo, no se realizaron maniobras ni
intervenciones a los pacientes. Las muestras, se tomaron de los bloques de parafina, que se
encuentran en el archivo de anatomia patolégica de ambas instituciones, en su momento
dichas biopsias fueron realizadas por los equipos quirurgicos y para el abordaje de la
enfermedad, previo consentimiento informado del paciente y/o responsable. Para el
presente protocolo no se tomd ninguna muestra nueva ni se realizard maniobra alguna

sobre los individuos en cuestion.

-Recopilacion de informacidn: de cada biopsia estudiada, se obtuvieron datos relevantes
de los informes histopatoldgicos, asi como también se volvieron a revisar las laminillas
correspondientes a cada caso, con la finalidad de verificar y reevaluar cada diagnéstico.La
informacién recabada de los expedientes clinicos fue manejada con estricta
confidencialidad y Unicamente para los fines estadisticos antes mencionados. Los
investigadores del presente protocolo declaramos que no tenemos conflictos de interés

alguno.

-Riesgo de la investigacidn: De acuerdo con la Ley General de Salud, es un estudio sin riesgo.
A todos los pacientes se les solicito la firma de consentimiento informado para toma de

biopsia o procedimiento quirurgico.

-Posibles beneficios: El paciente que ingrese al protocolo de estudio no recibidé ningun

beneficio directo de su participacion, sin embargo, los resultados del proyecto permitiran
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un aporte al conocimiento de la enfermedad para mejorar las estrategias en su

comprension y potencial tratamiento.

Debido a ello y a que se seguiran los protocolos que actualmente se llevan a cabo en la

Institucion, el balance se inclina al beneficio.

-Confidencialidad. Los investigadores nos comprometemos a resguardar los datos
obtenidos de los sujetos de investigacion (datos clinicos y demograficos, resultados de
estudios de imagen y patologia) y que todos serdn andnimos; para ello las hojas de
recoleccion de datos fueron identificadas con un folio numérico consecutivo que
corresponde con los datos que puedan identificar al paciente en el estudio y solo los

investigadores tienen acceso a los mismos.

-Conflictos de interés: No hay conflictos de interés por parte de ninguno de los miembros

del equipo de investigacién en este proyecto.

-Recursos, financiamiento y factibilidad: todos los estudios realizados, y gastos
correspondientes, fueron cubiertos por el departamento de patologia y la unidad de

patologia experimental del INCMNSZ.

-Aspectos de bioseguridad: Se siguieron los lineamientos de la Ley General de Salud, en
materia de Investigacion para la Salud y el Manual de Bioseguridad en el laboratorio de la
Organizacion Mundial de la Salud, asi como el Reglamento de la Ley General de Salud en
materia de control sanitario de la disposicién de drganos, tejidos y materiales que

constituyan un riesgo bioldgico.

8. RESULTADOS:
8.1 MODELO CELULAR:

Los experimentos realizados en los cultivos A549 demuestran patrones de expresién
molecular particularmente interesantes, si bien la meta inicial era determinar si la PRL

induce actividad biolégica en células de origen pulmonar, no solo confirmamos dicha
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aseveracion sino que también observamos la inducciéon de produccion de transcritos que
culminan en productos con propiedades oncogénicas (LL 37, SP-D), la supresién de una
proteina protectora de progresion neopldsicas (SP-A), asi como también del PIP, lo que

demuestra la regulacion por retroalimentacion autdcrina de la prolactina (Figura 7)
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Figura 7. Representacion grafica de la cuantificaciéon obtenida por RT-PCR para proteina
inducida por prolactina (A), catelicidina LL 37 (B), proteina surfactante A (C) y proteina
surfactante D (D), a las 1 y 18 horas de exposicion de células A549 y a sus contrapartes
expuestas a PRL recombinante.

8.2 MODELO MURINO:

En el analisis de los resultados obtenidos en los ensayos ELISA (Figura 8) para la
cuantificacion de PRL circulante en los ratones BALB/c podemos identificar como los niveles

de la misma presentan diferentes concentraciones séricas a lo largo del tiempo, con picos y
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descensos acentuados, lo anterior es caracteristico del modelo ya que el ciclo circadiano de
la prolactina no es solamente horario, sino que también presenta variaciones semanales. Y
si bien pueden existir alteraciones debido a una gran cantidad de factores, como el estrés o
la enfermedad, todos los animales se mantuvieron en ambientes controlados, con los
mismos parametros de luz, ventilacion, cuidados, alimentacién y recreacidn, asi como de
igual forma cada animal de cada grupo fue sacrificado en el mismo horario, con el fin de

minimizar el ruido que esto pudiese generar en los resultados.

