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Resumen

La ontogenia del linfocito B se inicia en medula 6sea, donde las células precursoras
pasan por distintos estadios de m aduracién hasta linfocito B inmaduro, en este
estadio se elimina la mayor parte de clonas autorreactivas por mecanismos de
tolerancia central. Se sabe que el receptor de PRL se expresa en todos los estadios
de maduracion del linfocito B, y que el incremento de los niveles séricos de PRL se
asocia con una disminucion en el numero de linfocitos B inmaduros de médula 6sea
yun aum ento en | infocitos B t ransitorios en r atones qu e des arrollan lupus
eritematoso sistémico (LES), sugiriendo que la PRL podria estar participando en el
punto de ¢ ontrol donde s e e liminan las clonas autorreactivas. LES es una

enfermedad aut oinmune que af ecta p redominantemente a m ujereseneda d
reproductiva, lo qu e s er elaciona c on la a ctividad de las hormonas como | a
prolactina. La unién de | a PRL a su receptor induce la dimerizacion del mismo,
activando las vias de sefalizacion JAK-STAT, MAPK 'y PI3K-AKT. En el raton se
han descrito cuatro isoforma del receptor de PRL. El objetivo de este trabajo fue
evaluar el efecto de la prolactina en la tolerancia del linfocito B en médula 6sea, asi
como determinar qué isoforma e xpresa y cdmo sefaliza a través del receptor de

prolactina en estas células.

Para ellos e em plearon linfocitos B i nmaduros ( linea celular WEHI-231 y
provenientes de r aton MRL/Ipr) en |l os que s e determind | a ex presion de | as
isoformas larga y corta del receptor de P RL mediante PCR tiempo real. Estas
células fueron incubadas una hora con PRL y posteriormente se entrecruzé el BCR
con un ant icuerpo anti-IgM F(ab).. La viabilidad y la apoptosis de las células se
determinaron mediante citometria de fujo. También se evalud la expresion de genes
de apoptosis mediante PCR Array. Ademas, se determind |a fosforilacién de las
moléculas STAT-1, STAT-3, STAT-5, AKT y ERK mediante citometria de flujo, y
finalmente se realizaron ensayos de ChIP para determinar la unién de STAT-3 a los
sitios pr omotores de | os ge nes ant i-apoptéticos. Todos los ens ayos des critos
también fueron realizados usando un inhibidor del receptor de PRL (G129R).



Los r esultados o btenidos m uestran que | os | infocitos B inmaduros expresaron
unicamente la isoforma | arga d el r eceptor de P RL. C uando es tas c élulas s on
incubadas con PRL y des pués s e entrecruza el BCR, aumento | a s obrevida y
disminuyo la apoptosis. Ademas, la PRL incrementd |a expresion de ge nes anti-
apoptaticos pr incipalmente de laf amiliaB cl-2,as ic omo B irc. También
determinamos que la union de la PRL a su receptor promueve |a fosforilaciéon de
STAT-3 en am bos modelos y la fosforilacion de AKT solo en células W EHI-231;
todos estos resultados al usar el inhibidor del receptor de PRL se vieron revertidos.
Finalmente confirmamos que S TAT-3-P se une a | as regiones promotoras de los
genes anti-apoptéticos que se incrementaron por la union de la PRL a su receptor.
Con estos resultados sugerimos que la PRL rescata a las células B inmaduras de la
apoptosis inducida por BCR, a través de la senalizacion de | a isoforma larga del
receptor de PRL, lo cual induce la activacion de las vias de sefalizacion PI3K-AKT
y JAK-STAT-3. Esto promueve la transcripcidon de genes anti-apoptoticos debido a
que el factor de t ranscripcion STAT-3 se unid a los sitios promotores de estos

genes.

Derivado de lo anterior, sugerimos que en el ratébn con LES, el mecanismo por el
cual los linfocitos B inmaduros evitan la apoptosis se encuentra basado en la union
de la PRL a s u receptor largo y en la regulacion de | a activacion de las vias de
sefalizacion PI3K-AKT y JAK-STAT-3.



Abstract.

