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Resumen

La estrecha asociacion entre la artritis reumatoide (AR), el sexo, el estado
reproductivo y el estrés ha vinculado durante mucho tiempo a la hormona prolactina
(PRL) con la progresion de la enfermedad. La PRL posee efectos tanto
proinflamatorios como antiinflamatorios en la AR, pero los mecanismos de estos
efectos aun no se comprenden. En este trabajo, mostramos que la PRL modula de
manera opuesta las acciones proinflamatorias de la interleucina 18 (IL-1B) y del
factor de necrosis tumoral a (TNF-a) en cultivos murinos de fibroblastos sinoviales
(FS). Tanto la IL-1B como el TNF-a aumentaron la actividad metabdlica y la
expresion de mediadores proinflamatorios (//1b, Inos e 116) mediante la activacion
transcripcional del factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las
células B activadas (NF-kB). Sin embargo, la IL-13 aument6 y el TNF-a disminuyo
los niveles de la isoforma larga del receptor de la PRL (LRPRL) en asociacién con
las acciones duales de esta hormona sobre la respuesta inflamatoria de los
fibroblastos sinoviales . La PRL redujo el efecto proinflamatorio y la activacion de
NF-kB en respuesta a la IL-183, pero aumento la inflamacion y la sefalizacion de NF-
kB inducidas por el TNF-a. El papel dual de la PRL frente a las dos citocinas también
se manifesto in vivo. Se inyectaron IL-13 o TNF-a con o sin PRL en las articulaciones
de la rodilla de ratones sanos y se evalud la inflamacién articular 24 horas después.
La IL-1B y el TNF-a aumentaron la expresion de factores proinflamatorios y la
infiltracion de células inmunitarias. La PRL previno las acciones de la IL-1[3, pero
fue inactiva o elevd aun mas el efecto proinflamatorio del TNF-a. Concluimos que la
PRL ejerce acciones opuestas sobre la inflamacién articular, tanto de ratones macho
como hembra, que dependen de su interaccion con citocinas proinflamatorias
especificas, la expresién del LRPRL vy la activacion de la via NF-kB. Proponemos
gue estas acciones opuestas de la PRL pueden contribuir a modular la inflamacién
articular en la AR y a generar informacién relevante para el desarrollo de nuevos

tratamientos.
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Abstract

The close association between rheumatoid arthritis (RA), sex, reproductive state,
and stress has long linked the hormone prolactin (PRL) to disease progression. PRL
has both proinflammatory and anti-inflammatory outcomes in RA, but responsible
mechanisms are not understood. Here, we show that PRL modifies in an opposite
manner the proinflammatory actions of interleukin 18 (IL-18) and tumor necrosis
factor a (TNF-a) in mouse synovial fibroblasts (SF) in culture. Both IL-18 and TNF-
a upregulated the metabolic activity and the expression of proinflammatory factors
(Il1b, Inos, and 116) via the activation of the nuclear factor kappa B (NF-kB) signaling
pathway. However, IL-18 increased and TNF-a decreased the levels of the long PRL
receptor isoform (LRPRL) in association with dual actions of PRL on SF inflammatory
response. PRL reduced the proinflammatory effect and activation of NF-kB by IL-13
butincreased TNF-a-induced inflammation and NF-kB signaling. The double-faceted
role of PRL against the two cytokines manifested also in vivo. IL-1B or TNF-a with or
without PRL were injected into the knee joints of healthy mice and joint inflammation
was monitored after 24 hours. IL-1p and TNF-a increased the joint expression of
proinflammatory factors and the infiltration of immune cells. PRL prevented the
actions of IL-1B8 but was either inactive or further increased the proinflammatory
effect of TNF-a. We conclude that PRL exerts opposite actions on joint inflammation
in males and females that depend on specific proinflammatory cytokines, the level
of the LRPRL, and the activation of NF-kB signaling. Dual actions of PRL may help
balance joint inflammation in RA and provide insights for development of new

treatments.
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1. Introduccion

Las artritis inflamatorias comprenden un grupo de padecimientos que afectan las
articulaciones moviles, la columna vertebral y otras estructuras corporales (1).
Dentro de las artritis inflamatorias destaca por su prevalencia [1% de la poblacion
mundial (2) y 1.6% en México (3)] la artritis reumatoide (AR), una enfermedad
inflamatoria cronica autoinmune caracterizada por la inflamacion de las
articulaciones, donde la infiltracion de células inmunes en la membrana sinovial y la
hiperplasia de células residentes conllevan al desarrollo de un frente inflamatorio
(“pannus”) que destruye el cartilago y el hueso (4-6) mediante la accion de citocinas
proinflamatorias como el TNF-q, la IL-1pB, el interferon y (INF-y) y la interleucina 6
(IL-6) (7). Estas citocinas estimulan la muerte celular y la degradacion de la matriz
extracelular del cartilago (8) y del hueso (9) y su bloqueo previene el deterioro
articular (10). Es por ello que los factores capaces de modificar la accion de las
citocinas proinflamatorias tienen importancia en la prevencién y tratamiento de la

AR. Uno de estos factores es la hormona prolactina (PRL).

Por muchos afos se ha ligado a la PRL con la fisiopatologia de la AR principalmente
porque este padecimiento tiene mayor prevalencia en mujeres y se altera en
estadios reproductivos (11). La PRL es sexualmente dimorfica (sus niveles
circulantes son mayores en las mujeres), aumenta durante el embarazo y la
lactancia y se eleva en algunos pacientes con AR. Sin embargo, la influencia de la
PRL sobre la AR es aun controversial debido a que no hay una correlacion clara
entre sus niveles circulantes y la severidad del padecimiento. Por ejemplo, el
embarazo promueve la remision de la AR (11-13) pero la lactancia aumenta su
actividad (11, 14-16).

Ademas, la PRL tiene acciones sobre células inmunes y tejidos de la articulacion
que pueden afectar la progresion de la AR tanto de manera positiva como negativa
(17). Se ha propuesto que las acciones opuestas de la PRL dependen de su

concentracion en circulacion (17), de la sintesis de PRL por tejidos de la articulacion,



del nivel de expresion del receptor de PRL (RPRL) y de interacciones complejas en
el ambiente inflamatorio. Por ejemplo, el ambiente inflamatorio contiene
metaloproteasas de matriz (MMP) que procesan proteoliticamente a la PRL a
vasoinhibina, un fragmento de la PRL que inhibe la angiogénesis y tiene efectos

proinflamatorios (11, 18).

Estudios de nuestro laboratorio muestran que la PRL protege contra la inflamacion
y destruccion de la articulacion en el modelo de artritis inflamatoria inducida por
adyuvante (8) y que los fibroblastos sinoviales (FS) pueden ser blanco de estas
acciones protectoras (9). Sin embargo, recientemente encontramos que la PRL
también puede actuar sobre los FS promoviendo procesos inflamatorios. En este
estudio analizamos el mecanismo de las acciones duales de la PRL sobre los FS 'y
sobre un modelo de inflamacién articular aguda a través de determinar la expresion
de mediadores proinflamatorios, la expresion del RPRL, la activacion de la via de
sefnalizacion del factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las
células B activadas (NF-kB), y la infiltracion de células inmunes a la cavidad

articular.



2. Antecedentes
2.1 Estructura articular

Las articulaciones moviles estan contenidas dentro de una capsula articular
conformada por la membrana sinovial constituida por células (sinoviocitos) (7),
responsables de secretar el liquido sinovial que nutre y lubrica al cartilago (19), un
tejido avascular que recubre los extremos de los huesos evitando su desgaste y
permitiendo su libre movimiento (Figura 1). Desde una perspectiva evolutiva, la
formacion y el posicionamiento corporal de las articulaciones permiten la adaptacion
exitosa de los vertebrados a una gran variedad de ambientes ecolégicos. Algunas
enfermedades infecciosas o insultos traumaticos pueden desencadenar procesos
inflamatorios articulares con amplias repercusiones en la capacidad motora de los

organismos (20).

Hueso
Capsula articular

Cartilago j
Liquido sinovial : :

Membrana sinovial L

<

Sinoviocitos

Hueso

Figura 1. Representacion grafica de los componentes de una articulacion sinovial
sana. (Modificado de J.S. Smolen et al, 2016)

La inflamacion articular causa dolor, hinchazoén y disfuncion que conllevan a una
discapacidad motriz (21). Estos procesos se promueven en la membrana sinovial y
determinan padecimientos conocidos como artritis inflamatorias (22) que pueden

ocasionar danos irreversibles al cartilago (8) y al hueso (9).
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2.2 Artritis reumatoide

Dentro de las artritis inflamatorias destaca por su prevalencia [1% de la poblacion
mundial (2) y 1.6% en México (3)] la AR, una enfermedad inflamatoria progresiva
autoinmune que esta asociada con efectos tanto sistémicos como articulares (5).
Esta patologia se caracteriza por afectar principalmente las articulaciones pequefias
de manos y pies, aunque sus efectos en articulaciones de mayor tamafio también
son comunes (7). Ademas de las afecciones articulares, se han descrito diversas
complicaciones sistémicas que afectan a los sistemas cardiovascular, pulmonar,
dermatoldgico y neuroldgico, entre otros (23). Estos dafios se deben al caracter

sistémico de la inflamacion en la AR (24, 25).

La etiologia de la AR aun no es clara, pero se acepta que factores genéticos
aumentan la suceptibiliad en el desarrollo de la AR. Dentro de los principales
polimorfismos se encuentran los asociados a alteraciones en los genes que
codifican la tirosina fosfatasa no receptora 22 (PTPN22), que regula negativamente
la activacion de las células T; el factor asociado al receptor del factor de necrosis
tumoral 1-componente 5 del complemento (TRAFI-C5), implicado en la sefializacion
de factores de necrosis tumoral (TNF) para modular procesos inflamatorios y
apoptéticos; el transductor de sefiales y activador de la transcripcion 4 (STAT 4),
que codifica una proteina involucrada en la transduccion de senales en las células
del sistema inmunoldgico, especialmente en la respuesta a interleucinas e
interferones del tipo I; y el gen que codifica la peptidil arginina deiminasa 4 (PADI

4), una enzima relacionada con la citrulinacion de proteinas. (11, 26-28).

También se han propuesto influencias ambientales [como el tabaquismo (29-31), el
tipo de dieta (30, 32), las enfermedades infecciosas (33, 34), y las alteraciones en
la microbiota (28)] y factores propios del huésped [como el estrés, el sexo y el
estadio reproductivo (11)]. Se considera que una combinacion de estas influencias
determinaria una respuesta inmune aberrante capaz de propiciar la infiltracion de
células inmunes a la cavidad articular, la proliferaciéon de células sinoviales
residentes (sinoviocitos) y la angiogénesis, lo que a su vez conduciria a un ambiente

rico en mediadores proinflamatorios y enzimas proteoliticas (7, 30). La activacion de
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vias de sefalizacion responsivas a citocinas proinflamatorias como la interleucina 1
beta (IL-1B), la interleucina 17 (IL-17), el factor de necrosis tumoral alpha (TNF-a),
la interleucina 6 (IL-6) y la interleucina 2 (IL-2) en las células sinoviales conlleva a
la expansion del frente inflamatorio o pannus que es responsable de la degradacion
del hueso y el cartilago (35-37). Entre las células locales que destacan por su
participacion en los procesos inflamatorios de la articulacién se encuentran los

fibroblastos sinoviales (FS) (7).

2.3 Fibroblastos sinoviales

La membrana sinovial es una estructura que recubre las articulaciones moviles,
produce el liquido sinovial que nutre al cartilago y protege los extremos de los
huesos, permitiendo asi el libore movimiento. Los FS constituyen el componente
celular mas abundante de la membrana sinovial normal (38) y tienen como funcion
la sintesis de componentes del liquido sinovial como son el acido hialurénico y la
lubricina (39).

Los FS participan en el inicio y progresion de la AR a través de su activacion en
respuesta a citocinas proinflamatorias que se traduce en la sintesis de citocinas
proinflamatorias, 6xido nitrico (NO) y enzimas proteoliticas (metaloproteasas de
matriz, entre otras), ademas que se propicia su proliferacion y migracién (7, 40).
Estos cambios favorecen y potencian la formaciéon del pannus como frente

inflamatorio que destruye el cartilago y el hueso (40-43).

Un punto clave de la accion proinflamatoria de los FS es su interaccion con células
inmunes infiltradas en la articulacién. Se ha reportado que los FS expuestos a
citocinas como la interleucina 17 (IL-17) producida por células T (CD4+) inducen la
sintesis de IL-6, la cual es una citocina determinante en el proceso de resorcion del
hueso (44). Ademas, los FS producen interleucinas como la interleucina 15 (IL-15),
la interleucina 7 (IL-7) y la interleucina 8 (IL-8) que promueven la activacion vy
expansion local de las células T infiltradas al sinovio y amplifican procesos
inflamatorios locales a través de activar a neutréfilos y macréfagos (45). Los FS

también pueden inducir la diferenciacién de las células B (mononucleares de las



amigdalas) hacia células plasmaticas secretoras de IgM (46), contribuyendo asi a
la produccion aumentada de inmunoglobulinas y factores reumatoides que activan
al sistema del complemento y contribuyen a la perpetuacion de la reaccion

inflamatoria local (47-49).

2.4 Citocinas proinflamatorias

Dentro de la gran variedad de citocinas proinflamatorias que se producen por los FS
durante la AR, destacan la IL-1B y el TNF-a (50, 51), las cuales desencadenan la
activacion de diferentes tipos celulares, incluyendo los propios FS, lo que perpetua
su autoproduccion y potencia el dafio a la articulacién. La importancia de este
proceso en la patofisiologia de la AR se constata con el hecho de su tratamiento

incluye el uso de anticuerpos dirigidos contra la IL-1B y el TNF-a (52, 53).

2.4.1IL-18

La IL-1B es 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 (54). Esta proteina se forma
como un precursor citosélico (pro-IL-1B) y su escisidn por accion de complejos
enzimaticos intracelulares permite su liberacién al espacio extracelular (55). La
sintesis de esta proteina se lleva a cabo en las células articulares residentes como
condrocitos, osteoblastos, FS y macrofagos sinoviales, ademas de células inmunes
reclutadas a la cavidad articular como resultado del proceso inflamatorio (56, 57).
En particular, los FS tienen una alta capacidad de sintetizar a la IL-13 que a su vez
estimula en los FS su autoproduccion y la del TNF-q, IL-6, IL-8 y de quimiocinas

como el ligando de quimiocina de motivo C-C 5 (CCL5) (7, 58).

La IL-1B actua a través de su receptor membranal IL-1R1 (59, 60) induciendo la
activacion de vias de sefializaciéon entre las que sobresalen la del NF-kB (61) y la
quinasa de proteinas activada por mitégenos (MAPK) (62) relacionadas con la

expresion de cientos de genes cuyos productos incluyen citocinas proinflamatorias,



quimiocinas, moléculas de adhesiéon, mediadores inflamatorios y enzimas (7, 63)
(Figura 2).

“MyD8S >

“IRAK
“TRAF6

CTABD

CIRAK D TABL S
TAKI

Extracelular

BEBEBEEABEEBBEBEE5555L
Intracelular

CNEMO) \ B ERRHHIN
CIKKI DC IKK2 D

IxB CINK D | MAPK
| NE-xB -

AP-1 Produccién Componentes de matriz extracelular |
Produccién de metaloproteasas |
Produccién TNFa, IL-6, IL-1P |
Sintesis de NOy PGE2 |

Nuicleo

\
o
A,

Activacion A,
transcripcional &0

Figura 2. Via de senalizacion intracelular de la IL-1p. (Modificado de Wojdasiewicz
etal, 2014)

2.4.2 TNF-a

EITNF-ay la IL-1B son citocinas clave para los procesos inflamatorios en patologias
articulares como la AR y la osteoartritis (OA) (51, 54). EI TNF-a se secreta por las
mismas células que sintetizan IL-1B, y su aumento se ha reportado en liquido
sinovial, cartilago, hueso y en las células sinoviales bajo condiciones de inflamacion
(56, 64).

El TNF-a se forma como una proteina transmembranal homotrimérica la cual es
secretada al espacio extracelular una vez que las metaloproteasas la escinden y la
liberan. Esta citocina tiene la capacidad de unirse a dos isotipos de receptores
membranales conocidos como TNF-R1 y TNF-R2 (65, 66) (Figura 3). Se ha

reportado que en patologias como la OA, existe un aumento en la expresion de



estos receptores en los FS (67) lo que, al igual que para la IL-1B, perpetua la

produccion de mediadores de infamacion.

Las acciones directas del TNF-a sobre su receptor activan vias de sefalizacion
como la de la cinasa de JUN (JNK), la cinasas activadas por mitégenos (MAPK) y
la del NF-kB, entre otras (66).
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Figura 3. Via de sefializacion intracelular del TNF-a (Modificado de Wojdasiewicz
etal, 2014).

2.5 NF-kB
El NF-kB representa una familia de factores de transcripcion inducibles bajo
estimulos que incluyen a citocinas proinflamatorias, radiacion ultravioleta, estrés,
agentes patégenos, etc (68). La via de sefializacién activada por este factor de
transcripcion desempefa un papel central en la inflamacion al regular la expresion
de varios grupos de genes proinflamatorios como citocinas, quimiocinas, moléculas

de adhesién, prostaglandinas y la sintasa inducible de éxido nitrico (iINOS) (7, 69).

Existen 5 miembros de la familia de NF-kB en mamiferos: p50 (NF-kB1), p52 (NF-

kB2), p65 (RelA), RelB, and c-Rel. Todos los miembros de esta familia comparten



un dominio Rel que les permite asociarse entre ellos y formar diferentes complejos

homo o heterodiméricos (70).