ELISA PARA PROLACTINA
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1.2

ng/ml
© o
[e)] 0]

[

7 14 21 28 60 120
GRUPOS POR DIiA DE SACRIFICIO

Figura 8. Cuantificacion de PRL por ELISA en suero de ratones BALB/c sanos.

La medicion del numero de transcritos de prolactina, mediante PCR en tiempo real (Figura
9), realizada en los pulmones de los mismos grupos de ratones evidencia como si bien la
produccién basal de dicha hormona es baja, respecto al gen constitutivo, esta es constante
en sus niveles a lo largo del tiempo, oscilando entre las 322 y las 358 copias por reaccién, lo
cual pone en tela de juicio si la produccion de PRL a nivel tisular pulmonar es llevada a cabo

por mecanismos independientes a la regulacién de la concentracion periférica de la misma.
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qPCR: EXPRESION ABSOLUTA DE PRL/ RPLPO
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W PRL 322 363 344 337 358 332 313 327

Figura 9. RT-PCR de prolactina en pulmones de ratones BALB/c sanos y su comparacion con
un gen constitutivo (RPLPO).

Los estudios de Western-Blot efectuados en muestras de los mismos pulmones (Figura 10)
revelan que en el caso de la prolactina se identifican dos isoformas predominantes, la de
23.5 kDa correspondiente a la PRL “clasica” conocida por ser el producto prototipo de
traduccién en la hipdfisis y que constituye la variante predominante a nivel circulatorio, asi
como una de aproximadamente 30 kDa que usualmente no es identificada a nivel sérico, y
cuya funcion tisular aun se desconoce. Por su parte, en la busqueda del receptor de
prolactina se logra documentar la presencia de las isoformas caracterizadas en los ratones,
las llamadas grande y pequefia. Los controles internos de B-actina son adecuados para cada

grupo analizado.
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Figura 10. Western-Blot dirigido contra prolactina (A), su receptor (B) y B-actina como
control interno, en pulmones de ratones BALB/c sanos. Las letras “C” en los uUltimos carriles
de los primeros dos paneles corresponden a las proteinas recombinantes utilizadas como
control externo de la prueba.

Respecto a las reacciones de inmunohistoquimica efectuadas en los pulmones preservados
para dicho fin (Figura 11), pero correspondientes a los mismos ratones de los estudios
previos, demostraron consistentemente positividad focal y citoplasmadtica en las células
epiteliales alveolares, en cada sujeto experimental de cada grupo de sacrificio. Es

importante resaltar que no se observd inmunomarcaje evidente en ningun otro tipo celular.
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Figura 11. A) Reaccidn de inmunohistoquimica contra prolactina en corte histolégico de
pulmon de ratén BALB/c. B) Inmunotincion contra receptor de prolactina en mismo grupo.
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8.3: BIOPSIAS DE HUMANOS:
En los estudios de inmunohistoquimica realizados en las biopsias de los pacientes, destaca

el amplio espectro de inmunotincidn en ellas, teniendo desde casos con marca intensa y

difusa, hasta casos indudablemente negativos (dentro de los mismos subtipos histolégicos).

Es interesante que el marcaje no se limita al citoplasma de las células neoplasicas, ya que
en algunos casos también es observada a nivel nuclear, lo que en estudios previos ha sido
descrito como traslocacién nuclear de prolactina, traduciéndose en la actividad de dicha
proteina como factor de transcripcion; también es importante destacar la positividad
citoplasmica en epitelio respiratorio no neoplasico, células endoteliales y linfocitos (Figura
12), lo que correlaciona perfectamente con el amplio grupo de tejidos en los que se ha
descrito la produccion de una u otra isoforma de la PRL, y que se ve importantemente
incrementada en condiciones reactivas y patoldgicas. En las fotomicrografias expuestas en

las figuras 13-18 se ejemplifican los hallazgos microscépicos mas relevantes.
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Figura 12. Reaccién de inmunohistoquimica (40X) contra PRL en tejido pulmonar no
neoplasico, adyacente a un adenocarcinoma lepidico. En el panel de la izquierda se
identifican agregados linfoides con intensa marca nuclear, asi como endotelio positivo en
su citoplasma, en el panel de la derecha observamos neumocitos tanto tipo | como Il con
marca positiva en su citoplasma.
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Figura 13. Corte histoldgico tefiido con H&E y reacciones de inmunohistoquimica contra PRL