The ontogeny of the B lymphocyte begins in bone marrow, where the precursor cells
pass through different stages of maturation until immature B |ymphocyte, in this
stage m ost of t he s elf-reactive c lones a re e liminated by c entral t olerance
mechanisms. It is known that the PRL receptor is expressed in all stages of B cell
maturation, and t hat the i ncrease in serum |l evels of PRL i s as sociated with a
decrease in the number of immature B cells of bone marrow and an increase in
transitional B cells in mice t hat develop s ystemic | upus e rythematosus ( SLE),
suggesting that the PRL could be participating in the control point where autoreactive
clones are eliminated. LES is an a utoimmune disease of unk nown etiology that
predominantly affects women of reproductive age, which is related to the activity of
hormones such as prolactin. Prolactin (PRL) is a globular protein composed of 199
amino ac ids, w hile t he P RL receptor b elongs t o t he f amily of type | c ytokine
receptors. Four isoforms have been described in the mouse and the binding of PRL
with i ts r eceptor induces t he d imerization of t he s ame, i nitiating t he s ignaling
cascade, which activates JAK-STAT, MAPK and PI3K-AKT. The aim of this work
was to evaluate the effect of prolactin on the tolerance of B lymphocyte in bone
marrow, and determine what i soform expresses and how it signals the prolactin
receptor in these cells. The expression of the isoforms of the PRL receptor was
determined in immature B lymphocytes (cell line WEHI-231 and from mouse) by real-
time PCR. These cells were incubated one hour with PRL and subsequently the BCR
was cross-linked with an antibody (anti-IgM), the viability and apoptosis of the cells
were determined by flow c ytometry. T he ex pression of a poptosis ge nes w as
determined by PCR Array. The phosphorylation of the STAT-1, STAT-3, STAT-5,
AKT and E RK m olecules w as det ermined by flow c ytometry. T he ChIP w as
performed to determine the binding of STAT-3 to the promoter sites of the genes
anti-apoptotic. All the assays were performed using an inhibitor of the PRL receptor
(G129R). The results obtained show that the immature B cells only expressed the
long isoform. When these cells are incubated with PRL and then the BCR was cross-

linked, the survival increased, and the apoptosis of these cells decreased. The PRL



increased the expression of anti-apoptotic g enes mainly of the B cl-2 family and
Birc5. Determinedt hatt he b indingof P RLt o itsr eceptor pr omotest he
phosphorylation of STAT-3 in both models and the phosphorylation of AKT only in
WEHI-231 c ells; All t hese r esults w hen us ing t he P RL r eceptor i nhibitor w ere
reversed. Finally, we confirmed that STAT-3-P binds to the promoter regions of anti-
apoptotic genes that were increased by the PRL. With these results we conclude
that PRL rescues immature B cells from apoptosis, by the long isoform of the PRL
receptor. This induces the activation of PISK-AKT and JAK- STAT-3. In addition, the
binding of PRL to its receptor promoted the transcription of anti-apoptotic genes, this
increase was due to the transcription factor STAT-3, who joins to the promoter sites
of the anti-apoptotic genes. With this work we demonstrate the mechanism by which
immature B lymphocytes are rescue from apoptosis due to the binding of PRL to its
receptor in mice that develop SLE.

Introduccion.

Diferenciacién y maduracion del linfocito B.
La ontogenia del linfocito B inicia en m édula 6sea a p artir de una célula troncal
hematopoyética (HSC), la cual se diferencia a un progenitor linfoide temprano (ELP)

y este da lugar al progenitor linfoide comun (CLP), el cual puede comprometerse a
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linaje de linfocito B (1,2). Durante el proceso de compromiso a linfocito B se requiere
de distintos factores de transcripcion como E2A, EBF y Pax5 (3,4); ademas |l os
factores de transcripcion Ikaros y PU.1, y las moléculas CXCL12, FTL3, SDF-1y
BAFF que son importantes durante la diferenciacion de los linfocitos B en médula
0sea (5-9). Los distintos estadios de maduracion del linfocito B en médula 6sea se
pueden diferenciar por la expresion de moléculas de superficie (fenotipo) y por la
recombinacion de g enes de las inmunoglobulinas (lg’'s), cadena pesada (IgH) y
cadena ligera (IgL) (10,11). Ambas cadenas estan formadas por regiones variables
y constantes; la region variable de IgH esta formada por |os segmentos génicos
VDJ, mientras que la IgL se genera a partir de los segmentos VJ. A este proceso se
le conoce como recombinacion V(D)J y es mediado por las proteinas RAG1/RAG2
(del inglés, recombinase ac tivating ge ne 1 and 2) (12,13). El primer es tadio
denominadopr o0-B,s ec aracterizapor pr esentarunf enotipo
B220"CD93*IgM~CD43*CD25CD23". En este estadio se rearreglan los segmentos
D-Jde lacadenalgHy posteriormente el segmento V -D-J, dando |ugar a un