En la via de sefalizacion clasica de NF-kB, las subunidades p65 y p50 se
heterodimerizan y quedan secuestradas como un complejo inactivo en el citoplasma
debido a su unién con proteinas inhibitorias conocidas como IkB (71), inhibiendo asi
su ingreso al nucleo. Tras la activacion por estimulos proinflamatorios como la IL-
18 o el TNF-a, el complejo IkB quinasa (IKK), compuesto por tres componentes
principales: IKK1 (IKKa) e IKK2 (IKKB) y por la subunidad reguladora
estequiométrica NEMO (IKKy) (68), fosforilan a las IkB (72), dirigiéndolas a su
ubiquitinacién y posterior degradacion via proteosoma (73). Esto permite que el
complejo p65/50 se transloque al nucleo, donde p65 puede unirse a las regiones
promotoras de sus genes diana, reclutar la maquinaria transcripcional e inducir la

expresion génica correspondiente (Figura 4).
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Figura 4. Via de sefalizacion clasica del NF-kB. La unién de citocinas

proinflamatorias a sus receptores desencadena una cascada de sefalizacion que
culmina en la translocacion nuclear de NF-kB y posterior produccion de mediadores
inflamatorios. (Modificado de Liu et al, 2017).



2.5.1 NF-kB y artritis reumatoide

En condiciones de inflamacion, como en la AR, el NF-kB participa en aspectos
importantes para el inicio y progresion de la patologia. Se ha demostrado que el NF-
KB induce la respuesta tipo Th1, promueve la activacion y proliferacion de los FS y
su participacion en la diferenciacién y activacion de la reabsorcién ésea via la
generacion de osteoclastos. Todo esto contribuye a la destruccidn articular

caracteristica en esta enfermedad (74).

En explantes sinoviales de pacientes en etapas tempranas como tardias de la AR
se ha detectado la activaciéon de NF-kB principalmente en células endoteliales de la
microvasculatura articular y en fibroblastos sinoviales (75). Ademas, estudios
inmunohistoquimicos han mostrado que pacientes con AR presentan un marcaje
positivo para las subunidades RelA (p65) y NF-kB1 (p50) en el endotelio vascular y
en el revestimiento sinovial en comparacion con la ausencia de marca en sujetos

sanos (76).

La actividad de NF-kB también depende del tipo de patologia inflamatoria. Por
ejemplo, se detectdé una elevada actividad de union de NF-kB al ADN en las
membranas sinoviales de pacientes con AR en comparacién con pacientes con

osteoartritis (OA) donde no se observo practicamente ninguna actividad (77).

En la AR, el inicio del proceso inflamatorio cronico se asocia con el desarrollo de
una respuesta autoinmune aberrante la cual promueve la perpetuacion de la
inflamacion y por ende una respuesta descontrolada de la misma. Hay evidencia
experimental que demuestra que el NF-kB desempefa un papel fundamental tanto

en la fase de inicio como en la fase de perpetuacion de la inflamacion en la AR (74).

La interaccion de células presentadoras de antigeno (CPA) y células T desencadena
la activacion de NF-kB en ambos tipos celulares mediante la accién de mediadores
proinflamatorios como la IL-2 y el interferon gamma (INF-y) (78, 79). A su vez, los
productos secretados por las células T activadas inducen la activacion de diferentes
tipos macrofagos, FS, células endoteliales, etc, los cuales producen diversos

mediadores proinflamatorios necesarios para la perpetuaciéon de la respuesta
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inflamatoria (80) (Figura 5). Dentro de estos ultimos sobresalen la IL-1B y el TNF-a
en la AR. Ambas citocinas son potentes inductoras de la activacion del NF-kB, lo
que indica una relacion directa entre la activacion persistente de NF-kB y los niveles
sostenidos de IL-1B y TNF-a.

MOLECULAS
INDUCTORES EFECTORAS EFECTOS
TNFa
1L-1
Citocinas IL-6 L) Inflamacion
IL-1 1L-17
TNFa
1L-8
Receptores de células T MCP-1
CD4OL - - Reclutamiento de células
inmunes
FasL. VCAM-1
TRANCE/RANKL GM-CSF
Factores de crecimiento VEGF = Neovascularizacién
PDGF
bEGF E> NF-xB d COX-2 Prostaglandinas y produccién
iNOS - de oxido nitrico
Proteinas virales
HTLV-1 tax MMP-1

MMP-3 L Remodelacién del tejido

Productos bacterianos MMP-9
LBS MMP-13
Ny
c-Myc
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Estrés oxidativo eyelin D
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TRAF 172
CIAPI2 ™ Antiapoptosis
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Al/Bfl-1

Figura 5. Inductores, moléculas efectoras y acciones del NF-kB. bFGF: factor
basico de crecimiento de fibroblastos; CD40L: ligando de CD40; COX-2:
ciclooxigenasa-2;, GM-CSF: factor estimulante de colonias de granulocitos; iINOS:
oxido nitrico sintetasa inducible; LPS: lipopolisacarido; MCP-1: proteina quimio
atrayente de monocitos 1, RANKL: receptor activador del ligando NF-kB; TRANCE:
citocina inducida por la activaciéon relacionada con el TNF; VEGF: factor de

crecimiento endotelial vascular. (Modificado de Makarov et al, 2001)
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2.5.2 NF-kB y fibroblastos sinoviales

La activacion de la via del NF-kB en los FS se traduce en efectos inflamatorios
articulares. Los FS participan en la fisiopatologia de la AR a través de perpetuar la

inflamacion de la articulacion y favorecer la autoinmunidad (7, 81).

Se ha descrito que los FS poseen un fenotipo tumoral debido a su alta capacidad
proliferativa en estadios de inflamacién. Durante la inflamacion de la articulacion, la
proliferacion de los FS es descontrolada, asi como su produccién de mediadores de
inflamacién. La activacion de NF-kB media la induccion de la proliferacion de los FS
via la expresion de ciclinas como la D1 y de c-Myc. Estudios in vitro han demostrado
que el factor de crecimiento basico fibroblastos (bFGF), el factor de crecimiento
derivado de las plaquetas (PDGF) y las citocinas como el TGF-B, la IL-1p3, el TNF-a
se sobre-expresan en el sinovio de pacientes con AR y estimulan la proliferacion de
los FS (74, 82, 83). Ademas, el tratamiento de FS en cultivo con IL-18 y TNF-a
activan el complejo IKK que se traduce en la activacion de NF-kB y resulta en la
expresion de mediadores proinflamatorios (84). De hecho, se ha detectado a las
proteinas de la familia de NF-kB en los nucleos de los FS tanto en AR como OA,

pero es en la AR donde se observa su mayor concentracion (74).

Otra de las caracteristicas de los FS que se encuentra bajo el control de la activacion
de NF-kB es su capacidad invasiva que se debe a la transcripcion de MMPs y
mediadores inflamatorios como la sintasa inducible de 6xido nitrico (INOS) capaces
de promover la destruccién del cartilago y del hueso (9). Al respecto, destaca la
activacion de NF-kB inducida por componentes de la matriz extracelular del cartilago
al unirse a miembros de la familia de integrinas 31 presentes en la membrana de
los FS (85).

Es por todo esto que los factores capaces de contrarrestar la accién de mediadores
inflamatorios sobre activacion de NF-kB en los FS tienen relevancia en el control de
la inflamacion y la destruccion de la articulacion. Uno de estos factores es la

hormona PRL.
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2.6 Prolactina

La PRL es una hormona proteica que, en el humano comprende 199 aminoacidos,
sintetizada y secretada por células especializadas (lactotropos) 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 funcién neural, la angiogénesis y la

respuesta inmune (11, 21, 86-89).

2.6.1 Mecanismo de secrecion y regulacion

La secrecion de PRL estd predominantemente bajo el control inhibitorio de la
dopamina, la cual se produce por Ilas neuronas dopaminérgicas
tuberoinfundibulares (TIDA) ubicadas en el nucleo arqueado del hipotalamo (88). La
dopamina es liberada en la eminencia media hacia el sistema porta hipotalamo-
adenohipofisiario que la transporta a la adenohipdfisis, donde ejerce un control
tonico inhibidor de la secreciéon de PRL a través de activar sus receptores D2
presentes en la membrana de los lactotrépos adenohipofisiarios (Figura 6). A su
vez, la prolactina retroalimenta negativamente su propia secrecién a través de
estimular la produccion de dopamina por el sistema TIDA via su receptor presente

en dichas neuronas y la subsecuente activacion de la sefalizaciéon JAK-STAT (88).
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Figura 6. Regulacion de la secrecion de PRL. La secrecion de prolactina esta
inhibida tonicamente por el hipotalamo mediante la dopamina secretada en la
eminencia media por las neuronas dopaminérgicas tuberoinfundibulares (TIDA).
Posteriormente, la prolactina regula su propia secrecion al estimular los receptores
de prolactina (RPRL) en las neuronas TIDA. La prolactina puede acceder
directamente a estas neuronas a través de capilares fenestrados en la eminencia
media o después de ingresar al sistema nervioso central (SNC) mediante un
mecanismo de transporte mediado por transportadores en el plexo coroideo.
(Modificado de Grattan et al, 2002)

2.6.2 Via de senalizacion

Las diversas acciones de la PRL estan mediadas por la interaccidén con su receptor
membranal (RPRL), que se expresa en muchos tipos de células y pertenece a la

superfamilia de receptores de citocinas clase 1 (88). Existen varias formas del RPRL
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que, de acuerdo a la extension de su dominio intracitoplasmico, se definen como
largo (85-90 kDa) (90) intermedio (65 kDa) y corto (42 kDa) (91).

La via candnica de sefalizacion activada por PRL es la via JAK / STAT, que es
comunmente utilizada por los receptores de eritropoyetina, IL-6 y otros miembros
de la familia de citocinas clase 1. La sefializacion de la PRL comienza a partir de la
dimerizacién del RPRL, esta interaccion activa la cinasa de tirosina JAK2 (Janus
Kinase 2) que fosforila residuos de tirosina en la porcion intracelular del receptor, lo
que permite el anclaje y posterior fosforilacidén/activacion (por JAK2) de factores de
transcripcion STAT (Signal Transduction Activators of Transcription) que conlleva a
su dimerizacién y translocacion al nucleo donde los dimeros STAT se unen a
regiones promotoras de genes especificos (88, 89, 91-93). Ademas de esta via
canonica de senalizacion, existen algunas otras como la via de las cinasas
activadas por mitégeno (MAPK) y la de la fosfoinositol 3-cinasa / Akt (PI1-3K / Akt)

que también contribuyen a los efectos de la PRL (Figura 7).

Transcripcién de genes diana

Figura 7. Via de sefalizacion de la PRL. Se presentan las principales cascadas de
sefializacion desencadenadas por la isoforma larga del RPRL, culminando en la
induccion de la transcripcion de distintos tipos de genes. (Modificado de Bernard et
al, 2005).
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2.6.3 Dualidad de efectos de la prolactina en la artritis
reumatoide

La AR es una enfermedad que afecta predominantemente a las mujeres frente a los
hombres en una relacion 3:1, lo que sugiere que las hormonas ligadas al sexo tienen
relevancia en la aparicién y desarrollo de la enfermedad. Entre estas hormonas se
encuentra la PRL, una hormona sexualmente dimérfica que posee acciones sobre
los tejidos de la articulacion y sobre las células inmunes (11). En este sentido se ha
buscado dilucidar la participacion de la PRL en el desarrollo de la AR; sin embargo,

los estudios son aun controversiales.

Por muchos afios se considerd que la PRL ejercia una influencia negativa debido a
gue algunos pacientes con AR presentan niveles circulantes de PRL mas altos de
lo reportado en sujetos sanos u osteoartriticos. Estos niveles aun cuando son
mayores se encuentran dentro del intervalo fisiolégico normal (<20 ng / ml) (94). Sin
embargo, no se encontrd una relacion clara entre los niveles de PRL y la severidad
de la AR (95). Ademas, el uso de agonistas y antagonistas dopaminérgicos, los
cuales elevan y reducen los niveles circulantes de la PRL, respectivamente, han
generado un panorama confuso al reportar relaciones contradictorias. Por ejemplo,
la bromocriptina, un agonista de la dopamina que inhibe la secrecion de la PRL a la
circulacion, tanto suprimié (96) como exacerb6 (11) la artritis inducida por colageno.
Los efectos opuestos de la PRL podrian estar relacionados con sus niveles
sistémicos, pero también con la PRL sintetizada localmente por tejidos de la
articulacion (11). El tratamiento con PRL en dosis bajas y altas se ha asociado con
efectos proinflamatorios y antinflamatorios, respectivamente, sobre leucocitos en
cultivo y sobre células del bazo in vivo (17, 97, 98). Ademas, se ha visto que la

concentracion de PRL se modifica por la exposicién a condiciones inflamatorias
(11).

En apoyo al efecto antinflamatorio de la PRL, estudios de nuestro laboratorio
mostraron que la hiperprolactinemia reduce la inflamacion articular, la produccién
local de citocinas proinflamatorias (INF-y, TNF-a, IL-6 y IL-1B) y la consecuente

destruccion del cartilago (8) y hueso (9) en el modelo de artritis inducida por
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adyuvante completo de Freund en roedores. Ademas, se reporté que los FS pueden
ser blanco de las acciones protectoras de la PRL, ya que los cultivos primarios de
FS expresan el RPRL y la PRL inhibe la expresion de mediadores de inflamacion
inducida por una combinacion de citocinas proinflamatorias (INFy, TNF-a, y IL-1B)
en FS en cultivo (9). Sin embargo, recientemente obtuvimos evidencias preliminares
de que la PRL también puede actuar sobre los FS promoviendo procesos
inflamatorios. Los efectos opuestos se manifestaron cuando la PRL se adiciona a
los FS incubados solamente con IL-13 o con TNF-a. Si bien ambas citocinas
estimularon su autoproduccion y la de otros mediadores de inflamacion (IL-13, TNF-
a, IL-6, INOS, MMP) por los FS, su interaccion con PRL tuvo efectos contrastantes.
La PRL inhibié el efecto proinflamatorio de la IL-1B, pero estimulé la accién
proinflamatoria del TNF-a. Estos hallazgos sugirieron que acciones opuestas de la
PRL sobre los FS resultan de su interaccion diferencial con citocinas
proinflamatorias y que este modelo permite el estudio de los mecanismos

involucrados.
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3. Justificacion

La AR es una patologia de alta prevalencia que afecta considerablemente la calidad
de vida de los pacientes y que requiere de mejores tratamientos. La PRL se ha
asociado con la progresion de la AR; sin embargo, su influencia es controversial
dado que estudios clinicos y preclinicos han reportado relaciones y efectos
hormonales tanto positivos como negativos. En este estudio se abordan posibles
mecanismos de las acciones opuestas de la PRL sobre los procesos inflamatorios
de tejidos de la articulacidn. Esta informaciéon permitira entender mejor la

participacion de la PRL en la patofisiologia de la AR.
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4. Hipotesis

Los efectos opuestos de la PRL sobre la inflamacion de la articulacion dependen
del tipo de citocina proinflamatoria involucrada, del nivel de expresion del RPRL y/o

de la activacion diferencial de la via de NF-kB.

5. Objetivos

5.1 General
Analizar los mecanismos de accion de la PRL sobre la respuesta inflamatoria de

tejidos de la articulacion.

5.2 Particulares
A. Caracterizar las acciones duales de la PRL sobre el efecto proinflamatorio de la

IL-1B y del TNF-a en los FS.

B. Determinar el nivel de expresion del receptor de la PRL en los FS por accion de
la IL-1B y del TNF-a.

C. Investigar si la PRL modifica en forma diferencial la activacion de la via de

sefalizacion de NF-kB en respuesta a la IL-1B y el TNF-a.

D. Analizar si los efectos diferenciales de la PRL se manifiestan in vivo en un modelo

agudo de inflamacion articular inducido por IL-1B y TNF-a.
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6. Metodologia

6.1 Diseno experimental
El estudio in vitro utilizé FS aislados de la membrana sinovial de ratones C57BL/6
en pasaje 3 que se incubaron con 1 ng/mL de IL-13 0 10 ng/mL TNF-a en presencia
o ausencia de 2.3 ug/mL de PRL ovina durante 24 horas. Como parametros se
evaluo la actividad metabdlica, la proliferacion, la expresion génica y proteica de
factores inflamatorios, la translocacion nuclear de NF-kB y sus mecanismos
regulatorios. Para el estudio in vivo se empleé un modelo agudo de inflamacién
articular donde se inyectaron ratones macho y hembras C57BL/6 en el espacio
articular de ambas articulaciones de la rodilla con IL-18 (80 ng) o TNF-a (300 ng) en
ausencia o presencia de PRL (2 pg) en un volumen final de 10 pL. Se utilizé solucion
salina fisiolégica (10 pL) como vehiculo. 24 horas después de la inyeccion del
vehiculo o de las citocinas, los animales se sacrificaron en una atmésfera saturada
de COz2. Se obtuvieron las articulaciones inyectadas para evaluar la expresién de

genes proinflamatorios (//1b, Inos e 1I6) y del receptor de PRL (Rprl).

6.2 Materiales

La PRL ovina se obtuvo del Programa de Hormonas y Pituitaria de los Institutos
Nacionales de Salud de EUA (NHPP, Torrance, CA). La interleucina-1B (IL-1B) y el
factor de necrosis tumoral a (TNF-a) se obtuvieron de R & D Systems (Minneapolis,
MN); el inhibidor de las quinasas IkB, BAY 11-7085, de Calbiochem (Sigma Aldrich,
St. Louis, MO, USA); los anticuerpos policlonales anti-PRLR , anti-p65, anti-IkB- y
anti-lkB-a de Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA); la fosfatasa alcalina y la
peroxidasa de rabano (HP) de Jackson Immunoresearch Laboratories (West Grove,
PA).

6.3 Animales
Se utilizaron ratones C57BL/6 machos y hembras (de 4 a 6 semanas y 8 semanas
de edad para estudios in vitro y estudios in vivo, respectivamente). En las hembras
se monitoreo el ciclo estral diariamente mediante la citologia vaginal, realizando los
experimentos en la etapa de diestro (8:00 a 10:00 AM). Los animales se

mantuvieron bajo condiciones controladas de luz (ciclos de luz y obscuridad de 12
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horas), temperatura (22 °C) y alimento (ad libitum) de acuerdo con la Guia para el
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio del Consejo Nacional de Investigacion
de los Estados Unidos (Octava Edicion, National Academy Press, Washington, D.C.,
EE. UU.). El Comité de Bioética del Instituto de Neurobiologia de la Universidad
Nacional Auténoma de México aprobé todos los experimentos realizados (protocolo
033).