(40X), correspondientes a un adenocarcinoma lepidico, en el que identificamos positividad

citoplasmica y difusa en las células neoplasicas presentes en pulmdn, mientras que en la

metastasis ganglionar la marca es intensa a nivel nuclear y tenue en el citoplasma.
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Figura 14. Fotomicrografia de corte histolédgico tefiido con H&E e inmunorreaccion contra
prolactina en un adenocarcinoma lepidico localizado en pulmén, a diferencia de la figura
13, este presenta intensa marca nucleary minima citoplasmatica en su localizacién primaria.

Figura 15. Corte histoldgico teiiido con H&E e inmunohistoquimica contra PRL (40X) de un
carcinoide tipico, en el que destaca intensa positividad tanto citoplasmatica como nuclear.

27




N ¢ 8% 90 Tea™?
h"\m ;w”

’AM,

Figura 16. Corte histolégico teiflido con H&E y su correspondiente reaccion e
inmunohistoquimica contra prolactina (40X) en un adenocarcinoma acinar pulmonar, en el
gue destaca la franca negatividad del mismo.

Figura 17. Adenocarcinoma acinar pulmonar, en el que a diferencia de su contraparte
descrita en la figura 16, este presenta intensa y difusa positividad citoplasmica.
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Figura 18. Reacciones de IHQ contra PRL (40X), en el panel de la izquierda corresponde a un
carcinoma neuroenddcrino de células pequefias, variante células grandes, en el que resalta
la negatividad de aquellas con mayor atipia y pleomorfismo, mientras que en el resto del
tumor el marcaje es similar al de los carcinoides tipicos. En el panel de la derecha se
ejemplifica la recurrente negatividad que demuestran las metastasis de los carcinomas

epidermoides primarios de pulmon.

Posterior al analisis microscopico se procedié a la evaluacidn estadistica de los resultados

obtenidos, encontrando que existe significancia estadistica en escenarios particulares,

como al evaluar la expresion nuclear de PRL tanto en epitelio pulmonar de casos sin

neoplasia como en aquellos con tumor, la cual se encuentra aumentada con mayor

frecuencia en la periferia del componente tumoral (p=0.016), no siendo asi en cuanto al

marcaje citoplasmico (p=0.601). Respecto al resto del microambiente, cabe destacar el caso

de los linfocitos, en quienes inicialmente consideramos encontrariamos expresion

diferencial entre los grupos, sin embargo esto no es asi, si bien a mayor infiltrado

inflamatorio es mas evidente la marca, esta no constituye un factor estadisticamente

relevante en el analisis, ya que la inmunotincidn es constante a lo largo de los diferentes

tipos de tumores involucrados en el protocolo, asi como en las entidades no neoplasicas y

en el parénquima sano (Figura 19). Identificamos otros tipos celulares productores de
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prolactina, como el endotelio, el mesotelio, el componente cartilaginoso y los fibroblastos

activados, sin embargo, debido a que estos se encuentran de manera esporadica, no fueron

incluidos en el estudio estadistico.

Expresion

nuclear en
células

125 epitelilales

W Sin expresién
M Baja expresicn
M Alta expresién

p=0.016

100

75

Recuento

50

25

0.0
No neoplasico  Adenocarcinoma Neoplasias Carcinoma
neuroendocrinas epidermoide

Tipo histolégico

40 Expresion
en linfocitos

[ Sin expresion
M Baja expresion
M Alta expresion

p=0.531

30

20

Recuento

No neoplasico  Adenocarcinoma Neoplasias Carcinoma
neuroendocrinas epidermoide

Tipo histolégico

Figura 19. A) Andlisis comparativo de la expresién de prolactina en los nucleos del epitelio
respiratorio correspondiente a casos con tumor y sin tumor (p=0.016). B) Estudio de los
linfocitos acompafiantes en los mismos grupos de estudio (p=0.531).
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Posteriormente, al realizar comparaciones internas entre el grupo de los adenocarcinomas
(Figura 20) logramos demostrar que existe una por mucho mayor marca nuclear, de PRL, en
las células neoplasicas del subgrupo correspondiente al Grado 2, al compararlas con
aquellos casos de mejor diferenciacion y mejor comportamiento bioldgico (Grado 1) que
con su contraparte biolégicamente mas agresiva (Grado 3), con una p=0.027; de igual