rearreglo funcional VDJ, esto dalugar ala sintesis dela cadena IgH y a su expresion
en superficie, la cual se asocia con la cadena ligera subrogada (A5 y VpreB), a lo
cual s e le conoce como pre-BCR (10,14) La formacion de | pre-BCR marca l a
transicién hacia el estadio pre-B, este receptor tiene dos funciones; la primera es
asegurar que n o se expresen dos cadenas IgH con diferente especificidad en la
misma célula, a tal proceso se denomina exclusion alélica, y la segunda funcion es
iniciar el rearreglo de los genes VJ de la cadena IgL. (15). Los linfocitos pre-B tienen
un fenotipo B220*CD93*IgM~CD43-CD25*CD23", se subdividen en linfocitos pre-B
“grandes”, los cuales at ravés de la s efalizacion del pre-BCR junto con la del
receptor de IL-7 proliferan para aumentar el nimero de células que tienen éxito en
la recombinacion de la cadena IgH, posteriormente se diferencian hacia linfocitos
pre-B “pequefios” en donde se lleva la recombinacion de genes de la cadena IgL,
paso importante para continuar con la diferenciacion del linfocito B (10, 16,17). El
rearreglo exitoso y la expresion de la cadena IgL, la cual se asocia con la cadena
IgH previamente sintetizada para formar el BCR, marca la transicién al estadio de

linfocito B i nmaduro, losc ualess ec aracterizanpo r laex presiond e
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B220*CD93*IgM*CD43-CD25-:CD23" y se sabe que en este estadio de maduracion
las células son sometidas a seleccion positiva y negativa (10, 18). La salida de los
linfocitos B inmaduros de médula 6sea ala periferia es regulada por el receptor para
esfingosina-1-fosfato (S1P) y a estos linfocitos que emigran de médula osea se les
denomina linfocitos B transitorios, los cuales tienen una vida media corta y expresan
el marcador AA4 (CD93) (19,20). E stas células migran a bazo para terminar su
maduracion a linfocitos B maduros de Zona Marginal (ZM) o Foliculares (FO), la
sobrevida de estas células depende de la interaccion BAFF-BAFFR (Figura 1) (21).

Médula osea Periféria y

7R PE-BCH. BCR OJ
Y ' X _f. 1| 2 Células
U _ | U —_ v —_ U N O - O plasmaticas

@

Pro-B Pre-B Pre-B  Inmaduro Transitorios  Maduros uL
"grande”  "pequefio’ O

Células

de memoria

Figura 1. Maduracion y diferenciacion de linfocito B. La ontogenia del linfocito B inicia
enm édula 6s ea en do nde encontramos | os e stadios de m aduracion Pro-B, Pre-B e
inmaduros. Estos ultimos salen a periferia como linfocitos B transitorios que se diferencian
a linfocitos B maduros para finalmente terminar su maduracién a células plasmaticas o
células B de memoria (10,11).

A lo largo de todo este proceso de maduracién y diferenciacion de los linfocitos B
se pueden generar clonas autorreactivas, para evitar esto existen mecanismos de
tolerancia central y periférica (22-24). Latolerancia central se lleva a c abo en
médula 6sea y es mediada por los mecanismos de edicion del receptor que consiste
en cambiar la especificidad del fragmento variable de la cadena IgL, con lo cual el
BCR autorreactivo es remplazado por uno no autorreactivo (25,26) y en la delecién

clonal que consiste en la eliminacion de clonas autorreactivas por apoptosis, este
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mecanismo s e da ¢ uando la edicion del receptor falla (24, 27). Se estima que
aproximadamente el 85% de los linfocitos B i nmaduros r ecién f ormados s on
capaces de r econocer autoantigenos, y estas clonas son eliminadas por dichos
mecanismos. Las cé lulas autorreactivas que | ogran continuar s u des arrollo en
organos | infoides secundarios son s ometidas a los m ecanismos de tolerancia
periférica mediante delecidn clonal y anergia, que consiste en la falta de respuesta
de las clonas autorreactivas (28). Figura 2. La falla en la eliminacién de c lonas
autorreactivas en c onjunto c on o tros f actores contribuye al desarrollo de
enfermedades autoinmunes como el lupus eritematoso sistémico (LESLEG) (Figura
2) (29-33).
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Figura 2. Mecanismos de tolerancia del linfocito B. A lo largo del proceso de maduracion
y diferenciacion del linfocito B, existen diversos puntos de control para la eliminacién de
clonas autorreactivas mediante mecanismo de tolerancia central (edicion d el receptor y
apoptosis) y periférica (apoptosis y anergia) (22-24).