6.4 Extraccion de fibroblastos sinoviales

Los FS se aislaron y cultivaron siguiendo el protocolo establecido (99). Las
extremidades posteriores, a nivel de la articulacion fémur/fibula/tibia se
diseccionaron, lavaron y sumergieron en solucion salina balanceada de Hank donde
se removi6 todo el tejido alrededor del hueso (piel, tenddn y musculo) teniendo la
precaucion de no lesionarlo para evitar la contaminacion con células de la médula
Osea. La articulacion de la rodilla se abrié para exponer el tejido sinovial y se incubé
en medio de cultivo (DMEM alto en glucosa suplementado con 20% de suero fetal
bovino (SFB) inactivado por calor y 1% de penicilina/estreptomicina) adicionado con
2 mg/mL de colagenasa tipo IV y 0.2 mg/mL de desoxiribonucleasa 1 en agitacion
(300rpm) por 3 horas a 37°C. El tejido se agitd vigorosamente y el sobrenadante se
filtr6 a través de una malla de 100 a 200 um y se centrifugd a 1200 rpm por 10
minutos. El paquete celular se resuspendié en DMEM 20% SFB y se cultivé a 37°C
y 5% de CO:2 hasta lograr su confluencia. Los FS se usaron en el pase 3 bajo una
confluencia del 90-100% que es cuando muestran su fenotipo caracteristico
(CD90.2+, VCAM+, ICAM+).

6.5 Ensayo de actividad metabodlica (MTT)
El ensayo de MTT (3- (4,5-dimetiltiazol-2-ilo) -2,5-bromuro de difeniltetrazolio) se
llevd a cabo como se describiéd previamente (100). El reactivo MTT se disolvio en
amortiguador de fosfatos (PBS, pH 7,2) a una concentracion de 5 mg/mL y se filtré
a través de una membrana de 0.20 ym. Los FS se sembraron a una densidad de
3.5 x 10 por pozo en placas de 96 y se incubaron con o sin PRL ovina (2.3 ug/mL)
en presencia o ausencia de IL-1B (1 ng/mL) o TNF-a (10 ng/ml) durante 72 horas
en 100 yL de medio de cultivo (1% SFB-DMEM). Tras el tratamiento, se afadieron
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10 uL de la solucion madre de MTT a cada pozo y la reaccidn se incub6 durante 4
horas a 37 °C. Se retir6 el medio y se afadieron 100 yL de amortiguador de
solubilizacion (dodecil sulfato de sodio al 10% disuelto en 0.01 N HCI) a cada pozo.
Tras la incubacion de una noche, se evalué la absorbancia (570 nm) en un lector de
ELISA. Los resultados se representaron como veces de cambio con respecto al

control sin tratamiento con citocinas.

6.6 Ensayo de proliferacion (click)
El ensayo de proliferacion se realizé de acuerdo con el protocolo establecido (101).
Se sembraron 2000 FS en pozos de 0.33 cm?. Una vez que las células se adhirieron,
se incubaron en ausencia (control) o en presencia de PRL ovina (2.3 pg/mL) en
combinacién o no de IL-1B (1 ng/mL) o TNF-a (10 ng/ml) durante 72 horas. Después
de las 72 horas de tratamiento se trataron con un analogo de timidina por 24 horas
y se cuantificaron aquellas células con ADN recién sintetizado mediante la reaccion
de click. Brevemente, las células se trataron con 10 yM de un analogo de timidina
5-etinil-2'-desoxiuridina (EdU) (Sigma-Aldrich) durante 24 horas bajo distintos
tratamientos. Posteriormente, las células se fijaron con paraformaldehido al 4%
durante 20 minutos y se permeabilizaron con 0.5% de Triton X-100 durante 1 hora.
Entre cada uno de los pasos se realizaron lavados con TBS 1X durante 2 minutos
bajo agitacion. La presencia de EdU en el ADN recién sintetizado se detecto
mediante su marcaje durante 20 minutos con una azida fluorescente y la reaccion
de click que consiste en la combinacion en fresco de 100 mM Tris, 0.5 mM CuSOg,
50 mM &cido ascorbico y 20 uM Azida Fluor 545 (Sigma-Aldrich) seguidos por
lavados de 2 y 30 minutos con 0.5% TritonX-100 - TBS 1X. EI ADN se tifi6 con 5
pg/ml de bisBenzimida Hoescht 33342 trihidroxicloruro (Sigma-Aldrich) (102). Las
imagenes se digitalizaron en un microscopio invertido de fluorescencia y se

analizaron utilizando el programa ImagedJ (103).

6.7 Ensayo de apoptosis (ELISA)
La apoptosis se evaluadé utilizando el kit de ELISA para la deteccién de la muerte
celular (Numero de catalogo # 11544675001, RRID: AB_3068343 Roche, Basilea,

Suiza). Los FS se sembraron a una densidad de 5 x 10° células en placas de 24
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pocillos, en ausencia (control) o presencia de PRL (2.3 pg/mL), IL-18 (1 ng/mL) o
TNF-a (10 ng/mL) durante 24 horas en 100 yL de DMEM con 1% de suero fetal
bovino (SFB). Las células se tripsinizaron, centrifugaron durante 5 minutos a 1500
rpm, se resuspendieron con 250 yL de amortiguador de incubacion a una densidad
de 1 x 10° células, incubaron a temperatura ambiente (RT) durante 30 minutos y
luego se sometieron a centrifugacion a 20,000g durante 10 minutos. El
sobrenadante se recolecto y diluydé en una proporcion de 1:5 con amortiguador de
incubacion. El ensayo se llevo a cabo siguiendo las instrucciones del fabricante. La
absorbancia de los fragmentos de ADN asociados a histonas se midié a 405 nm

utilizando un lector de placas de ELISA.

6.8 Expresion del ARNm de marcadores moleculares de inflamacion

6.8.1 Extraccion de ARN
Los FS se sembraron a confluencia en placas de 6 pozos y, una vez que las células
se adhirieron a la placa, se estacionaron con DMEM adicionado con 1% de SFB
durante 16 horas y se incubaron en ausencia (control) o en presencia de PRL ovina
(2.3 pg/mL) en combinacién o no de IL-1B (1 ng/mL) o TNF-a (10 ng/mL) durante
24 horas. Para extraer el acido ribonucléico mensajero (ARNm) se adicionaron 500
pL de TRIzol (Invitrogen, Grand Island, NY) a cada pozo (placas de 12 pozos) y se
recuperd el raspado celular en tubos eppendorf de 1.5 mL que se incubaron a
temperatura ambiente durante 5 minutos para disociar los complejos
nucleoproteicos. Se agregaron 200 yL de cloroformo por cada mL de TRIzol
adicionado, la mezcla se agitd, se incubd a temperatura ambiente 3 minutos y se
centrifugé a 13,000 rpm durante 25 minutos a 4 °C. Se recupero el ARN presente
en la fase superior o fase acuosa e inmediatamente se adicionaron 0.5 mL de
alcohol isopropilico por cada mL de TRIzol, se agitdé vigorosamente, se incubd 24
horas a -20°C y se centrifugd a 13,000 rpm durante 25 minutos a 4 °C. La mezcla
se decanto6 teniendo cuidado de no eliminar el precipitado y se lavo con 0.5 mL de
etanol al 70%, se centrifugd a 13,000 rpm durante 10 minutos, se retiré el etanol
por decantacion y se volvio a centrifugar 5 minutos a 13,000 rpm. El precipitado se
dejo secar y se diluy6 con 18 uL de agua libre de nucleasas. EI ARN se almacend

a -80°C hasta su uso.
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6.8.2 Sintesis de ADNc
El acido desoxiribonucélico complementario (ADNc) se sintetizoé a partir del ARN
extraido utilizando reactivos (la enzima transcriptasa reversa (1 pyL por reaccion),
solucion amortiguadora (2 pL por reaccidén), deoxinucledtidos (0.8 pL por
reaccion), los oligonucleoétidos (2 pL por reaccion) y agua libre de nucleasas) y
procedimientos (incubacién por 2 horas a 37 °C) especificados por el fabricante
(Applied Biosystems, Carlsbad, CA). EI ADNc se diluyé con agua libre de

nucleasas hasta una concentracion de 10 ng/uL y se almacen6 a 4°C.

6.8.3 qRT-PCR
La PCR en tiempo real se realiz6 mediante una mezcla de reaccion conteniendo
Maxima ® SYBR Green qPCR Master Mix (Thermo Scientific Auburn, USA), los
oligonucledtidos y el ADNc en un volumen final de 10 uL (5 uL de cDNA, 4.5 uL de
SYBR Green y 0.5 yM de primers sentido y antisentido). La amplificacion de la
muestra incluyo un paso de desnaturalizacion de 10 minutos a 95 °C, seguido de
35 ciclos de amplificacion (10 segundos a 95 °C, 30 segundos a la temperatura de
apareamiento especifica del par de cebadores y 30 segundos a 72 °C). Se utilizé
el método 2-AACT para calcular los niveles de expresion de mRNA. El nivel de
expresion se normalizd a la expresion del gen constitutivo que codifica para la
hipoxantina-guanina fosforisiltransferasa (hprt). La expresion basal del gen

constitutivo se normalizé a 1.

Tabla 1. Secuencia de oligonucleétidos

Gen Sentido Antisentido T. de alineaci6n °C
HPRT TTGCTGACCTGCTGGATTAC GTTGAGAGATCATCTCCACC 60.2

RPRL ACACGCGCAGATCTCCTTACCA CCCCTTCTTGCACAGCCACTT 56.2

IL-1B GTTGATTCAAGGGGACATTA AGCTTCAATGAAAGACCTCA 60.2

IL-6 GAGGATACCACTCCCAACAGACC AAGTGCATCATCGTTGTTCATACA 60.2

TNFa CATCTTCTCAAAATTCGAGTGACAA TGGGAGTAGACAAGGTACAACCC 60.2

iNOS CAGCTGGGCTGTACAAACCTT CATTGGAAGTGAAGCGTTTCG 60.2

IL1R1 AAATAAAATGCACGGCGACA TAACACAAGCCAGGGTCATT 60.7
TNFR2 AGATGTGCTGTGCTAAGTGT ACACTCGGTTCTGCTGTTTA 56.8
TNFR1 GTCGGAAAGAAATGTCCCA TCTCAGAAAGAACCCTGCAT 56.8

24



6.9 ELISA de IL-6
Los FS se sembraron en confluencia en placas de 6 pozos, se estacionaron con
1% SFB-DMEM durante 16 horas y se trataron con IL-1 (1 ng/mL) o TNF-a (10
ng/mL) en ausencia (control) o presencia de PRL ovina (2.3 ug/mL) durante 24
horas. Se recolectaron los sobrenadantes tras el tratamiento y se almacenaron a -
80 °C hasta la realizacion de las pruebas. Los sobrenadantes se analizaron con el
kit de ELISA DuoSet de IL-6 de raton (R&D Systems DY406-05) siguiendo las

instrucciones del fabricante.

6.10 Western blot
Para evaluar al RPRL, los FS se sembraron a confluencia en placas de 6 pozos, se
estacionaron con 1% SFB-DMEM durante 16 horas y se incubaron en ausencia
(control) o en presencia de PRL ovina (2.3 ug/mL) en combinacién o no con IL-13
(1 ng/mL) o TNF-a (10 ng/ml) durante 24 horas. Para evaluar a las |kBs, las células
se estacionaron durante 16 horas y se incubaron en ausencia (control) o en
presencia de PRL ovina (2.3 pg/mL) durante 45 minutos y con IL-18 (1 ng/mL) o
TNF-a (10 ng/mL) durante los ultimos 15 minutos. Al cabo de la incubacion, se
adicionaron 80 pL de RIPA a cada pozo (placas de 6 pozos) y el extracto celular se
sonico (5 segundos, 30% de amplitud maxima) y centrifugd (15 minutos a 10,000
rom a 4 °C). La concentracion de proteina total se determiné por el método de
Bradford. Los extractos (60 ug de proteina) se procesaron por electroforesis en
geles de poliacrilamida (10-15%) bajo condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE)
y reductoras y las proteinas se transfirieron (a 23 mV durante 60 minutos) a una
membrana de nitrocelulosa. Las membranas se bloquearon con leche al 4% durante
1 hora a temperatura ambiente (TA), se incubaron por la noche a 4 °C con
anticuerpos primarios (anti-PRLR (1:500, Catalog # Sc-377098, RRID: AB_
2940846, Santa Cruz Biotechnology), anti-lkB-a (1:500, Catalog # Sc-847, RRID:
AB_ 2151439, Santa Cruz Biotechnology), anti-IkB-B (1:500, Catalog # Sc-945,
RRID: AB_631696, Santa Cruz Biotechnology), o anti-B-Tubulina (1:1000, Catalog
# Ab6046, RRID: AB_2210370, Abcam), se lavaron (5 veces en PBS-Tween-20 por
5 minutos) y se incubaron con anticuerpos secundarios (1:5000, por Jackson

ImmunoResearch Laboratories Inc., West Grove, PA, USA) acoplados a peroxidasa
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o fosfatasa alcalina (2 horas a TA) y la deteccion se realizé mediante

quimioluminiscencia (400-600 nm) o colorimetria.

6.11 Ensayo de translocacion nuclear de NF-kB
El ensayo de translocacion nuclear de NF-kB se realiz6 de acuerdo al método
reportado (104). Los FS (5 x 10%) se sembraron en cubreobjetos estériles en
ausencia (control) o presencia de PRL (2.3 pg/mL) por 45 minutos y con IL-18 (1
ng/mL) o TNF-a (10 ng/mL) durante los ultimos 15 minutos. Las células se fijaron
con paraformaldehido al 4% durante 20 minutos y se bloquearon con 1% BSA, 5%
NGS, 0.05% Tritébn X-100, PBS durante 1 hora a TA. Entre cada paso se realizaron
lavados con PBS durante 2 minutos bajo agitacién. Las preparaciones se incubaron
con el anticuerpo anti-p65 (1:1000) (SC-109, Santa Cruz) por la noche a 4°C, se
lavaron con PBS y se incubaron con el anticuerpo secundario Alexa Fluor 488
(1:500) (ab150077, Abcam) durante 2 horas a TA. Por ultimo, 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

a una magnificacion de 60X y se analizaron utilizando el programa Imaged (103).

6.12 Histologia y evaluacioén de infiltrados inmunes
Utilizamos el procedimiento previamente reportado (9). Las articulaciones de la
rodilla se fijaron durante 48 horas en formaldehido al 10% en PBS (pH 7.4), se
descalcificaron en EDTA al 14% en PBS durante 21 dias, se deshidrataron y se
embebieron en parafina. Secciones mediales de siete micrometros de grosor de las
articulaciones se tifieron con la solucion de hematoxilina y eosina de Harris para
evaluar cambios anatomicos e infiltracion de las células inmunes. Las imagenes se
capturaron con Image-Pro Plus v 5.1.1 (Media Cybernetics Inc.) a una ampliacién
de x400 y x600 para identificar y cuantificar las células mononucleares y

polimorfonucleares.

6.13 Analisis estadistico
El analisis estadistico se realizd utilizando el software de GraphPad Prism 8.0.1
(GraphPad Software, La Jolla, CA). Las diferencias entre 2 grupos se evaluaron

mediante el analisis de t de Student para datos paramétricos. Las diferencias entre
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3 0 mas grupos se determinaron mediante el analisis de varianza de una via
(ANOVA) seguido de la prueba post-hoc Tukey para los experimentos in vitro y un
post-hoc de LSD Fisher para los experimentos in vivo. Las diferencias se

consideraron significativas para p< 0.05.
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7. Resultados

7.1 La PRL inhibe o estimula la actividad metabélica inducida por la IL-

18 o el TNF-a en fibroblastos sinoviales de ratones macho, respectivamente

Se evaluo el efecto de diferentes concentraciones de PRL, IL-18 y TNF-a sobre la
actividad metabdlica de los FS determinada mediante del ensayo de MTT. Ninguna
de las concentraciones de la PRL modifico este parametro (Figura 8A). En contraste,
la IL-1B y el TNF-a estimularon la actividad metabdlica a partir de las
concentraciones de 1 ng/mL y 10 ng/mL, respectivamente (Figura 8B y C). Dado
que 1 ng/mL de IL-1B y 10 ng/mL de TNF-a fueron las dosis mas bajas con actividad
y que dichas concentraciones inducen respuestas inflamatorias en diversos
ensayos celulares (105, 106), optamos por utilizar estas concentraciones en todos

los estudios subsecuentes.

Con el objetivo de evaluar si la PRL modifica el aumento en la actividad metabdlica
celular de los FS frente a la IL-1B y el TNF-q, incubamos a los FS durante 72 horas
con cada una de las citocinas en presencia o ausencia de diferentes
concentraciones de PRL (0.023, 0.23 y 2.3 pg/mL). Encontramos que la PRL ejerce
un efecto dual sobre la actividad metabdlica de los FS en funcién del tipo de citocina
utilizada. El tratamiento con 2.3 uyg/mL de PRL disminuy6 el aumento en la actividad
metabdlica inducido por IL-1B (Figura 8D) pero lo incrementé en respuesta a TNF-
a (Figura 8E). Estos resultados indican que la PRL ejerce efectos opuestos sobre

los FS dependiendo del estimulo proinflamatorio al que se someten.
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Figura 8. La PRL inhibe o estimula el aumento en la actividad metabdlica inducida
por IL-18 o TNF-a en fibroblastos sinoviales de ratones macho, respectivamente.
Actividad metabdlica de los FS cultivados en ausencia (control [C]) o presencia de
diferentes concentraciones de PRL (A), IL-18 (B), TNF-a (C), IL-1B (1 ng/mL) mas
diferentes concentraciones de PRL (D), y TNF-a (10 ng/mL) mas diferentes
concentraciones de PRL (E). La actividad metabdlica se determind mediante el
ensayo de MTT. Los valores individuales se muestran con circulos abiertos. Los
valores se normalizaron con el Control (C) y corresponden a la media + SEM (n =
8-12). *p < 0.05, **p < 0.01, ****p < 0.0001 (ANOVA de una via, con una prueba pos
hoc de Tukey).
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7.2 Los efectos duales de la PRL no se asocian con cambios en la

supervivencia o proliferacion de fibroblastos sinoviales de ratones macho.