manera, se identifica el patrén similar al evaluar el inmunomarcaje citoplasmico (p=0.076).

25 Expresion
nuclear en
células

neoplasicas

20 M Sin expresién
B Expresion baja
M Expresion alta

p=0.027

Recuento

Grado 1 Grado 2 Grado 3
Subtipo histologico
Expresion
citoplasmica
en células
neoplasicas
[ Sin expresion
M B3ja expresion
M Alta expresion

p=0.076

Recuento

Grado 1 Grado 2 Grado 3

Subtipo histolégico

Figura 20. A) Expresion diferencial de marca nuclear de PRL entre los subgrupos histolégicos
del adenocarcinoma primario de pulmon. B) Expresion citoplasmica en la misma muestra.
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Respecto a las metastasis (Figura 21), es sumamente interesante observar el importante
grado de significancia estadistica que existe entre la positividad citoplasmica de las células
neoplasicas cuando estas se encuentran en su sitio primario a cuando ya han dado
metastasis a ganglio o tejidos blandos (p<0.001), siendo esta por mucho menor en los
ultimos casos, y presentando un comportamiento similar al momento de evaluar linfocitos

(p=0.007), en ambos escenarios biolégicos.

w Expresion
citoplasmica
en células

neoplasicas

[ Sin expresion
M Baja expresion
M Alta expresién

p<0.001

Recuento

Primario pulmonar Metastasis

Metastasis

50 Expresion
en linfocitos
H Sin expresién
M Baja expresion
M Alta expresion

p=0.007

40

30

Recuento

20

Primario pulmonar Metastasis

Metastasis

Figura 21. A) Comparacién entre la positividad nuclear de PRL en las células neoplasicas
ubicadas en pulmdn vs en las metastasis. B) Evaluacion del componente linfocitario en los
mismos grupos de estudios y con la misma prueba.
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Entre los hallazgos en los que no pudimos documentar significancia estadistica se encuentra
la comparacién de marca entre los distintos tipos de neoplasias (p=0.140 en nucleo y
p=0.488 en citoplasma), sin embargo, logramos corroborar la hipdtesis inicial, en la cual
aseveramos que existe produccidon de PRL en las células neoplasicas de origen epitelial,

independientemente de la clasificacion histolédgica a la que pertenecen (Figura 22).

40 Expresion
nuclear en
células

neoplasicas

[ Sin expresién
35 MExpresion baja
M Expresion alta

p=0.140

20

Recuento

Adenocarcinoma Neoplasias Carcinoma epidermoide
neuroendocrinas

Tipo histolégico

25 Expresion
citoplasmica
en células
neoplasicas
ESin expresicn
M Baja expresion
M Alta expresion

p=0.488

20

Recuento

Adenocarcinoma Neoplasias Carcinoma epidermoide
neuroendocrinas

Tipo histologico

Figura 22. A y B) Expresidn tanto nuclear como citopldsmica en los diferentes tipos
histoldgicos de neoplasias primarias pulmonares.
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9. DISCUSION:

Los ensayos realizados en el modelo celular confirman la hipétesis inicial en la cual
proponemos que el epitelio respiratorio es tan capaz de responder biolégicamente a la
interaccion con la prolactina, y si bien no hemos caracterizado las vias de sefializacién por
lo cual esto ocurre, si logramos identificar que la PRL es capaz de inducir eficientemente la
produccién de al menos algunas proteinas que en afios recientes se han asociado a actividad
pro oncogénica, como lo son la proteina surfactante D y la catelicidina LL 37; ademas
paralelamente suprime la presencia de proteina surfactante A, que actualmente es
considerada como un factor protector de la progresién tumoral. Si bien los estudios que
realizamos, con los cultivos de la linea A549, son contundentes al demostrar lo dilucidado,
se encuentran importantemente limitados debido al breve periodo de vida media de la
prolactina, lo cual es evidente ya que en nuestros resultados se aprecia como la actividad
biolégica inducida es prominente al corto plazo, pero se ve completamente abolida en
cuestién de horas, sin embargo otro obstaculo a vencer es el del preponderante
pleiotropismo de la prolactina para diferentes receptores distintos al propio. Consideramos
gue el siguiente paso a realizar es el de establecer un modelo animal oncoldgico en el que
en distintos grupos de estudio se pueda demostrar si la administracién de PRL o la supresion

de RPRL derivan en desenlaces clinicos distintos al de la historia natural de la enfermedad.

Los estudios de caracterizacion proteica empleados en el modelo animal implementado
para el desarrollo del presente protocolo confirman que tanto la prolactina como su
receptor se expresan en células del epitelio respiratorio y que interesantemente representa
un proceso independiente al de la regulacién de PRL sérica, ya que esta ultima varia en su
concentracion gracias al ciclo circadiano, mientras que en pulmdn se caracteriza por ser
producida a niveles bajos, constantes y con la misma concentracion a lo largo del tiempo;
pero no solamente eso, sino que a nivel pulmonar se genera una isoforma de
aproximadamente 30 kDa que no habia sido descrita dentro de las variantes estudiadas de
la prolactina, planteando asi nuevos cuestionamientos sobre la funcién que esta pueda

desempeiiar, ya que una estructura diferente pudiese corresponder a la interaccion con
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receptores aun no identificados en estos diversos procesos biolégicos en los que la

prolactina se encuentra inmersa.

Los resultados obtenidos mediante los estudios de inmunohistoquimica son sumamente
interesantes, ya que no solo reafirman la presencia de PRL y su receptor en el citoplasma
del epitelio alveolar sano, sino que también observamos como, en comparacion, tanto la
intensidad, como el porcentaje y la localizacién de la misma es sumamente divergente
cuando analizamos dicha reaccién en neoplasias malignas primarias del pulmén, siendo
generalmente mucho mayor a la estandarizada como linea basal normal, entre los hallazgos
destacables queremos resaltar que el marcaje del citoplasma es a creces superior
independientemente del subtipo histolégico analizado, en algunos casos los nucleos son
positivos (reafirmando asi la idea de que la PRL probablemente funge como factor de
transcripcion) y que los tejidos no neopldsicos presentan mayor intensidad de marca
(respecto a los controles sanos), que seguramente corresponde a un efecto reactivo ante el
dano nocivo al que estan sometidos, hallazgo que se repite en aquellos casos estudiados
gue no corresponden a neoplasias, como por ejemplo COVID-19, neumoconiosis,

granulomatosis con poliangitis, entre otros.

Es importante mencionar la heterogeneidad de estos resultados dentro de los mismos
subtipos histoldgicos de las neoplasias, teniendo mayoritariamente casos con gran
intensidad de marca, asi como también algunos con baja o nula expresidn, pero en los que

invariablemente el tejido circundante al tumor es positivo para PRL.

Posteriormente, al realizar el andlisis estadistico de los resultados obtenidos, el primer
punto a establecer es si el microambiente juega un rol en la expresion de prolactina, los
resultados demostraron fehacientemente que la positividad nuclear en el epitelio
respiratorio se ve considerablemente aumentada cuando este se encuentra en relaciéon a
neoplasias, siendo los linfocitos el caso contrario, ya que su marca es consistente a lo largo
de todos los casos estudiados. Esto puede deberse a la respuesta bioldgica ejercida por la
prolactina en los neumocitos, como fue demostrado en el modelo celular, ya que esta bien

establecida la autorregulacion tanto autdcrina como paracrina de la prolactina en los
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epitelios, generandose asi un ciclo de retroalimentacion positiva tumor-microambiente, con
un desenlace o intencion bioldgica que ain desconocemos pero que es relevante explorar,
ya que dependiendo de que eje sea el dominante en dicho juego de estimulo-respuesta, se
pueden desarrollar nuevos modelos de estudio para determinar si es conveniente disrumpir

o sobre estimular el ciclo hormonal, en pro de reducir la progresién neoplasica.