Lupus Eritematoso Sistémico

LES es una en fermedad c rénica aut oinmune que p uede af ectar pr acticamente
cualquier 6r gano o s istema del organismo, s e des conoce la etiologia de esta
enfermedad (34-36). Los pacientes con LES presentan defectos en los mecanismos
de tolerancia (29,37,38) dando lugar a la aparicién de clonas autorreactivas tanto
de linfocitos T como de B. Existe una hiperactividad por parte de los linfocitos B que

se identifica por la presencia de autoanticuerpos dirigidos contra diversas moléculas
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del nucleo como el DNA, RNA, Ro, La, histonas, etc. La excesiva produccion de
autoanticuerpos resulta en la formacion de complejos inmunes que se depositan en
tejidos como piel, rifidn, vasos sanguineos, pulmon o cerebro causando inflamacion
y dafnot isular ( 39-41). La ac tividad de LES tiene pe riodos de r emisiones y
exacerbaciones y sus m anifestaciones ¢ linicasm asc omuness on: la
glomerulonefritis, el desarrollo de exantemas, la artritis, la vasculitis, mialgias y los

desordenes neuropsiquiatricos (Figura 3) (41-43).

— _ 4
¢ o -
' - /
, fefj @'
Linfocitos B autoreactivos Formacién de complejos

inmunes

Autoanticuerpos contra
moleculas del niicleo

Pulmon Corazon Rifion Cerebro

Figura 3. Lupus eritematoso sistémico (LES). LES es una enfermedad autoinmune
sistémica que s e caracteriza porla presencia de células B autorreactivas, la s cuales
secretan autoanticuerpos principalmente contra moléculas del nucleo, los cuales forman
inmunocomplejos y se depositan en diferentes 6rganos causando las manifestaciones de
la enfermedad (41,42).

Se han empleado modelos de raton para entender la fisiopatogenia de LES. Entre
las cepas que desarrollan LES de manera espontanea s e encuentra la primera
generacion filial NZB/W (NZB/W F1), que se caracteriza por la presencia de titulos
elevados de autoanticuerpos, desarrollo de esplenomegalia y glomerulonefritis. La
cepa de ratones MRL surge de varias cruzas entre ratones de las cepas C57BL/6,
LG/J, C3H/Di, y AKR/J, se caracteriza por presentar glomerulonefritis, depdsitos de
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complejos i nmunes, v asculitis, es plenomegalia, h ipergammaglobulinemia y
produccion de anticuerpos antinucleares principalmente dirigidos contra D NA de
doble cadena (dsDNA). Mientras que la cepa MRL/lpr, tiene una mutacion en la
molécula F AS,y es to hac e que la e nfermedad en es tos r atones apar ezca
tempranamente y de f orma mas agr esiva. Estas c epas se han em pleado para
evaluar la relevancia que tienen los linfocitos B en el desarrollo de lupus (44-47).

Se desconoce la etiologia de LES, se considera una enfermedad multifactorial en la
cuall os aspectos genéticos, am bientales, hor monales, inmunoldgicos vy
epigenéticos tienen un papel importante en el desarrollo de la enfermedad. Afecta
predominantemente a m ujeres (con una r elacién mujer:hombre de 9: 1) entre la
pubertad y la menopausia, este predominio al sexo femenino se ha atribuido a las
propiedades i nmunoestimuladoras de las h ormonas, c omo | a pr olactina ( PRL)
(48,49).

Prolactina y su receptor

La PRL es una proteina globular compuesta de 199 aminoacidos con tres puentes
disulfuro intracadena, la cual forma una es tructura tridimensional de 4 a-hélices
antiparalelas (figura 4). Esta hormona es producida por las células de la hipdfisis
anterior y de manera extra hipofisiaria por endometrio, médula 6sea, bazo, células
epiteliales mamarias, linfocitos T y B entre otros. Su liberacion es estimulada por
serotonina, hormona liberadora de t irotropina, péptido intestinal vasoactivo y por
diferentes f armacos co mo la dom peridonay metoclopramida; es i nhibida por
dopamina y por sus agonistas dopaminérgicos como la bromocriptina. Actualmente
se conocen mas de 300 d iferentes funciones de | a PRL, |as cuales se pueden
clasificar en cinco categorias: 1) reproduccion, 2) osmorregulacion, 3) crecimiento y
desarrollo, 4) metabolismo de carbohidratos y lipidos e 5) inmunorregulacion, cada
una de estas funciones dependera del tipo celular en donde se exprese su receptor
(50-52).