Dado que la actividad metabdlica puede reflejar cambios en la supervivencia y
proliferacion celular, se cuantifico el numero y la sintesis de ADN de los FS mediante
tincion de ADN (Hoechst) e incorporacion de Edu-ADN (reaccién de click),
respectivamente (Figura 9A). No hubo diferencia en el numero de FS después del
tratamiento con IL-18 o TNF-a, con o sin PRL (Figura 9A-C). Sin embargo, la
proliferacion de FS se redujo 4 veces después del tratamiento con IL-13 (Figura 9A
y 9D), un hallazgo inesperado dado que los FS muestran un fenotipo proliferativo
en condiciones inflamatorias (7). No obstante, ni el TNF-a ni la PRL modificaron la
proliferacion de los FS (Figura 9A y 9E). La supervivencia de los FS se analiz6
directamente mediante un ensayo de deteccion de muerte celular que evalua
fragmentos de ADN asociados a histonas presentes en el citoplasma de células en
apoptosis. La PRL, la IL-1B o el TNF-a redujeron la apoptosis de los FS, pero la PRL
no modificd el nivel de apoptosis inducido por IL-18 o TNF-a (Figura 9F y 9G).
Concluimos que el aumento en la actividad metabdlica de los FS después de incubar
con IL-1B o TNF-a no se debi6é a la regulacion al alza de la proliferacion y la
supervivencia, y, por lo tanto, las acciones duales de PRL operan a un nivel celular

diferente.
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Figura 9. Los efectos duales de la PRL no se asocian con cambios en la
supervivencia o proliferacion de los fibroblastos sinoviales de ratones macho. (A).
Micrografias representativas que muestran FS teridos para el ADN total (Hoescht)
o recién sintetizado (EdU), asi como el empalme de ambas fotografias (empalme).
Barra de calibracion = 200 um. Las graficas muestran el numero de células por
campo y el porcentaje de FS en proliferacion incubados o no con IL-18 (1 ng/mL) (B
y D) o TNF-a (10 ng/mL) (C y E) en ausencia o presencia de PRL (2.3 ug/mL)
durante 72 horas. La apoptosis se midi6 mediante la absorbancia (405 nm) de
fragmentos de ADN en FS incubados o no con IL-18 (1 ng/mL) (F) o TNF-a (10
ng/mL) (G) en ausencia o presencia de PRL (2.3 ug/mL) durante 24 horas. Se
muestran los valores individuales con circulos abiertos. Los valores son medias +
SEM (n = 8-9). n.s.: no significativo, **p < 0.01, ****p < 0.0001 (ANOVA de una via,
con una prueba pos hoc de Tukey).



7.3 La PRL inhibe o estimula la expresion de mediadores
proinflamatorios en fibroblastos sinoviales de ratones macho en respuesta a

IL-18 o TNF-a, respectivamente.

Evaluamos si la PRL ejerce efectos antagdnicos sobre la expresion de los genes
I11b, Inos e 16, y sobre la sintesis de IL-6 inducida por la IL-18 y el TNF-a.
Consistentemente con lo reportado en la literatura (36, 107-109), la IL-18 y el TNF-
a aumentaron la expresion de los genes II1b, Inos e 1l6 (Figura 10A y 10C) y de la
proteina de IL-6 (Figura 10B y 10D). Consistentemente con los efectos sobre la
actividad metabdlica, la PRL ejercié efectos opuestos sobre la expresion y
produccion de las citocinas dependiente del tipo de citocina utilizada. La PRL
disminuy6 el aumento de //1b, Inos e 1l6 en respuesta a la IL-1p (Figura 10A) y la
incrementd frente al TNF-a (Figura 10B). Los efectos duales de la PRL se
confirmaron al cuantificar los niveles secretados de la IL-6. La PRL redujo e
incremento los niveles de la IL-6 en el medio condicionado de los FS co-incubados
con IL-1B y TNF-a, respectivamente (Figura 10B y 10D). Estos hallazgos muestran
que la PRL ejerce acciones duales en la respuesta inflamatoria de los FS que son
especificas de citocinas e incentivaron la busqueda de los mecanismos

responsables.

32



*
* L . B

2 30- D 12007 wwxx = 3009 — 101
‘E ek ;\ 'g ’_‘o _g %o Tk l; IC
g — § 1000 o £ 2504 & — i1
o o P 8
) ) —~
3 204 < 800 Q © .5a8. ° =
» 20 ooo » ‘% o 200 ol % E 6
8 ° & 600- ° 2 =
] 5 8 s g 150- £
< (] &5 © 4
E 10- o £ W = soad =
g % 200 & E e B 24
4 ns o K ns E | w% ] e | ns
Q 7] 4 ~— L
s am 2 ‘el £ ‘JoEN 09210 & il
PRL PRL PRL PRL PRL PRL PRL PRL
C = —_ “ D
L 304 * L2 2004 — =S 1254 0.4
-g [e] -g Oo :g * kkk IL\ D_?NF
8 8 ° E 1004 — v \ <
o o 1501 *hkk 8 _. 03
© © [r— Q ° ol
» » o) T 754 £
() 7] *kk =
§ § 1004 o] § — g’ 0.24
2 > o 50 o, -
S A o g ©
E E =)
< < 504 E 25 = 0.1
P Z < “ n.s
S A g o 0.02
Q @ X
g g oaMEM £ e mm 0027 g & Il I
PRL PRL PRL PRL PRL PRL

Figura 10. La PRL inhibe o estimula la expresion de mediadores proinflamatorios
en fibroblastos sinoviales de ratones macho en respuesta a IL-18 o TNF-q,
respectivamente. Cuantificacion mediante PCR cuantitativa en tiempo real (RT-
qPCR) de los genes que codifican a IL-18 (I11b), iINOS (Inos) e IL-6 (1I6), asi como
la concentracion de IL-6 en los FS incubados o no con IL-18 (1 ng/mL) (A, B) o TNF-
a (10 ng/mL) (C, D) en ausencia o presencia de PRL (2.3 ug/mL). La expresion de
ARNm se normalizaron al gen constitutivo (Hprt) y se expreso en relacion al control
no tratado (C). El ensayo de ELISA cuantificé la proteina de IL-6 en los medios
condicionados de los FS. Se muestran los valores individuales con circulos abiertos.
Los valores son medias + SEM (n = 3-12). ns: no significativo, *p < 0.05, **p < 0.01,
***p <0.001, *™***p < 0.0001 (ANOVA de una via, con una prueba pos hoc de Tukey).
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7.4 La IL-1B aumenta y el TNF-a disminuye la expresion del receptor

largo de PRL en fibroblastos sinoviales de ratones macho.

Determinamos la expresion del ARNm y de la proteina correspondiente a la isoforma
larga del RPRL (LRPRL). La isoforma larga es la responsable de las acciones
bioldgicas de la PRL en el raton (110, 111). Encontramos que la IL-13 aumenta de
manera significativa tanto la expresion del ARNm (Figura 11A) como de la proteina
(Figura 11B) del LRPRL y que, de manera contraria, el TNF-a disminuye la expresion
del ARNm (Figura 11A) y de la proteina (Figura 11B). Estos resultados apoyan la
relacion funcional dual de la PRL con la IL-18 y el TNF-a en los FS y sugieren que
en el mecanismo de estos efectos participa la regulacion diferencial del nivel del
LRPRL en respuesta a dichas citocinas. Asi, es posible que la mayor expresién del
LRPRL influya sobre los efectos antinflamatorios de la hormona frente a la IL-183,
mientras que la disminucién del RPRL interfiera con la sefalizacion de PRL y, por

ende, impida una accién antinflamatoria hormonal frente al TNF-a.
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Figura 11. La IL-1B8 aumenta y el TNF-a disminuye la expresion del receptor .PRL
en fibroblastos sinoviales de ratones macho. Cuantificacion mediante PCR
cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR) del gen que codifica el receptor LPRL (LRprlr)
en FS incubados o no con IL-18 (1 ng/mL) (A) o TNF-a (10 ng/mL) (B). La expresion
de ARNm se normalizé al gen constitutivo (Hprt) y se expresé en relacion con el
control no tratado (C). (C) Western blot representativo que muestra el receptor LPRL
en FSincubados o no con IL-1B (1 ng/mL) o TNF-a (10 ng/mL). Se utilizé un extracto
de higado de ratébn embarazado como control positivo (+). Las barras muestran la
cuantificacion densitométrica del LRPRL normalizado para B-tubulina después del
tratamiento con IL-1B8 (D) o TNF-a (E). Se muestran los valores individuales con
circulos abiertos. Los valores son medias + SEM (n = 3-8). *p < 0.05, **p < 0.01,

*kkk

p < 0.0001 (prueba t de Student).
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7.5 La PRL no modifica la expresion de los receptores de IL-18 y TNF-a

en fibroblastos sinoviales de ratones macho.

Debido a que las citocinas aumentan o disminuyen el RPRL, y que la PRL modula
de manera diferencial la expresion de mediadores inflamatorios, evaluamos si la
PRL ejerce sus acciones anti o proinflamatorias mediante la regulacion
transcripcional de los receptores de IL-18 y TNF-a. Como se describe en diferentes
modelos in vitro (112, 113) la IL-1B aumento la expresién de l11br, Tnfr1 y Tnfr2,y
el TNF-a estimuld la expresion de ll1bry Tnfr2 (Figura 12A 'y 12B). Sin embargo, la
PRL no modifico la expresion del ARNm de estos receptores en ausencia o
presencia de cualquiera de las citocinas (Figura 12A y 12B). Con el propésito de
profundizar en el mecanismo de las acciones opuestas de la PRL sobre la respuesta
inflamatoria de los FS, investigamos si esta hormona era capaz de modificar la

activacion de la via del NF-kB en respuesta a la IL-18 y al TNF-a.
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Figura 12. La PRL no modifica la expresion de los receptores de IL-18 y TNF-a en
los fibroblastos sinoviales de ratones macho. Cuantificacion mediante PCR en
tiempo real (RT-qPCR) de la expresion de los genes que codifican IL-1R1 (l11r1),
TNFR1 (Tnfr1) y TNFR2 (Tnfr2) en los FS incubados o no con IL-18 (1 ng/mL) (A)
o TNF-a (10 ng/mL) (B) en ausencia o presencia de PRL (2.3 ug/mL). Los niveles
de ARNm se normalizaron al gen constitutivo (Hprt) y se expresaron en relacion con
el control no tratado (C). Se muestran los valores individuales con circulos abiertos.
Los valores son la media + SEM, (n= 7-9). n.s: no significativo, *p<0.05, **p<0.01
(ANOVA de una via, con una prueba pos hoc de Tukey).
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7.6 BAY-11-7885 (BAY) inhibe la translocacion nuclear de NF-kB

inducida por IL-1B y TNF-a en fibroblastos sinoviales de ratones macho.

Se ha reportado que la IL-18 y TNF-a activan las vias de sefializacién de NF-kB (61)
y MAPK (62) en los FS. En este estudio, nos enfocamos en evaluar la translocacion
al nucleo de NF-kB por dichas citocinas dado que existen evidencias de que la PRL
puede disminuir la activacion NF-kB en un modelo murino inflamatorio de

degeneracion de disco intervertebral (114).

Inicialmente, corroboramos la influencia de la translocacién/activacion de NF-kB en
los efectos proinflamatorios de la IL-1B y del TNF-a en los FS a través de inhibir al
NF-kB mediante su bloqueo farmacologico con BAY 11-7085 (BAY). Encontramos
que la IL-1B y el TNF-a promovieron la translocacion nuclear de NF-kB, y que el
tratamiento con BAY 11-7085 redujo dicha translocacion (Figura 13A, B y C).
Consistentemente, encontramos que el tratamiento de los FS con BAY disminuyo el
efecto de la IL-1B3 y del TNF-a sobre la expresion de /I1b, Inos e 1I6 (Figura 13D y
13E). Los resultados indican que la IL-1B8 y el TNF-a activan la via de NF-kB en los
FS y que dicha via media, al menos en parte, sus acciones proinflamatorias en este
tipo celular. Procedimos entonces a investigar si la PRL modifica la activacion de
NF-kB en respuesta a la IL-1B y al TNF-a y si esta alteracion es consistente con el

efecto diferencial de la hormona frente a dichas citocinas.

37



o ©
A IL-18 TNF-a Bg .. C3 - o
5’: ThAk [C g;\: ,&‘
o é *kkk D|L-1B -g ~ DTNF-G
25 80 — » 0 80 5
x| %, @ )
o © o © @
C o 604 -“-‘ = 60
Su au o
2Z 0 g8< 40
=8 23
D = DT
8.% 201 ps %% 201 ns
P~ -1 83
3 3 dodlla 3% Jad S
3 BAY BAY 3 BAY BAY
D ’5 . ° *kkk S 800 i
.g 200 " é 30007 ————_ 2 wxar 1 []C
ke e— [+} =
8 —3 § 25001 § oo MIL-1B
150 6001
3 ° 3 2000 8
w [’
g 1001 g 15001 S 8 400-
[
éf é, 1000- 2 > 2
50- E 200 0
< = < 500 ﬁ < %
% ns
S 107 =2 2 - ar S 2
g YomMEm £ Jesmm S 2Toay & 0l I
BAY BAY BAY BAY BAY BAY
E 3 4, . 2 400 & T 120+ w [C
[S hkk [ kkx T 2 kkke T
3 E 1004 — DTNF-O
° 8 ° 8 o
g o 3004 .
20 ° o S 80
] o ®
- S o 8 60 by
4 g 2001 § o
= = 404
E 10 B o° E E ®
Z 100+ <
4 n.s 4 Z 204 a8
] o f n.s o n.s
S g ol am MM 2 HawlH
= 9 & & £ 04 & T e
BAY BAY BAY BAY BAY BAY

Figura 13. BAY-11-7885 (BAY) inhibe la traslocacion/activacion NF-kB inducida por
IL-18 y TNF-a en fibroblastos sinoviales de ratones macho. Detecciéon por
inmunofluorescencia de NF-kB (p65) en fibroblastos sinoviales cultivados en
ausencia (control, C) o presencia de IL-1B (1 ng/mL) o TNF-a (10 ng/mL) con o sin
BAY (10 uM) (A). Cuantificacion de nucleos positivos para NF-kB en FS tratados
con IL-18 (B) o TNF-a (C) en relacion con C. Barra de calibracién = 20 um.
Cuantificacion mediante PCR cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR) de los genes
que codifican IL-18 (ll1b), iINOS (Inos) e IL-6 (lI6) en FS incubados o no con IL-1f3
(1 ng/mL) (D) o TNF-a (10 ng/mL) (E) en ausencia o presencia de BAY (10 uM). Los
niveles de ARNm se normalizaron al gen constitutivo (Hprt) y se expresaron en
relacion con el control no tratado (C). Se muestran los valores individuales con
circulos abiertos. Los valores son medias + SEM, (n= 6-9). n.s: no significativo,
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 (ANOVA de una via, con una prueba
pos hoc de Tukey).
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7.7 La PRL inhibe o estimula la translocacion nuclear de NF-kB inducida
por IL-1B o TNF-a en fibroblastos sinoviales de ratones macho,
respectivamente.

De manera consistente con los resultados previos, observamos que la PRL ejerce
una accion diferencial sobre la traslocacion nuclear de NF-kB que depende del tipo
de citocina proinflamatoria (IL-1B o TNF-a). La PRL redujo la translocacion nuclear
de NF-kB en respuesta a la IL-1B (Figura 14A 'y 14B). En contraste, la PRL aumento
la translocacién nuclear de NF-kB en respuesta al TNF-a, (Figura 14A y 14C). El
tratamiento unicamente con PRL no alter6 la localizacion celular de NF-kB en
ausencia de dichas citocinas que, como se esperaba, fue esencialmente

citoplasmatica.

Procedimos entonces a investigar el mecanismo mediante el cual la PRL puede
antagonizar o inducir la activacion/translocacién de NF-kB inducida por la IL-1B y
TNF-a. Se ha reportado que la PRL tiene la capacidad de interferir con la unién de
NF-kB a regiones promotoras de genes especificos, como el promotor del factor
regulador del interferébn-1 y el promotor de la timidina quinasa que contiene
elementos NF-kB multimerizados (115). También se ha reportado (114) que la PRL
puede estimular la estabilidad de las proteinas citoplasmaticas Ik-Bs, responsables

de mantener al NF-kB en el citoplasma.
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Figura 14. La PRL inhibe o estimula la translocacion nuclear de NF-kB inducida por
IL-18 o TNF-a en fibroblastos sinoviales de ratones macho, respectivamente. (A)
Deteccion por inmunofluorescencia de NF-kB (p65) en fibroblastos sinoviales
cultivados en ausencia (control [C]) o presencia de IL-18 (1 ng/mL) o TNF-a (10
ng/mL) con o sin PRL (2.3 ug/mL). Cuantificacion de nucleos positivos para NF-kB
en FS tratados con IL-16 (B) o TNF-a (C) en relacion con el control (C). Barra de
calibracion = 20 um. Se muestran los valores individuales con circulos abiertos. Los
valores son medias + SEM (n = 3-9). n.s.: no significativo, *p < 0.05, ****p < 0.0001
(ANOVA de una via, con una prueba pos hoc de Tukey).
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7.8 La PRL inhibe o aumenta la degradacion de Ik-Bf3 e Ik-Ba inducida
por IL-1B y TNF-a en fibroblastos sinoviales de ratones macho,
respectivamente.