Como fue comentado desde un inicio nuestro principal grupo de interés se centra en los
adenocarcinomas pulmonares, es por ello que el andlisis estadistico estuvo enfocado a
determinar si existen diferencias de positividad inmunohistoquimica entre los distintos
grados de agresividad en los que se clasifica este amplio grupo de tumores; Al momento de
graficar y evaluar los resultados observamos como el grupo 2 (con moderada diferenciacién
y agresividad intermedia) es el que presenta mayor marca citoplasmica intensa y menor
nuclear, lo cual es un hallazgo que suele ser consistente entre muchas de las moléculas
estudiadas en las neoplasias, ya que al encontrarse en un punto medio desdiferenciacién es
mas probable que retenga vias bioldgicas no sobreexpresadas en neoplasias bien

diferenciadas, ni perderlas como en aquellas que vagamente recuerdan su tejido de origen.

Unos de los resultados mas interesantes que arrojo el presente protocolo es aquel
correspondiente al andlisis comparativo entre las metdstasis y el primario pulmonar,
particularmente al gradificar la inmunotincién citopldsmica de prolactina, ya que esta
disminuye drasticamente al mover a la neoplasia de su sitio de origen, y aun teniendo en
consideracién que los linfocitos ganglionares han sido ampliamente caracterizados como
mediadores inmunes que utilizan las vias de la PRL; lo anterior puede tener explicacidn al
incluir a la férmula el hecho de que, in vitro, hemos evidenciado que el epitelio respiratorio
es un potente regulador de vias oncogénicas tumorales y a que in vivo demuestra una
remarcable produccidon de prolactina citopldsmica, hecho que no ocurre con las células
linfoides. Por tanto, la metastasis podria encontrarse parcialmente aislada del ciclo
regulador pardcrino de la prolactina al no encontrarse adyacente al microambiente que la
produce y en consecuencia exhibir menor produccidon de la hormona en cuestién, lo cual

merece determinar si representa un factor prondstico de interés médico.
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10. CONCLUSIONES:

Tanto la bibliografia, como los ensayos realizados en este protocolo nos confirman la
hipdtesis de la cual partimos, que la prolactina y su receptor, forman parte relevante en la
fisiopatologia de las neoplasias pulmonares malignas y poseen un potencial, aun a

determinar diagndstico, prondstico y tratamiento de dichas enfermedades.

Una de los mayores factores que limitan el avance del conocimiento en este campo en
particular es el pleiotropismo de la prolactina y la facilidad con la que otras moléculas se
acoplan a su receptor, generando una cantidad, aun innumerable, de vias de sefializacidn,
rutas metabdlicas y diversos efectos bioquimicos en multiples sistemas, tejidos, células y
por tanto... En procesos patoldgicos diversos, siendo las neoplasias aquellas con mayor
complejidad bioldgica, esto propone un desafio importante para quienes estamos
interesados en dilucidar si esta hormona juega un papel a favor, en contra o factor-

dependiente, en la oncogénesis y progresion de los tumores malignos primarios de pulmadn.

Pese a que los ensayos in vitro, animales y en humanos, descritos en las paginas previas,
orientan a considerar a la prolactina como un factor oncogénico, es vital realizar mas
estudios que incluyan en su analisis estadistico las variables clinicas y patoldgicas de cada
uno de los pacientes, asi como otros factores involucrados que son de importancia para
cada paciente, como tratamientos previos, la medicidn sérica de la PRL y la caracterizacién
de las isoformas que interactian en cada caso. Sin duda alguna se requiere una mayor
cantidad de futuros estudios, que cada vez escalen en su complejidad, desde ensayos con
tejido en fresco hasta modelos animales, y posteriormente humanos, en los que se

blogueen las vias de la PRL, o se administre en forma recombinante.

En la presente tesis no solo defendemos, caracterizamos y aseveramos un evento bioldgico
sin descripcidn previa, sino que abrimos la puerta a una nueva area de estudio que continua
no solo con el objetivo de saciar la curiosidad cientifica, sino direccionado a buscar opciones
gue contribuyan a mejorar la calidad de vida de las personas y familiar aquejadas por el

cancer de pulmdn, sin duda una entidad sofocante para el tejido social.
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