Como mencionamos anteriormente, 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
(Ik-B), que impiden la translocacion de NF-kB al nucleo. Bajo estimulos inflamatorios
las |k-B se fosforilan y posteriormente se degradan, lo que permite la translocacion
al nucleo de NF-kB y su unién a secuencias promotoras en el ADN que codifican
genes implicados en la producciéon de factores inflamatorios (54, 80, 116). De
manera consistente con los resultados de la Figura 14, la PRL redujo (Figura 15A 'y
15B) y potencio (Figura 15C y 15D) la concentracion, respectivamente por IL-1B y
TNF-a, de las isoformas a y B de IkB, una familia de proteinas responsables de
secuestrar a NF-kB en el citoplasma de células no estimuladas. Estos hallazgos
indican que la PRL inhibe y estimula la activacion de NF-kB en respuesta a IL-1B y
TNF-a, respectivamente, y por lo tanto, que NF-kB media las acciones inflamatorias

duales de la PRL en los fibroblastos sinoviales.
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Figura 15. La PRL inhibe o aumenta la concentracion de IkBa e IkBB inducida por
IL-18 y TNF-a en fibroblastos sinoviales de ratones macho, respectivamente.
Western blot representativo que muestra las proteinas IkBa e IkBS en FS incubados
o no (control [C]) con IL-18 (1 ng/mL) (A) o TNF-a (10 ng/mL) (C) en ausencia o
presencia de PRL (2.3 ug/mL). Cuantificacion densitométrica de IkBa e IkBf
normalizadas a [B-tubulina después del tratamiento con IL-18 (B) o TNF-a (D) y
expresadas en relacion con el control (C). Se muestran los valores individuales con
circulos abiertos. Los valores son medias + SEM (n = 3-9). n.s.: no significativo, *P
<0.05, **P<0.01, *™*P < 0.001, ****P < 0.0001 (ANOVA de una via, con una prueba
pos hoc de Tukey).
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7.9 La PRL previene la expresion de mediadores proinflamatorios
inducidos por IL-13, pero no por TNF-a en articulaciones de ratones macho.

Una vez demostrado que la PRL tiene efectos diferenciales en los FS que dependen
del tipo de citocina al cual estan expuestos, evaluamos si existe una respuesta
diferencial a estas citocinas en un modelo agudo de inflamacién articular. Para esto
inyectamos en la cavidad articular solucion salina como vehiculo, cada una de las
citocinas de manera independiente con o sin PRL y evaluamos la expresion de
algunos mediadores inflamatorios 24 hrs después del tratamiento. No hubo cambios
significativos en la expresion de mediadores proinflamatorios en las articulaciones
tratadas con PRL en comparacion con las articulaciones tratadas con el vehiculo
(Figura 16). El tratamiento con IL-18 o TNF-a no modifico la expresiéon del LRPRL
(Figura 16A y 16C) pero si aumento la expresion de /I1b, Inos e 1I6 (Figura 16B y
16D). Ademas, la PRL inhibi6 la expresion de //1b e Inos inducida por IL-1[3, pero
no la de /l6 (Figura 16B). En contraste, la PRL no modificé la expresion de los 3

mediadores inflamatorios inducida por TNF-a en las articulaciones (Figura 16D).
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Figura 16. La PRL previene la expresion de mediadores proinflamatorios inducidos
por IL-1B, pero no por TNF-a en las articulaciones de ratones macho. Cuantificacion
mediante PCR cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR) de los genes que codifican el
LRPRL (LRprlr), IL-18 (l11b), iNOS (Inos) e IL-6 (1I6) en las articulaciones inyectadas
con vehiculo (C, solucién salina), IL-18 (80 ng/articulacion) (A, B) o TNF-a (300
ng/articulacion) (C, D) con o sin PRL (2 ug). Los animales fueron sacrificados 24
horas después de la administracion. Los valores de ARNm se normalizaron al gen
constitutivo (Hprt) y se expresaron en relacion con las articulaciones inyectadas con
vehiculo. Se muestran los valores individuales con circulos abiertos. Los valores
son medias £+ SEM (n = 8-13). n.s.: no significativo, *p < 0.05, **p < 0.01, ****p <
0.0001 (ANOVA de una via, con una prueba pos hoc de LSD Fisher).
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7.10 La PRL previene la hiperplasia sinovial inducida por IL-18, pero no

por TNF-a en articulaciones de ratones macho.

Las articulaciones inyectadas con IL-1B o TNF-a mostraron un nivel leve de
hiperplasia sinovial (Figura 17). La hiperplasia sinovial se evalu6é contando el
numero de capas celulares y el grosor (en micras) del revestimiento intimo de la
membrana sinovial. Se observé una membrana sinovial normal con una intima de 1
a 2 células en las articulaciones inyectadas con vehiculo o PRL. La inyeccién
intraarticular de IL-18 o TNF-a aumenté la intima a 4-6 capas, mientras que el
tratamiento conjunto con PRL previno dicha hiperplasia inducida por IL-1B (Figura
17A y 17B) (numero de capas celulares y grosor), pero no ocurrié en respuesta a
TNF-a (Figura 17Ay 17C).
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Figura 17. La PRL previene la hiperplasia sinovial inducida por IL-18, pero no por
TNF-a en articulaciones de ratones macho. Micrografias representativas de capas
celulares que conforman la intima sinovial de ratones inyectados en la articulacion
con vehiculo (soluciéon salina), IL-18 (80 ng/articulacion) o TNF-a (300
ng/articulacion) con o sin PRL (2 ug). Los animales fueron sacrificados 24 horas
después de la inyeccion intrarticular. A. Secciones de la articulacion teriidas con
hematoxilina y eosina. Capas celulares de la intima (punta de flecha). C, cartilago;
SM, membrana sinovial. Barra de calibracion = 50 um. El nimero de capas celulares
y el grosor (um) de la intima de la membrana sinovial evaluaron la hiperplasia
sinovial (B y C). Se muestran los valores individuales con circulos abiertos. Los
valores son medias + SEM (n = 3). n.s., no significativo, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p <
0.001 (ANOVA de una via, con una prueba pos hoc de Tukey).
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7.11 LaIL-1B y el TNF-a no generan danos en estructuras articulares en

un modelo agudo de inflamacioén in vivo.

Secciones histoldgicas de articulaciones inyectadas con IL-18 o TNF-a se tifieron
con hematoxilina y eosina para evidenciar el dafio en estructuras articulares como
cartilago, hueso y membrana sinovial. Las micrografias no mostraron dafo articular
aparente, sin embargo, se evidencié un aumento en los infiltrados inmunes en las
articulaciones inyectadas con IL-1B o TNF-a. Este aumento se previno con el

tratamiento de PRL frente a la IL-13, pero no con TNF-a (Figura 18).
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Figura 18. La IL-1B y el TNF-a no generan dafos en estructuras articulares pero si
promueven su infiltracion leucocitaria en el modelo agudo de inflamacion in vivo. (A)
Secciones histoldgicas representativas de las articulaciones de la rodilla de ratones
inyectados en la articulacion con vehiculo (solucion salina), IL-18 (80
ng/articulacion) o TNF-a (300 ng/articulacion) con o sin PRL (2 ug). Los animales
fueron sacrificados 24 horas después de la inyeccion intrarticular. Las secciones de
la articulacion fueron tefidas con hematoxilina y eosina. Las lineas circulares
discontinuas resaltan areas con infiltracion de células inmunitarias. Barra de
calibracion = 600 um. C, cartilago; Il, infiltrados inflamatorios; JC, cavidad articular;
M, menisco; SM, membrana sinovial.
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7.12 La PRL previene la infiltracion de células inmunitarias en respuesta
a IL-1B, pero no frente a TNF-a.
La inyeccion intraarticular de IL-18 o TNF-a se asocié con un aumento en la
infiltracién sinovial de células mononucleares y polimorfonucleares (Figura 19). El
tratamiento conjunto con PRL previno de manera efectiva el aumento inducido por
IL-18 en la infiltracién de células mononucleares y polimorfonucleares (Figura 19A
y 19B). En ratones inyectados con TNF-a y PRL, la infiltracion de células
mononucleares fue similar a la observada solamente con TNF-a (Figura 19A'y 19C).
Sin embargo, el aumento inducido por TNF-a en la infiltracion de células

polimorfonucleares fue significativamente mayor por efecto de la PRL (Figura 19C).
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Figura 19. La PRL previene la infiltracion de células inmunitarias en respuesta a IL-
1B, pero no a TNF-a. (A) Micrografias representativas de areas con infiltracion de
células mononucleares (flecha) y células polimorfonucleares (PMN, cabezas de
flecha). Barra de calibracion = 100 um. (B) Numero de células inmunitarias
infiltradas por area sinovial de ratones inyectados en la articulacion con vehiculo o
IL-18 (80 ng/articulacion) con o sin PRL. (C) Numero de células inmunitarias
infiltradas por area sinovial de ratones inyectados en la articulacién con vehiculo o
TNF-a (300 ng/articulacion) con o sin PRL. Los animales fueron sacrificados 24
horas después de la administracion intraarticular. Se muestran los valores
individuales con circulos abiertos. Los valores son medias £+ SEM (n = 3). n.s., no
significativo, ***p < 0.001, ****p < 0.0001 (ANOVA de una via, con una prueba pos
hoc de Tukey).
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7.13 La accion diferencial de PRL con IL-18 y TNF-a también ocurre en
ratones hembra sobre fibroblastos sinoviales in vitro.
Dada la preponderancia de las hembras en la artritis reumatoide, analizamos si las
acciones duales de PRL sobre los efectos inflamatorios de las 2 citocinas también
se producian en ratones hembra. Los resultados obtenidos en cultivos primarios de
FS aislados de hembras en diestro (Figura 20) fueron esencialmente similares a los
observados en machos. La IL-1p aumenté y el TNF-a disminuyé la expresiéon de
ARN mensajero del LRPRL en fibroblastos sinoviales de ratones hembra en cultivo
(Figura 20A y 20C). De manera similar, la PRL redujo la expresion inducida por IL-
18 de Inos e 16, pero no la de ll1b (Figura 20B), y estimuld la expresion inducida

por TNFa de los 3 mediadores inflamatorios (/Ib, Inos e 116) (Figura 20D).
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Figura 20. La interaccién diferencial de PRL con IL-18 y TNF-a también ocurre en
ratones hembra sobre fibroblastos sinoviales in vitro. La cuantificacion mediante
PCR cuantitativa en tiempo real (RT-gPCR) de genes que codifican para LRPRLR
(LRprlr), IL-18 (ll1b), iINOS (Inos) e IL-6 (116) en fibroblasto sinoviales proveniente de
ratones hembra incubados o no con IL-13 (1 ng/mL) (A, B) o TNF-a (10 ng/mL) (C,
D) en ausencia o presencia de PRL (2.3 ug/mL). Los niveles de ARN mensajero se
normalizaron al gen constitutivo (Hprt) y se expresaron en relacion con el control no
tratado (C) despues de 24 horas. Se muestran los valores individuales con circulos
abiertos. Los valores son medias + SEM (n = 5-6). ns, no significativo, *p < 0.05, **p
< 0.01, *™*p < 0.001, ****p < 0.0001 (ANOVA de una via, con una prueba pos hoc
de Tukey).
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7.14 La accion diferencial de PRL sobre los efectos articulares de IL-183
y TNF-a también ocurre en ratones hembra in vivo.
En la condicion in vivo, y al igual que en los ratones macho, la inyeccion de IL-18 o
TNF-a en la articulacion de la rodilla de ratones hembra no modifico los niveles de
expresion del LRPRL (Figura21Ay 21C). La IL-1B aumenté la expresién de llb, Inos
e /16 y la PRL inhibié la expresion inducida por IL-13 de //1b e II6 pero no sobre Inos
(Figura 21B). Sin embargo, en contraste con los machos, la inyeccion de TNF-a en
la articulacién de la rodilla de las hembras no aumento la expresion de mediadores
proinflamatorios y el cotratamiento de TNF-a y PRL no tuvo efecto (Figura 21D).
Estos hallazgos apoyan el que PRL ejerce acciones distintas sobre la respuesta

inflamatoria de los tejidos articulares tanto en hembras como en machos.
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Figura 21. La interaccion diferencial de PRL con IL-18 y TNF-a también ocurre en
ratones hembra in vivo. Cuantificacion mediante PCR cuantitativa en tiempo real
(RT-gPCR) de genes que codifican para tLRPRLR (LRprlr), IL-1B (I11b), INOS (Inos)
e IL-6 (lI6) en articulaciones inyectadas con vehiculo (solucion salina), IL-18 (80
ng/articulacion) (A y B), o TNF-a (300 ng/articulacion) (C y D) con o sin PRL (2 ug).
Los animales fueron sacrificados 24 horas después de la administracion. Los
valores de ARNm se normalizaron al gen constitutivo (Hprt) y se expresaron en
relacion con las articulaciones inyectadas con vehiculo. Se muestran los valores
individuales con circulos abiertos. Los valores son medias + SEM (n = 8-12). n.s.,
no significativo, *p < 0.05, **p < 0.01, **** < 0.0001 (ANOVA de una via, con una
prueba pos hoc de LSD Fisher).
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8. Discusion

La relacién entre la AR y la PRL se ha estudiado durante mucho tiempo, debido a
la mayor prevalencia de la enfermedad en mujeres que en hombres (117), las
propiedades promotoras de la respuesta inmune de la PRL (92) y la expresién de la
PRL y de su receptor en el tejido sinovial de pacientes con AR (118). Sin embargo,
la PRL tiene efectos tanto estimuladores como inhibidores de la respuesta inmune
(11, 119) y la exposicién a la hiperprolactinemia fisiolégica (lactancia y estrés) (14,
15, 120) o farmacoldgica (11) se asocian tanto con un alto como con un bajo riesgo
de presentar AR. Ademas, se han observado asociaciones contradictorias entre los
niveles circulantes de PRL y la gravedad de la enfermedad en pacientes con AR
(121, 122) y se han reportado efectos de la PRL tanto positivos (8, 9) como
negativos (123) en modelos experimentales de AR. Las razones detras de estas
observaciones contradictorias no son claras, pero apuntan hacia interacciones
complejas en el entorno inflamatorio (124). En este trabajo mostramos que la PRL
ejerce efectos positivos 0 negativos en cultivos de fibroblastos sinoviales (FS) y en
las articulaciones in vivo de machos y hembras que dependen de su interaccion con
citocinas proinflamatorias especificas, el nivel de expresion de su receptor y la

activacion de la via de sefnalizacion NF-kB.

Los FS comprenden dos tercios de los sinoviocitos residentes en la membrana
sinovial y son efectores fundamentales para el crecimiento del “pannus”, la
inflamacion y la destruccién articular en la AR (125). Los FS activados adquieren un
fenotipo hiperplasico invasivo y producen diversos mediadores proinflamatorios,
moléculas de adhesion, metaloproteasas de matriz y quimiocinas que promueven la
destruccion de tejidos articulares y perpetuan la inflamacién a través de respuestas
autocrinas, redes paracrinas entre células vecinas y el reclutamiento de otras
estirpes celulares al sinovio (85). Las citocinas proinflamatorias locales, como la IL-
18 y el TNF-q, activan a los FS en la RA (85).

En el presente estudio, mostramos que tanto la IL-18 como el TNF-a aumentan, en
cultivos primarios de FS, la actividad metabdlica y la produccién de mediadores
proinflamatorios sin aumentar la proliferacién o supervivencia celular. De hecho, la
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IL-18 redujo 4 veces la proliferacion de los FS con respecto al control, mientras que
el TNF-a no tuvo efecto. Estas observaciones se relacionan con reportes previos
qgue muestran que la IL-1B8 y el TNF-a no estimulan la proliferacion de FS derivados
de articulaciones artriticas o normales (126), que ambas citocinas promueven la
expresion in vitro de mediadores proinflamatorios en los FS (127, 128) y que la IL-
1B inhibe la proliferacién, pero promueve la actividad secretora de los fibroblastos
de la pulpa dental humana (129). Por lo tanto, la produccién de mediadores
proinflamatorios es una respuesta primaria de los FS en cultivo a la IL-18 y el TNF-
a que podria utilizarse como modelo para evaluar el efecto inflamatorio de la PRL

frente a estas citocinas.

Los FS son blancos celulares de la PRL. Los FS de roedores (9) y humanos (118)
expresan el LRPRL, la principal isoforma del receptor responsable de mediar las
acciones de esta hormona (110, 111). Las articulaciones artriticas (9, 118) y los FS
incubados con IL-1B, TNF-a e INF-y (9) sobre-expresan al LPRLR; este receptor
aumenta en los FS de pacientes con AR bajo inflamacién severa y dicho aumento
se asocia con el efecto estimulador de la PRL sobre la expresion de la IL-6 (118),
una citocina proinflamatoria, producida mayormente por los FS, que es
determinante de la progresion de la AR (130, 131). En contraste, los ratones nulos
para el RPRL sometidos a artritis inducida por antigeno muestran mayor inflamacién
articular y expresion de genes proinflamatorios (9) y el tratamiento con PRL reduce
la expresion de los mismos mediadores proinflamatorios en la articulaciéon de ratas
bajo el mismo modelo de artritis (8). Ademas, la PRL inhibe el fenotipo inflamatorio
(expresion de /l1b e 116) inducido por la IL-1B, el TNF-a y el interferén-y en cultivos
de FS murinos (9). Aqui, confirmamos estas observaciones opuestas al mostrar que
la PRL ejerce acciones tanto positivas como negativas sobre la respuesta
inflamatoria de los FS que dependen de su interaccion con citocinas

proinflamatorias especificas.

La PRL inhibi6 el efecto estimulatorio de la IL-1B sobre la actividad metabdlica, la
expresion del ARNm de /I1b, Inos e 1l6 y la secrecion de la IL-6 en FS en cultivo;

pero incrementd el efecto estimulatorio del TNF-a sobre los mismos parametros.
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Las acciones opuestas se observaron en FS tanto de ratones macho como hembra
y apoyan el que el entorno inflamatorio determina la resultante final de la accion de
la PRL. Los mecanismos responsables son desconocidos, pero podrian involucran
una regulacion dual de los niveles del LRPRL en respuesta a las dos citocinas y/o
acciones dicotomicas de la PRL sobre la expresion de los receptores IL1R1, TNFRA1
y TNFR2 que median los efectos proinflamatorios de las citocinas (132, 133). En
relacion con la primera posibilidad, la IL-1B y el TNF-a modificaron la expresion del
LRPRL de manera opuesta. La IL-13 aumentd, mientras que el TNF-a disminuyo los
niveles del ARNm y de la proteina del LRPRL en los FS. En contraste, la PRL no
modificé la expresion de los receptores de IL-18 y TNF-a. Aunque se considera que
el LRPRL es la isoforma principal responsable de mediar todas las acciones de la
PRL, también es posible que participe en la regulacién diferencial de las isoformas
cortas del RPRL. Al respecto, se tiene evidencia de que los receptores cortos de la
PRL pueden silenciar el efecto de la forma larga y mediar algunas acciones de la
PRL (111).

Para evaluar si una regulacioén diferencial del LRPRL esta asociada con cambios en
la sefializacion activada por la IL-1B y el TNF-a, determinamos el efecto de la PRL
sobre la activaciéon de la via NF-kB en FS en respuesta a una u otra citocina. EI NF-
KB es un factor de transcripcion determinante de la produccion de factores
inflamatorios en respuesta a la IL-1B y el TNF-a (84, 127), y su bloqueo tiene
acciones benéficas en el tratamiento de la AR (134). La sefalizacion a través de la
via NF-kB requiere de la fosforilacion/degradacion de proteinas inhibidoras de la
familia IkB, lo que conduce a la migracion de NF-kB al nucleo para iniciar la
transcripcion génica. Confirmamos estas observaciones al mostrar que un inhibidor
de la fosforilacion de IkB (BAY 11-7085) previene la translocacion nuclear de NF-«kB
y reduce la produccién de mediadores proinflamatorios en respuesta tanto a la IL-
18 como al TNF-a. La PRL inhibié y estimulé la translocacion nuclear de NF-kB
como resultado de la modulacion en la concentracion de IkBa e IkB3 en respuesta
a IL-1B y TNF-a, respectivamente. Estos hallazgos confirmaron la regulacion

diferencial por parte de la PRL de la respuesta inflamatoria de los FS a la IL-1B y el
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TNF-a e indicaron la sefalizacion de NF-kB como mecanismo responsable de estos

efectos duales.

Diferentes estudios muestran acciones opuestas de la PRL sobre la via de NF-kB
en procesos inflamatorios. La PRL inhibe la activacion de NF-kB y, con ello, retarda
la inflamacién que conlleva al deterioro de discos intervertebrales en un modelo de
enfermedad discal degenerativa (114). Por otra parte, la PRL provoca una respuesta
inflamatoria en peces a través de activar la interaccion entre las vias de sefalizacion
NF-kB y JAK/STAT (135). Ademas, en los FS la activacion de NF-kB por IL-1 se
asocia con la regulacioén al alza de STAT1 (127) y a la baja de STAT3 (61), y la PRL
activa la via JAK2/STAT3 para inhibir la apoptosis de los condrocitos del cartilago
articular en la artritis (8). Queda por investigar si la interaccion entre las vias de
senalizacion NF-kB y JAK/STAT contribuye a las acciones duales de la PRL

observadas en los FS.

Consistentemente con el papel inflamatorio de la IL-1B y el TNF-a, su inyeccién
individual en articulaciones de rodilla de las patas traseras de ratones sanos indujo
una inflamacion local (136). Este modelo nos permitié investigar si las acciones
duales de la PRL sobre la inflamacion articular tienen lugar in vivo, ya que permite
probar el efecto individual de estas citocinas aislado de los muchos mediadores
inflamatorios que operan en la artritis. Contrariamente al efecto observado en los
FS en cultivo, la inyeccién intra-articular de la IL-1B 0 el TNF-a no alteré la expresién
del ARNm del LRPRL en ninguno de los sexos. Esta diferencia puede explicarse a
través de la contribucién de otros tipos celulares y factores regulatorios ausentes en
la condicion in vitro. Se conoce que la regulacion de los receptores de PRL en
respuesta a la inflamacion es tejido-especifica (137); que una combinacion de
citocinas proinflamatorias (IL-1B, TNF-a e interferén-y) aumenta el receptor de PRL
en fibroblastos pulmonares en cultivo (138) pero, que en el raton, la exposicion a

lipopolisacaridos bacterianos disminuye los receptores de PRL en el pulmén (137).

La expresion de genes proinflamatorios y los cambios histologicos en las
articulaciones mostraron que la IL-1B y el TNF-a inducen inflamacién, después de

las 24 horas posteriores a su inyeccion en la articulacion, que es dependiente del
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sexo. La IL-1B y el TNF-a produjeron una respuesta inflamatoria en los ratones
macho, mientras que solo la IL-1B provoco inflamacién articular en las hembras. La
falta de efecto del TNF-a en las hembras es consistente con reportes que muestran
una mayor susceptibilidad de los ratones macho al desafio inmunoldgico (139),
incluida la artritis inflamatoria (140). No obstante, en relacién con nuestros hallazgos
in vitro, el efecto de la PRL difirid entre las dos citocinas en machos y en hembras.
La PRL redujo la expresion inducida por IL-13 de //1b e Inos en machos y de Inos e
116 en hembras, no modificd la expresion de genes proinflamatorios en respuesta a
TNF-a en machos, y no alter6 la falta de accion proinflamatoria de TNF-a en las
hembras. Finalmente, las dos citocinas resultaron en una leve hiperplasia sinovial e
infiltracion de las células inmunoldgicas en las articulaciones de los ratones macho,
la PRL previno los cambios histologicos inflamatorios provocados por IL-13, pero
fue inactiva o aumento la respuesta inflamatoria frente a TNF-a. Es notable que a
pesar de la complejidad del sistema in vivo, las acciones inflamatorias duales de la

PRL se manifestaron contra las dos citocinas en ambos sexos.

El efecto antiinfamatorio de la PRL contra la IL-18 y su falta de accién
proinflamatoria contra TNF-a observados in vivo son consistentes con el papel
benéfico neto de la PRL observado en modelos murinos con AR (8, 9). Sin embargo,
la estimulacion in vivo por parte de la PRL sobre la infiltracion polimorfonuclear
inducida por TNF-a también es consistente con informes que muestran que la PRL
estimula la extravasacion de leucocitos bajo condiciones inflamatorias (141-143) y
promueve la adhesion de células inmunologicas al endotelio vascular (144). El
desafio radica en entender la contribucién relativa de IL-18, TNF-a u otras citocinas
en las reacciones inflamatorias y cuando y como la PRL interactua con cada una de

ellas para influir en la respuesta inflamatoria.

En resumen, nuestro estudio destaca a la IL-1B y al TNF-a como citocinas centrales
capaces de determinar la resultante final de la accion de la PRL en la inflamacion
articular (Figura 22). La IL-1B regula al alza al LRPRL en los FS en asociacion con
el bloqueo por parte de la PRL de la senalizacion de NF-kB y la expresion de

mediadores proinflamatorios. En contraste, el TNF-a regula a la baja la expresién
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del LRPRL en los FS en asociacién con la sobre activacion por parte de la PRL de
la sefalizacion de NF-kB y el aumento en la produccion de factores proinflamatorios
como lI1b, Inos e I16. Dado que la regulacion al alza del RPRL resulta en una accion
antiinflamatoria, proponemos que el efecto de la PRL via su receptor es el de inhibir
la inflamacion de los tejidos articulares. Una propuesta consistente con la
observacion de que la artritis es mas severa en los ratones nulos para el RPRL (9).
Ademas, el hecho de que el efecto proinflamatorio de la PRL se asocie con la
regulacion a la baja del LRPRL implica la participacion de mecanismos activados
por el TNF-a que son promovidos indirectamente por la PRL. Uno de esos
mecanismos podria involucrar la escision proteolitica de la PRL a vasoinhibina, un
fragmento de PRL que estimula el fenotipo inflamatorio de los FS a través de la
activacion de NF-kB (145). En relacidon con este mecanismo, las citocinas
proinflamatorias, incluido el TNF-a, regulan al alza la produccion de
metaloproteasas de matriz en la articulacion artritica capaces de cortar a la PRL a
vasoinhibina incrementando la concentracién de vasoinhibina en la circulacion
(145).

La similitud encontrada entre machos y hembras enfatiza la importancia de los
efectos duales de la PRL en la inflamacion articular que probablemente se extienden
a otras células, mediadores inflamatorios (vasoinhibina) y vias de senalizacion. Sin
embargo, las diferencias entre la condicidn in vitro e in vivo resaltan la complejidad
de la regulacion ejercida sobre el receptor de PRL y la accion de reguladores clave

del proceso inflamatorio (TNF-a).

Aunque nuestros modelos experimentales proporcionan pruebas sélidas de las
acciones duales de la PRL en los procesos inflamatorios inducidos por IL-13 0 TNF-
a, presentan limitaciones importantes. Los experimentos in vitro permiten controlar
las condiciones experimentales con mayor precision, sin embargo, no consideran
interacciones entre diferentes tipos celulares y factores reguladores locales y
sistétmicos que operan bajo condiciones de artritis. Los experimentos in vivo
permiten conocer la participacion de un entorno inflamatorio mas completo que

incluye distintos componentes articulares; sin embargo, al ser un modelo agudo, no
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representa el estado fisiopatolégico presente en una enfermedad tan compleja
como la AR. Futuras investigaciones deberan evaluar condiciones presentes en las
hembras a lo largo del ciclo estral y bajo diferentes estados reproductivos, con el
objetivo final de generar una mejor comprension del contexto fisiopatologico de la
participacion de la PRL en la artritis reumatoide y el desarrollo de nuevos

tratamientos.
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9. Resumen grafico
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Figura 22. Esquema que ilustra los mecanismos de los efectos duales de la PRL

sobre la funcion inflamatoria de los FS. (A) La IL-18 aumenta la expresion del

receptor de PRL en su forma larga (LRPRL), lo que conduce a que la PRL inhiba la

degradacion de los inhibidores de NF-kB (IkBa y B), la translocacion nuclear de NF-

KB y la produccion de factores inflamatorios. (B) TNF-a disminuye la expresion del

LRPRL, favoreciendo la estimulacion por parte de PRL de la degradacion de IkBa e

IKBB, la translocaciéon nuclear de NF-kB y la produccion de mediadores

inflamatorios. Estos mecanismos pueden trabajar juntos para contribuir al equilibrio

de la inflamacién articular en la artritis. Este esquema fue creado con

Biorender.com.
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Abstract

The close association between rheumatoid arthritis (RA), sex, reproductive state, and stress has long linked prolactin (PRL) to disease
progression. PRL has both proinflammatory and anti-inflammatory outcomes in RA, but responsible mechanisms are not understood. Here,
we show that PRL modifies in an opposite manner the proinflammatory actions of IL-1p and TNF-a in mouse synovial fibroblasts in culture.
Both IL-1p and TNF-a upregulated the metabolic activity and the expression of proinflammatory factors (//1b, Inos, and /16) via the activation of
the nuclear factor-«B (NF-kB) signaling pathway. However, IL-1f increased and TNF-a decreased the levels of the long PRL receptor isoform
in association with dual actions of PRL on synovial fibroblast inflammatory response. PRL reduced the proinflammatory effect and activation
of NF«B by IL-1B but increased TNF-a-induced inflammation and NF-kB signaling. The double-faceted role of PRL against the 2 cytokines
manifested also in vivo. IL-1B or TNF-a with or without PRL were injected into the knee joints of healthy mice, and joint inflammation was
monitored after 24 hours. IL-1p and TNF-a increased the joint expression of proinflammatory factors and the infiltration of immune cells. PRL
prevented the actions of IL-1B but was either inactive or further increased the proinflammatory effect of TNF-a. We conclude that PRL exerts
opposite actions on joint inflammation in males and females that depend on specific proinflammatory cytokines, the level of the PRL
receptor, and the activation of NF-xB signaling. Dual actions of PRL may help balance joint inflammation in RA and provide insights for
development of new treatments.

Key Words: prolactin receptor, IL-1B, TNF-a, NF-xB, synovial fibroblasts, rheumatoid arthritis

Abbreviations: EdU, 5-ethynyl-2’-deoxyuridine; FBS, fetal bovine serum; kB, inhibitors of «B; PRLR, long form of the prolactin receptor; MTT,
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide; NF-xB, nuclear factor-xB; PRL, prolactin; PRLR, prolactin receptor; RA, rheumatoid arthritis; RT,
room temperature; SFs, synovial fibroblasts.

Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic inflammatory auto-
immune disease that destroys articular cartilage and bone.
The female preponderance and apparent negative influence
of breastfeeding and stress in RA have long linked the sexually
dimorphic, reproductive, stress hormone, prolactin (PRL) to
disease progression (1). However, the role of PRL in RA is
more complex than anticipated. PRL increases in the circula-
tion of some patients with RA with no association with disease
severity (2). Physiological hyperprolactinemia (in lactation
and stress) (3-6) and pharmacologically induced hyperprolac-
tinemia or hypoprolactinemia (after dopamine D2 receptor
blockers or agonists, respectively) (1) have both positive and
negative outcomes in RA. Moreover, PRL worsens (7) and
improves (8, 9) joint inflammation in rodent models of RA.
Dual actions of PRL could help regulate inflammation in
arthritis (10) and have encouraged the search for clarifying
mechanisms.

The opposite effects of PRL operate at the cellular level.
PRL receptors (PRLRs) are expressed in joint cells, including
endothelial cells (11), immune cells (12), and synovial fibro-
blasts (SFs) (9), where the hormone promotes or inhibits pro-
liferation, survival, and inflammation (1, 9, 12-14). These
contrasting actions may depend on the levels of PRL (15),
PRLRs (9), and PRL interplay with inflammatory mediators
and cytokines (10, 13). High PRL levels appear immunosup-
pressive (15) but are confounded by PRL produced at the in-
flamed joint (16). The PRLR is upregulated in arthritic
joints and SFs treated with a combination of proinflammatory
cytokines (9). Moreover, proinflammatory cytokines stimu-
late the production of matrix metalloproteases that cleave
PRL into the proinflammatory and antiangiogenic PRL frag-
ment, vasoinhibin (13, 17).

IL-1B and TNF-a stand among the proinflammatory cyto-
kines promoting inflammation, cartilage loss, and bone
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destruction in RA (18, 19). Both cytokines are upregulated in
the circulation of patients with RA, and inhibitors of IL-1B
and TNF-a have been approved for the treatment of RA
(20, 21). On the other hand, SFs account for most resident
cells in hyperplastic RA synovium and respond to IL-1B,
TNF-a, and other cytokines, to produce most of the effector
molecules perpetuating RA inflammation and joint destruc-
tion (22). In this study, we sought to investigate whether the
specific interaction of PRL with IL-18 or TNF-a influenced
the inflammatory response of cultured SFs and joints in
vivo. Our results provide evidence that PRL exerts opposite ef-
fects on joint inflammation that are proinflammatory cytokine
specific.

Materials and Methods

Reagents

Ovine PRL was purchased from the National Hormone and
Pituitary Program (Torrance, CA, USA); recombinant human
IL-18 and TNF-a from R&D Systems (Minneapolis, MN,
USA); and BAY 11-7085 from Calbiochem (Merck KGaA,
Darmstadt, Germany).

Animals

Male and female C57BL/6 mice (4-6 weeks old and 8 weeks
old for in vitro studies and in vivo studies, respectively) were
used. The females were monitored by daily vaginal cytology
examination and used at 8:00 to 10:00 AM on diestrus.
Mice were maintained under standard laboratory conditions
(22 °C, 12 hours/12 hours light/dark cycle, and free access
to food and water). They were cared for in accordance
with the US National Research Council’s Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals (Eighth Edition, National
Academy Press, Washington, D.C., USA). The Bioethics
Committee of the Institute of Neurobiology of the National
University of Mexico approved all animal experiments.

Cell Culture

SFs were isolated and cultured following our previously re-
ported method (9). The femur/fibula/tibia joints were washed
with Hank’s balanced salt solution supplemented with genta-
micin (Gibco, Grand Island, NY) and amphotericin B (Gibco).
All muscles and connective tissues were removed, the joint
space opened, and the synovial tissue exposed and incubated
in high glucose DMEM culture medium (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) supplemented with 5% heat-inactivated
fetal bovine serum (FBS, Gibco), 50 U/mL penicillin/50 pg/mL
streptomycin (Invitrogen), 2 mg/mL collagenase type IV
(Difco Laboratories, Detroit, MI, USA), and 0.2 mg/mL de-
oxyribonuclease I (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) under
agitation (300 rpm) for 3 hours at 37 °C. Tissue was vortexed,
filtered through mesh filters (100 pm), and centrifuged
(1500 rpm for 10 minutes). The cellular pellet was resus-
pended in 20% FBS-DMEM supplemented with 100 pg/mL
normocin (Sigma-Aldrich) and cultured at 37 °C and 5%
CO; to confluency. Experiments were performed in passage
3. Unless other conditions indicated, the following standard
procedure was used: SFs were seeded at 10° cells/well in
6-well plates with 1 mL 1% FBS-DMEM for 16 hours and
subsequently incubated in the absence (control) or presence
of IL-18 (1 ng/mL) or TNF-o (10 ng/mL) alone or in

Endocrinology, 2023, Vol. 164, No. 12

combination with PRL (2.3 pg/mL) or BAY 11-7085
(10 pM) for 24 hours.

MTT Metabolic Assay

The 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide (MTT) metabolic assay was performed as previous-
ly described (23). SFs were seeded at 3.5 x 10* cells/well in
96-well plates and treated with different concentrations of
PRL, IL-1B, or TNF-a or with a single concentration of
IL-1B or TNF-0 together with different concentrations
of PRL. Incubations were for 72 hours in 100 pL of 1%
FBS-DMEM. Ten microliters of the MTT stock solution
were then added to each well and incubated for 4 hours at
37 °C. The medium was removed and 100 pL of solubilizing
buffer (10% SDS dissolved in 0.01 N HCI) was added to
each well and incubated overnight. Absorbance was meas-
ured at 570 nm using an ELISA plate reader and final values
were expressed as fold-change over untreated control
samples.

Proliferation Assay

SFs were seeded at 10° cells/well in 96-well plates and incu-
bated with 10 uM of the thymidine analogue S-ethynyl-2'-
deoxyuridine (EdU) (Sigma-Aldrich) in the absence (control)
or presence of PRL (2.3 pg/mL), IL-1B (1 ng/mL), or TNF-a
(10 ng/mL) for 72 hours in 100 pL of 1% FBS-DMEM.
Cells were then fixed with 4% paraformaldehyde for 20 mi-
nutes and permeabilized with 0.5% Triton X-100 for
1 hour. DNA synthesis was quantified by the DNA incorpor-
ation of EdU labeled by the click reaction with fluorescent
Azide Fluor 545 (Sigma-Aldrich) as previously reported
(24). Images were obtained in a fluorescence-inverted micro-
scope (Olympus IX51) and quantified using Image] 1.X soft-
ware (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). The
number of EdU-positive cells was normalized against total
cells stained for DNA with bisBenzimide Hoescht 33342 tri-
hydroxychloride (Sigma-Aldrich).

Apoptosis ELISA

Apoptosis was evaluated using the cell death detection ELISA
kit (Catalog # 11544675001, RRID: AB_3068343 Roche,
Basel, Switzerland). SFs were seeded at $x10° cells on
24-well plates in the absence (control) or presence of PRL
(2.3 ug/mL), IL-1B (1 ng/mL), or TNF-a (10 ng/mL) for
24 hours in 100 pL of 1% FBS-DMEM. Cells were trypsi-
nized, centrifuged for 5 minutes at 1500 rpm, resuspended
with 250 pL of incubation buffer to 1 x10° cells, incubated
at room temperature (RT) for 30 minutes and then subjected
to centrifugation at 20 000g for 10 minutes. The supernatant
was collected and diluted in a 1:5 ratio with incubation buffer.
The assay was conducted following the manufacturer’s in-
structions. Absorbance of histone associated DNA fragments
was measured at 405 nm using an ELISA plate reader.

Quantitative Real-time-PCR

The procedure previously reported was used (9). Briefly, total
RNA was isolated using TRIzol reagent (Invitrogen), reverse
transcribed with the High-Capacity c¢cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA), and diluted (10 ng/uL) in RNase-free water. PCR prod-
ucts were obtained and quantified using Maxima SYBR Green
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qPCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) in a final reaction volume of 10 pL containing 5 pL
cDNA template and 0.5 uM of forward and reverse primers
for the mouse genes: Hprt (forward 5-TTGCTGACCTGCT
GGATTAC-3’ and reverse 5'-GTTGAGAGATCATCTCCA
CC-3'), Prlr (forward 5'-ACACGCGCAGATCTCCTTACC
A- 3’ and reverse 5'-CCCCTTCTTGCACAGCCACTT-3');
111D, (forward 5'-GTTGATTCAAGGGGACATTA-3' and re-
verse 5'-AGCTTCAATGAAAGACCTCA-3'), Inos (forward
5’-CAGCTGGGCTGTACAAACCTT-3’ and reverse 5'-CA
TTGGAAGTGAAGCGTTTCG-3'), I1l6 (forward 5'-GAGG
ATACCACTCCCAACAGACC-3’ and reverse 5'-AAGTGC
ATCATCGTTGTTCATACA-3'), Il171 (forward 5'- AAAT
AAAATGCACGGCGACA-3’ and reverse 5'- TAACACAA
GCCAGGGTCATT-3'), Tnfsfrl (forward 5’- TGTCGGAA
AGAAATGTCCCA-3’ and reverse 5'- TCTCAGAAAGAAC
CCTGCAT-3’), and Tnfsfr2 (forward 5'-AGATGTGCTGT
GCTAAGTGT-3’ and reverse 5'-ACACTCGGTTCTGCTG
TTTA-3’). Sample amplification included a 10-minute de-
naturalization step at 95 °C, followed by 35 amplification
cycles (10 seconds at 95 °C, 30 seconds at the primer pair-
specific annealing temperature, and 30 seconds at 72 °C).
The 2-AACT method was used to calculate the mRNA expres-
sion levels and cycle thresholds were normalized to the
housekeeping gene hypoxanthine-guanine phosphoribosyl-
transferase (bprt).

IL-6 ELISA

Conditioned media were stored at —80 °C until assayed for
IL-6 secreted levels using the Mouse IL-6 DuoSet ELISA kit
(Catalog # DY406-05, RRID: AB_3068344, R&D Systems)
according to manufacturer instructions.

Nuclear F-xB Nuclear Translocation

We used the previously reported procedure (25). Briefly, SFs
were seeded at 5 x 10* cells on glass coverslips and incubated
in 24-well plates in the absence (control) or presence of PRL
(2.3 pg/mL) or BAY 11-7085 (10 pM) for 30 minutes before
adding IL-1B (1 ng/mL) or TNF-a (10 ng/mL) for 15 minutes.
Cells were then fixed in 4% paraformaldehyde for 20 minutes,
washed, and incubated with 1% BSA and 5% normal goat se-
rum (Gibco) in 0.05% Triton X-100-PBS for 1 hour at RT,
followed by overnight incubation at 4 °C with anti-p65
NF-xB subunit (1:1000, Catalog # Sc-109, RRID:
AB_632039, Santa Cruz Biotechnology, CA, USA). Cells
were then stained with Alexa Fluor 488 secondary antibodies
(1:500, Catalog # Ab150077, RRID: AB_2630356, Abcam,
Cambridge, UK) for 2 hours at RT, mounted with DAPI con-
taining Vectashield (Vector laboratories, CA, USA), and
sealed. Images were visualized under fluorescence microscopy
and quantified with the Image] 1.X software. The number of
positive cells for nuclear p65 was normalized against total
cells stained with DAPL

Western Blot

Western blot evaluated the levels of the PRLR in SFs incubated
with different treatments under the standard procedure car-
ried out as previously reported (9). For the Western blot evalu-
ation of inhibitors of «B (IkBs), SFs were incubated in the
absence (control) or presence of PRL (2.3 pg/mL) for 30 mi-
nutes before adding IL-1B (1 ng/mL) or TNF-a (10 ng/mL)

for 15 minutes. In all cases, SFs were homogenized in lysis buf-
fer (50 mM Tris Base, 150 mM NaCl, 0.5% Igepal, 0.1%
SDS, pH 7.5) with 1/100 (v/v) of a protease inhibitor cocktail
(P8340, Sigma-Aldrich). Fifty micrograms of total protein was
subjected to reducing SDS/PAGE (12%), blotted, and probed
overnight with anti-PRLR (1:500, Catalog # Sc-377098,
RRID: AB_ 2940846, Santa Cruz Biotechnology), anti-IkB-a
(1:500, Catalog # Sc-847, RRID: AB_2151439, Santa Cruz
Biotechnology), anti-IxB-B (1:500, Catalog # Sc-945, RRID:
AB_631696, Santa Cruz Biotechnology), or anti-B-Tubulin
(1:1000, Catalog # Ab6046, RRID: AB_2210370, Abcam).
Detection was performed using alkaline phosphatase or horse-
radish peroxidase conjugated secondary antibodies (1:5000,
from Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc., West
Grove, PA, USA). Image] software evaluated optical density
values.

Intra-articular Injection of Cytokines

We used the previously reported procedure (8) with some
modifications. Mice were injected into the articular space of
knee joints with IL-1B (80 ng) or TNF-o (300 ng) alone or to-
gether with PRL (2 pg) in a final volume of 10 pL. Saline solu-
tion (10 pL) was used as vehicle in controls. Mice were
euthanized by carbon dioxide inhalation 24 hours after injec-
tion and knee joints processed to evaluate the quantitative
real-time-PCR expression of inflammatory mediators or histo-
logical inflammatory changes.

Histology and Evaluation of Inflammatory Infiltrates

We used the previously reported procedure (9). Knee joints
were fixed for 48 hours in 10% formaldehyde in PBS (pH
7.4), decalcified in 14% EDTA in PBS for 21 days, dehy-
drated, and embedded in paraffin. Seven-micrometer-thick
medial joint sections were stained with Harris’s hematoxylin
and eosin solution to evaluate anatomical changes and im-
mune cell infiltration. The images were captured using
Image-Pro Plus v 5.1.1 (Media Cybernetics Inc.) at magnifica-
tion of X400 and x600 to identify and quantify mononuclear
and polymorphonuclear cells.

Statistical Analysis

GraphPad Prism 8.0.1 software (GraphPad Software, La
Jolla, CA) was used. Differences between 2 groups were deter-
mined by Student #-test, whereas ANOVA with Tukey post
hoc or Fisher least significant difference correction evaluated
differences between multiple groups. Data are expressed as
mean + SEM with the overall significant threshold set at
P <.05.

Results

PRL Inhibits or Stimulates the Increase in Metabolic
Activity Induced by IL-1B or TNF-a in Male SFs,
Respectively

IL-1p and TNF-a, but not PRL, increased the metabolic activ-
ity of SFs as determined by the MTT assay (Fig. 1A-C). To
study the interaction of PRL with the 2 pro-inflammatory cy-
tokines, SFs were incubated with the minimum effective con-
centration of IL-1B (1 ng/mL) or the only effective dose of
TNF-a (10 ng/mL) in the absence or presence of different concen-
trations of PRL. The highest PRL concentration (2.3 pg/mL)
inhibited IL-1B-induced increase in metabolic activity

€202 J9qWaAON 80 UO Jasn wod ooyeA@weun-oosqgaysapdiays Aq L17/92£/2/9G Lpebasz /9L /a101e/opua/wod-dno-olwapede//:sdijy woly papeojumoq



A B
250~ 250~
& 2004 L 2004
> >
£ 150 £ 150-
< 5 8 <
®) ®)
‘s 100 S 100-
e} QO
3 S
[ . () .
2 50 2 5
0" ¢ 023.23 2.3 46 0
PRL (ug/mL)
D E
250~ 250
9 — 3
S 2004 . f & 200-
2 — 2
= =
£ 150 £ 150
< . <
(] (o) 2 (&)
= 1001 2 = 100~
8 °f[ef |o 8
3 8
Q A [} -
2 50 2 50
0- i
C - .023.23 2.3 PRL (ug/mL)
IL-1B

Endocrinology, 2023, Vol. 164, No. 12

*% C
sk 250
| *%
*%k 1
—a T ® 200{ °

150 @ o

100

Metabolic Activity (%)
w7
(o]

1 2 5 10 cC 1 5 10 15
A
IL-1B (ng/mL) TNF-a (ng/mL)
*%
r

o1 ©

= 023 .23 2.3 PRL (ug/mL)
TNF -0

Figure 1. PRL inhibits or stimulates the increase in metabolic activity induced by IL-1B or TNF-o. in male synovial fibroblasts (SFs), respectively.

Metabolic activity of SFs cultured in the absence (control [C]) or presence of different concentrations of PRL (A), IL-18

(B), TNF-a.(C), IL-1B (1 ng/mL) plus

different concentrations of PRL (D), and TNF-a (10 ng/mL) plus different concentrations of PRL (E). Metabolic activity was determined by the MTT
assay. Individual values are shown with open circles. Values were normalized to C and are means + SEM (n=8-12). *P<0.05, **P<0.01,

****P<0.0001 (1-way ANOVA, Tukey).

(Fig. 1D) but potentiated the increase in metabolic activity in
response to TNF-a (Fig. 1E). Accordingly, PRL exerted posi-
tive and negative effects on the metabolic activity of SFs that
depended on the type of proinflammatory cytokine. Dual ac-
tions were further characterized in subsequent experiments
using the same treatment concentrations.

Dual Effects of PRL do not Associate With Changes
in the Survival or Proliferation of Male SFs

Because metabolic activity may reflect changes in cell survival
and proliferation, the number and DNA synthesis of SFs were
quantified using DNA staining (Hoechst) and Edu—-DNA in-
corporation (click reaction), respectively (Fig. 2A). There
was no difference in the number of SFs after treatment with
IL-1B or TNF-a with or without PRL (Fig. 2A-C). However,
the proliferation of SF was reduced 4-fold after treatment
with IL-1B (Fig. 2A and 2D), an unexpected finding given
that SFs display a proliferative phenotype under inflammatory
conditions (22). Nonetheless, neither TNF-o nor PRL modi-
fied the proliferation of SFs (Fig. 2A and 2E). The survival
of SFs was directly analyzed using a cell death detection
ELISA that evaluates histone-associated DNA fragments pre-
sent in the cytoplasm of cells undergoing apoptosis. PRL,
IL-1B, or TNFa reduced the apoptosis of SFs, but PRL did
not modify the level of apoptosis induced by either IL-1f or
TNFa (Fig. 2F and 2G). We conclude that the increase in
metabolic activity of SFs after IL-1f and TNF-a was not due

to the upregulation of proliferation and survival and, thereby,
that dual actions of PRL operate at a different cellular level.

PRL Inhibits or Stimulates the Male SF Expression of
pro-inflammatory Mediators in Response to IL-1p or
TNF-a, Respectively

We next investigated whether increased metabolic activity was
associated with changes in the inflammatory response of SFs.
As previously reported (19, 26-28), IL-1B and TNF-a stimu-
lated the inflammatory response of SFs as revealed by the upre-
gulation of genes encoding IL-1p (I/1b), inducible nitric oxide
synthase (Inos), and interleukin 6 (1/6) (Fig. 3A and 3C). PRL
inhibited the mRNA expression of the 3 pro-inflammatory me-
diators induced by IL-1B (Fig. 3A) but potentiated it in response
to TNF-a (Fig. 3C). Dual effects of PRL were confirmed by
quantifying the secreted levels of IL-6. PRL reduced and in-
creased the IL-6 levels in the conditioned medium of SF co-
incubated with IL-18 and TNF-o, respectively (Fig. 3B and
3D). These findings show that PRL exerts dual actions on the
inflammatory response of SF that are cytokine-specific and
prompted the search for responsible mechanisms.

IL-1B Increased and TNF-a Decreased the Expression
of the | PRL Receptor in Male SF

IL-1B and TNF-a regulated in an opposite manner the expres-
sion level of the long form of the PRL receptor (;PRLR), the
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Figure 2. Dual effects of PRL do not associate with changes in the survival or proliferation of male synovial fibroblasts (SFs). (A). Representative
micrographs showing SFs stained for total (Hoescht) or newly synthesized (EdU) DNA and the merge of both labels (merge). Calibration bar =200 ym.
Graphs show the number of cells per field and the percentage of proliferating SFs incubated or not with IL-1B (1 ng/mL) (B and D) or TNF-a (10 ng/mL) (C
and E) in the absence or presence of PRL (2.3 pg/mL) for 72 hours. Apoptosis was measured by the absorbance (405 nm) of DNA fragments in SFs
incubated or not with IL-1B (1 ng/mL) (F) or TNF-a. (10 ng/mL) (G) in the absence or presence of PRL (2.3 pg/mL) for 24 hours. Individual values are shown
with open circles. Values are means + SEM, (n=28-9). n.s.: nonsignificant, **P < 0.01, ****P < 0.0001 (1-way ANOVA, Tukey).

major isoform signaling PRL actions (29, 30). IL-1f increased
the mRNA (Fig. 4A) and protein (Fig. 4C and 4D) levels of
the { PRLR in SFs, whereas both levels were reduced by TNF-o,
(Fig. 4B, C, and E). We also evaluated whether PRL modified
the mRNA expression of genes encoding the IL-1f receptor
(II1br) and the TNF-a receptors 1 and 2 (Tnfrl and Tnfr2).
As described in different in vitro models (31, 32), IL-1B in-
creased the expression of Il1br, Tnfrl, and Tnfr2, and TNF-o
stimulated the expression of Il1br and Tnfr2 (Supplementary
Fig. S1A and S1B) (60). However, PRL did not modify the
mRNA expression of these receptors in the absence or presence
of either cytokine (Supplementary Fig. S1A and S1B) (60). These
findings suggest that the level of PRLR, but not of IL-1p and
TNF-o receptors, influences dual actions of PRL on SFs.

PRL Inhibits or Stimulates the Activation of NF-xB
Induced by IL-1p or TNF-a, Respectively

Because IL-1B and TNF-a activate NF-xB in SFs (33) and PRL
counteracts NF-xB activation in degenerative processes (34),
we asked whether the mechanism by which PRL exerts dual ef-
fects on SFs involved NF-«B. First, we confirmed that both IL-1B

and TNF-a signal through NF-xB to promote the inflammatory
response of SF (33). Treatment with IL-1B and TNF-o induced
the nuclear translocation of the p65 subunit of NF-«B as revealed
by fluorescence immunocytochemistry and the stimulatory effect
of the 2 cytokines on both, nuclear translocation, and overex-
pression of 1l1b, Inos, and 116, were prevented by the NF-xB in-
hibitor, BAY 11-7085 (Supplementary Fig. S2) (60). Next, we
showed that PRL reduces (Fig. SA and 5B) and promotes
(Fig. SA and 5C) the nuclear translocation of NF-«B in response
to IL-1B and TNF-a, respectively. Consistently, PRL reduced
(Fig. 5D and 5E) and potentiated (Fig. SF and 5G) the degrad-
ation by IL-1B and TNF-q, respectively, of the isoforms o and
B of IkB, a family of proteins responsible of sequestering
NEF-«B in the cytoplasm of unstimulated cells. These findings in-
dicate that PRL inhibits and stimulates NF-kB activation in re-
sponse to IL-1B and TNF-a, respectively, and thereby that
NF-«B mediates dual inflammatory actions of PRL on SF.

PRL Decreases the pro-inflammatory Effect of IL-1B
but not that of TNF-o in Joints From Male Mice

To assess whether the dual effects of PRL against the 2 cyto-
kines occurred in vivo, knee joints of male mice were injected
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Figure 3. PRL inhibits or stimulates the male synovial fibroblast (SF) expression of pro-inflammatory mediators in response to IL-1p- or TNF-a,
respectively. RT-quantitative PCR quantification of genes encoding IL-1pB (//7b), iNOS (/nos), and IL-6 (//6) and IL-6 levels in SFs incubated or not with
IL-1B (1 ng/mL) (A, B) or TNF-a (10 ng/mL) (C, D) in the absence or presence of PRL (2.3 ng/mL). mRNA levels were normalized to the constitutive gene
(Hprt) and expressed relative to the untreated control (C). ELISA quantified the IL-6 protein in SF-conditioned media. Individual values are shown with
open circles. Values are means + SEM (n =3-12). ns: nonsignificant, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.0001 (1-way ANOVA, Tukey).
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Figure 4. IL-1p increases and TNF-a decreases the expression of the | PRL receptor in male synovial fibroblasts (SFs). RT-quantitative PCR
quantification of the gene encoding the | PRLR (. Prin in SFs incubated or not with IL-1B (1 ng/mL) (A) or TNF-a (10 ng/mL) (B). mRNA expression was
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with vehicle (saline solution), IL-1B, or TNF-a with or without
PRL. After 24 hours, joints were processed to measure the
mRNA levels of the [PRLR, inflammatory mediators
(Fig. 6), and the histological changes evaluated by hematoxy-
lin and eosin staining (Figs. 7 and 8). Vehicle injection showed
no evidence of inflammation and no significant changes in
PRL-treated joints compared with vehicle-treated joints
(Figs. 6-8). Treatment with IL-1B or TNF-a did not modify
the expression of the { PRLR (Fig. 6A and 6C) but did increase
the expression of Il1b, Inos, and 116 (Fig. 6B and 6D). PRL in-
hibited IL-1B-induced expression of I/1b and Inos but not that
of Il6 (Fig. 6B). By contrast, PRL did not modify the
TNF-o-induced expression of the 3 inflammatory mediators
in joints (Fig. 6D).

Histological sections of joints injected with IL-1B or TNF-a
showed a mild level of synovial hyperplasia (Fig. 7) with no
apparent evidence of joint damage (Fig. 8A). Synovial hyper-
plasia was evaluated by counting the number of cell layers and
thickness (in microns) comprising the intimal lining of the syn-
ovial membrane. A normal synovial membrane consisting of a
distinct intimal lining of 1 to 2 cells was observed in joints in-
jected with vehicle or PRL. The intra-articular injection of
IL-1B or TNF-a increased intimal lining to 4 to 6 layers,
whereas cotreatment with PRL prevented IL-1B-induced in-
crease in intimal hyperplasia (number of cell layers and thick-
ness) but not that in response to TNF-a (Fig. 7).

The intra-articular injection of IL-1B or TNF-a associated
with increased synovial infiltration of mononuclear and
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Figure 5. PRL inhibits or stimulates the activation of NF-xB induced by IL-1B or TNF-a, respectively. (A) Immunofluorescence detection of NF-xB (p65) in
synovial fibroblasts (SFs) cultured in the absence (control [C]) or presence of IL-1B (1 ng/mL) or TNF-a (10 ng/mL) with or without PRL (2.3 pg/mL).

Quantification of nuclei positive for NF-kB in SFs treated with IL-1B (B) or TNF-a (C) relative to C. Calibration bar =20 um. Representative Western blot
showing IkBa and IkBp proteins in SFs incubated or not (control [C]) with IL-1B (1 ng/mL) (D) or TNF-a (10 ng/mL) (F) in the absence or presence of PRL
(2.3 pg/mL). Densitometric quantification of IkBa and kBB normalized to p-tubulin after treatment with IL-1B (E) or TNF-a (G) and expressed relative to
C. Individual values are shown with open circles. Values are means + SEM (n=3-9). n.s.: nonsignificant, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001,

*¥***¥P<0.0001 (1-way ANOVA, Tukey).

polymorphonuclear cells (Fig. 8). Cotreatment with PRL ef-
fectively prevented IL-1B-induced increase in mononuclear
and polymorphonuclear infiltration (Fig. 8 A-C). For mice in-
jected with TNF-a and PRL, infiltration of mononuclear cells
was like that with TNF-o alone (Fig. 8A, B, and D). However,
the TNF-a-induced increase in polymorphonuclear cell infil-
tration was significantly elevated by PRL (Fig. 8D).

PRL Differential Interaction With IL-1p and TNF-a
Also Occurs in the Female

Given the female preponderance of RA, we tested whether the
dual actions of PRL on the inflammatory effects of the 2 cyto-
kines operated also in females. The in vitro and in vivo results
obtained in females at diestrus (Fig. 9) were essentially like
those observed in males. IL-1p increased and TNF-a decreased
the mRNA expression of the [ PRLR in SFs from females in
culture (Fig. 9A and 9C). Likewise, PRL reduced
IL-1B-induced expression of Inos and Il6, but not that of
Il1b (Fig. 9B), and stimulated TNFa-induced expression of

all 3 inflammatory mediators (Ilb, Inos, and Il6) (Fig. 9D).
In the in vivo condition, and like males, IL-1B or TNF-a in-
jected into the knee joint of females did not modify the expres-
sion levels of the {PRLR (Fig. 9E and 9G); IL-1pB increased
the expression of Ilb, Inos, and Il6, and PRL inhibited
IL-1B-induced expression of Il1b and Il6 but not that of
Inos (Fig. 9F). However, in contrast to males, TNF-o injected
into the knee joint of females did not increase the expression of
proinflammatory mediators and cotreatment of TNF-0 and
PRL showed no effect (Fig. 9G). These findings provide evi-
dence that PRL also acts on female joints to exert positive
and negative actions on the inflammatory response of joint
tissues.

Discussion

The relationship between RA and PRL has long been ad-
dressed based on the increased prevalence of the disease in
women (35), the immunoenhancing properties of PRL (12),
and the expression of PRL and the PRLR in synovial tissue
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Figure 6. PRL prevents expression of pro-inflammatory mediators induced by IL-1B, but not by TNF-a.in male joints. RT-quantitative PCR quantification
of genes encoding the | PRLR (. Prin, IL-1B (//7b), INOS (/nos), and IL-6 (//6) mRNA levels in joints injected with vehicle (C, saline solution), IL-1p (80 ng/
joint) (A, B), or TNF-a (300 ng/joint) (C, D) with or without PRL (2 pg). Animals were euthanized 24 hours following administration. mRNA values were
normalized to the constitutive gene (Hprt) and expressed relative to vehicle-injected joints. Individual values are shown with open circles. Values are
means + SEM (n=8-13). n.s.: nonsignificant, *<0.05, **P<0.01, ****P<0.0001 (1-way ANOVA, Fisher least significant difference test).

of patients with RA (16). However, PRL has both stimulatory
and inhibitory effects on the immune system (1, 36), and ex-
posure to physiological hyperprolactinemia (breastfeeding
and stress) (3-5), pharmacological hyperprolactinemia (1),
or pharmacological hypoprolactinemia (1) associate both to
high and a low risks of RA. Moreover, conflicting associations
have been observed between circulating PRL levels and dis-
ease severity in patients with RA (2, 37), and both positive
(8, 9) and negative (7) PRL outcomes occur in experimental
models of RA. The reasons behind these contradictory obser-
vations are unclear but point toward complex interactions at
the inflammatory milieu (10). Here, we show that PRL has
positive or negative effects on cultured SFs and joints in
both males and females that depend on its interaction with
specific proinflammatory cytokines, the level of the PRLR,
and the activation of the NF-«B signaling pathway.

SFs comprise two-thirds of resident synoviocytes and are
primary effectors of pannus growth, inflammation, and joint
destruction in RA (38). Activated SFs acquire an invasive
hyperplastic phenotype and produce a wide range of
pro-inflammatory mediators, adhesion molecules, matrix
metalloproteinases, and chemokines that drive tissue destruc-
tion and perpetuate inflammation through autocrine re-
sponses, neighboring cells paracrine networks, and by
recruiting other cells to the synovium (39). Activation of SFs
in patients with RA is partly stimulated by local proinflamma-
tory cytokines such as IL-1B and TNF-a (39).

Here, we show that both IL-1p and TNF-o increased the
metabolic activity of mouse SFs in culture and that this action
does not result in increased cell proliferation or survival but
rather in the enhanced production of pro-inflammatory medi-
ators. In fact, IL-1p inhibited the proliferation of SF by 4-fold,
whereas TNF-o was inactive. Our observations are consistent

with reports showing that IL-1p and TNF-a do not support
the growth of cultured SFs from arthritic and normal joints
(40), that both cytokines promote the in vitro expression of
proinflammatory mediators in SFs (41, 42), and that IL-1p in-
hibits the proliferation but promotes the secretory activity of
human dental pulp fibroblasts (43). Accordingly, the produc-
tion of proinflammatory mediators is a primary in vitro re-
sponse of SF to IL-1B and TNF-a that could be used as a
model for evaluating inflammatory outcomes of PRL.

SFs are cellular targets of PRL. Rodent (9) and human (16)
SFs express the { PRLR, which is the primary receptor isoform
signaling PRL actions (29, 30). The { PRLR is overexpressed in
arthritic joints (9, 16) and in cultured SF treated with IL-1B,
TNF-a, and interferon y (9). The PRLR is upregulated in SFs
from patients with RA with severe inflammation and associ-
ates with PRL-induced expression of IL-6 (16), a key patho-
genic cytokine majorly produced by SFs in RA (44, 45).
However, PRLR-null mice subjected to antigen-induced arth-
ritis exhibit increased joint swelling and expression of
pro-inflammatory genes (9), and PRL reduces the expression
of the same pro-inflammatory mediators in the joint of rats
with antigen-induced arthritis (8). Furthermore, exposure of
cultured mouse SFs to PRL inhibits the upregulation of /156
and 16 in response to IL-1B, TNF-a, and interferon-y (9).
Here, we confirm and clarify conflicting observations by
showing that PRL exerts positive or negative effects on the in-
flammatory response of SFs that are dependent on its interplay
with specific proinflammatory cytokines.

PRL inhibited the increase in metabolic activity, the mRNA
expression of I11b, Inos, and 116, and the secreted levels of IL-6
in SFs exposed only to IL-1pB. By contrast, PRL potentiated the
expression of the same proinflammatory mediators in SFs ex-
clusively exposed to TNF-a. That opposing actions occurred
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Figure 7. PRL prevents synovial hyperplasia in response to IL-1B, but not to TNF-a.in male joints. Representative micrographs of synovial intimal layers
from mice injected into the joint with vehicle (saline solution), IL-1p (80 ng/joint) or TNF-a (300 ng/joint) with or without PRL (2 pg). A. Joint sections
stained with hematoxylin and eosin. Intimal layer (arrowhead). C, cartilage; SM, synovial membrane. Calibration bar = 50 um. Number of cell layers and
thickness (um) in intimal lining of synovial membrane evaluated synovial hyperplasia (B and C). Individual values are shown with open circles. Values are
means + SEM (n=3). n.s., nonsignificant, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 (1-way ANOVA, Tukey).

on male and female SFs against a specific proinflammatory
cytokine supports the decisive influence of the inflammatory
milieu on the outcome of PRL action. The responsible mech-
anisms are unknown but could involve an opposite regulation
of the levels of the { PRLR by the 2 cytokines and/or dichotom-
ous actions of PRL on the expression of the receptors IL1R1,
TNFR1, and TNFR2 mediating the proinflammatory effects
of the cytokines (46, 47). In agreement with the first possibil-
ity, IL-1B and TNF-0 modified the expression of the | PRLR in
an opposite manner. IL-1B increased, whereas TNF-a de-
creased the | PRLR mRNA and protein levels in SFs. By con-
trast, PRL showed no effect on the expression of IL-1f and
TNF-a receptors. Although the ; PRLR is considered the major
isoform signaling all PRL actions, the possibility of a dual
regulation of short PRLR isoforms warrants investigation be-
cause there is evidence that short PRL receptors may silence
the effect of the long form and mediate some PRL actions
(30). To evaluate whether a differential regulation of the
LPRLR is associated with changes in the signaling machinery
activated by IL-1B and TNF-a, we determined the effect of
PRL on the NF-kB pathway in SFs exposed to either cytokine.

The NF-«B pathway is a major regulator of pro-inflammatory
cytokine production by IL-1B and TNF-0. (33, 41), and blockage

of NF-kB has been claimed to be beneficial for the treatment of
RA (48). Signaling through the NF-kB pathway requires the
phosphorylation/degradation of inhibitor proteins of the IxB
family, leading to the migration of NF-kB to the nucleus to ini-
tiate gene transcription. We confirmed these observations by
showing that an inhibitor of IxB phosphorylation (BAY
11-7085) prevented the nuclear translocation of NF-xB and re-
duced the production of pro-inflammatory mediators in re-
sponse to both IL-1B and TNF-a. Notably, PRL inhibited or
stimulated the nuclear translocation of NF-kB as result of the
degradation of IxkBa and IxBp in response to IL-1B and TNF-a,
respectively. These findings confirmed the differential regulation
by PRL of the inflammatory response of SFs to IL-1B and TNF-a,
and indicated NF-kB signaling as a contributing mechanism.
Different studies support opposite effects on NF-kB mediat-
ing dual actions of PRL on inflammatory processes. PRL
retards the progression of inflammation-mediated interverte-
bral disk degeneration by inhibiting the activation of NF-xB
(34), and PRL elicits an inflammatory response in fish via
the crosstalk between the NF-xB and JAK/STAT signaling
pathways (49). Moreover, the activation of NF-xB by IL-18
in SFs associates with the upregulation of STAT1 (41) and
the downregulation of STAT3 (50), and PRL signals through
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Figure 8. PRL prevents immune cell infiltration in response to IL-16, but not to TNF-a. (A) Representative histological sections of knee joints from mice
injected into the joint with vehicle (saline solution), IL-1p (80 ng/joint), or TNF-a (300 ng/joint) with or without PRL (2 ug). Joint sections were stained
with hematoxylin and eosin. Broken line circles highlight areas with immune cell infiltration. Calibration bar = 600 um. (B) Representative micrographs of
areas with infiltration of mononuclear cells (arrow) and polymorphonuclear cells (PMN, arrowheads). Calibration bar =100 um. (C) Infiltrated immune
cell number per synovial area from mice injected into the joint with vehicle or IL-1p (80 ng/joint) with or without PRL. (D) Infiltrated immune cell number
per synovial area from mice injected into the joint with vehicle or TNF-a (300 ng/joint) with or without PRL. Individual values are shown with open circles.
Values are means + SEM (n = 3). n.s., nonsignificant, ***P < 0.001, ****P< 0.0001 (1-way ANOVA, Tukey). C, cartilage; II, inflammatory infiltrates; JC,
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scheme was created with Biorender.com.

JAK2/STAT3 to protect against chondrocyte apoptosis in
arthritis (8). It remains to be determined whether and how
the crosstalk between NF-xB and JAK/STAT-signaling path-
ways contributes to the dual actions of PRL on SFs.

Consistent with the inflammatory role of IL-1p and TNF-a,
their individual injection into healthy murine knee joints stim-
ulates local inflammation (51). This model allowed us to in-
vestigate whether dual actions of PRL on joint inflammation
occur in vivo because individual cytokines could be tested iso-
lated from the many inflammatory mediators operating in
arthritis. By contrast to the action on SFs in culture, the injec-
tion of IL-1B or TNF-a into the knee joint of mice failed to al-
ter the mRNA levels of the [PRLR in either sex. This
difference may be explained by the contribution of other cell
types and key regulators absent in the in vitro condition. In
agreement, the inflammatory regulation of PRL receptors is
tissue specific (52) and a combination of proinflammatory cy-
tokines (IL-1B, TNF-a, and interferon-y) upregulate PRL re-
ceptors in pulmonary fibroblasts in culture (53) but
downregulates lung PRL receptors in lipopolysaccharide-
treated mice (52).

By evaluating the expression of pro-inflammatory genes and
histological changes in joints, we were able to show that IL-1B
and TNF-a launched an inflammation after 24 hours of post-
articular injection that was sex-related. IL-1p and TNF-a pro-
duced an inflammatory response in males, whereas only IL-1B
elicited joint inflammation in females. The lack of effect of
TNF-o in the female is consistent with reports of increased sus-
ceptibility of male mice to immune challenge (54), including
inflammatory arthritis (55). Nonetheless, consistent with
our in vitro data, the effect of PRL differed between the 2 cy-
tokines in males and females. PRL reduced the IL-1pB-induced
expression of I/1b and Inos in males and of Inos and 116 in fe-
males, failed to modify pro-inflammatory gene expression in

response to TNF-a in males, and was unable to modify the
lack of proinflammatory action of TNF-a in females.
Finally, the 2 cytokines resulted in mild synovial hyperplasia
and immune cell infiltration in male joints and PRL prevented
the inflammatory histological changes elicited by IL-1B but
was either inactive or increased the inflammatory response
to TNF-o. It is remarkable that despite the complexity of the
in vivo system, dual inflammatory actions of PRL manifested
against the 2 cytokines in males and females.

The anti-inflammatory effect of PRL against IL-1B and its
lack of pro-inflammatory action against TNF-a observed in
vivo are consistent with the net beneficial role of PRL observed
in rodent models of RA (8, 9). However, the in vivo stimula-
tion by PRL of TNF-a-induced polymorphonuclear infiltra-
tion is also consistent with reports showing that PRL
stimulates extravasation of leukocytes under inflammatory
conditions (56-58) and promotes the adhesion of immune
cells to vascular endothelium (59). The challenge is under-
standing the relative contribution of IL-1f, TNF-a, or other
cytokines to inflammatory reactions and when and how
PRL mechanistically interacts with each of them to influence
the inflammatory response.

In summary, our study points to IL-1f and TNF-a as major
cytokines influencing the outcome of PRL action in joint in-
flammation (Fig. 10). IL-1p upregulates the { PRLR in SFs in
association with the blockage by PRL of NF-«xB signaling
and expression of pro-inflammatory mediators. In contrast,
TNF-a downregulates the expression of the  PRLR in SFs in
association with PRL overactivation of NF-kB signaling and
increased production of pro-inflammatory factors. Because
upregulation of the PRLR results in an anti-inflammatory ac-
tion, we propose that PRL signals to inhibit inflammation in
joint tissues. A proposal consistent with arthritis being more
severe in mice null for the PRLR (9). Furthermore, the fact
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that the pro-inflammatory effect of PRL associated with the
downregulation of the PRLR implies mechanisms activated
by TNF-0 and indirectly promoted by PRL. One such mechan-
ism could involve the proteolytic cleavage of PRL to vasoinhi-
bin, a PRL fragment that stimulates the inflammatory
phenotype of SF via NF-xB signaling (13). In agreement,
proinflammatory cytokines, including TNF-o, upregulate ma-
trix metalloproteases in the arthritic joint that cleave PRL to
vasoinhibin and result in higher levels of vasoinhibin in the cir-
culation (13).

Similarities between males and females emphasize the sig-
nificance of dual effects of PRL on joint inflammation that
likely extend to other cells, inflammatory mediators (vasoinhi-
bin), and signaling pathways. However, dissimilarities be-
tween the in vitro and in vivo condition highlight the
complexity of the regulation exerted upon the PRL receptor
and the action of key regulators (TNF-0). Further research is
needed to substantiate the findings in males and in females
across the estrus cycle and reproductive states with the final
goal of gaining insights into the pathophysiology of RA and
the development of new treatments.
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