11



a) Prolactina b) Union PRL con su receptor

Figura 4. Prolactina (PRL). a) La PRL es una hormona peptidica de 199aa, que consta de
4 alfa-hélices antiparalelas y presenta dos sitios de unién a su receptor. b) La unién de la
PRL a su receptor induce la dimerizacion de este (50,51).

Los efectos biolégicos de la PRL son mediados por la interaccion con su receptor,
el cual pertenece a la superfamilia de receptores de citocinas tipo |. Se encuentra
ampliamente di stribuido en di stintos tejidos y células del sistema i nmune como:
monocitos, macrofagos, células NK, neutrofilos, linfocitos T y linfocitos B (50,51). El
receptor de P RL consta de tres dominios: extracelular qu e pe rmite la unién al
ligando, transmembranal e intracelular. E sta ul tima region s e c aracteriza por |l a
presencia de motivos de triptéfano y serina; ademas de dos regiones conservadas
conocidas como box-1y box-2. A la regidn box-1 se une constitutivamente JAK-2,
lo cual permite la sefalizacion del receptor. Se han descrito diversas isoformas del
receptor tanto en humano como en ratoén, en este ultimo se conocen 4 isoformas
(una largay tres cortas) idénticas en el dominio extracelular pero diferentes en
tamano y c omposicion de | dom inio intracelular ( 52,53). El eventoinicial dela
sefalizacion ocurre cuando una molécula de PRL se une a d os mondmeros del
receptor de PRL para inducir su dimerizacion y subsecuente activacion. El receptor
de P RL notiene actividad intrinseca de tirosina-cinasa, p ero en s udom inio
intracelular presenta tirosinas que son fosforiladas por cinasas que son reclutadas

al activarse el receptor y que tiene como consecuencia el encendido de las vias de
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sefalizacion J AK-STAT, MAPK vy Pl 3K-AKT, | as c uales inducen proliferacién y
sobrevida figura 5 (54-56).

Isoforma larga Isoforma corta

> XILSJ\!’XYD‘_FXTXJ‘) - IX.J.I.‘_J«’X.'XFXI)&J) 5

Membrana
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=l & ek |ranscripcion de » Proliferacion

: not enes blanco : e
Nicleo Target promoter g Diferenciacion

Figura 5. Sefializacion del receptor de PRL. Se han descrito las isoformas larga y corta
del r eceptord e P RL, | as c uales difieren enla c omposiciony tamafiod el ar egion
citoplasmatica. La unién de la PRL con su receptor induce la dimerizacion de este e inicia
la sefalizacion, la isoforma larga puede sefializar via Stat, PI3K/AKT y MAPK, mientras que
la isoforma corta solo sefializa via PI3K/AKT y MAPK (53,54).

Tanto en humano como en ratén las isoformas del receptor de PRL se expresan de
manera diferencial en diversos tejidos, lo que sugiere efectos distintos en cada tipo
celular. En células endoteliales la PRL, a través de la unién a su receptor, activa las
vias de sefalizacion JAK-STAT-5 y ERK1/2 promoviendo angiogénesis (57). En
glandula m amaria | a P RL p romueve pr oliferacion, d iferenciacion y s obrevida a
través de la sefalizacion JAK-STAT5 y PI3K-AKT (58). En células de endometrio,
la PRL es capaz de activar a JAK2 y a los STAT1y STATS (59). Mientras que en

células del sistema inmune como células NK, la PRL induce la activacion de la via
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MAPK, en c élulas N b2 activa lav iaJ AK-STATS y en macrofagos induce |l a
sefalizacion JAK-STAT1 y MAPK (60-62).

Prolactina y sistema inmune

La relacion entre PRL y el sistema inmune se hizo evidente en 1930, cuando Smith
observo que el timo de ratas hipofisectomizadas sufria un proceso de atrofia (63).
Posteriormente en 1983 N agy y B erczi indujeron i nmunodeficiencia en r atas
tratadas con bromocriptina, un inhibidor de la produccién de PRL (64). Ademas, el
sistema inmune es capaz de regular la secrecion de PRL através de dtocinas como
IL-1, IL-6, T NF-a que ac tuan c omo r eguladores paracrinos o endécrinos enla
liberacion o inhibicion de PRL hipofisiaria (65-67).

En células del sistema inmune, como los macréfagos la PRL es capaz de aumentar
la secrecion de citocinas proinflamatorias (IFN-y, TNF-o IL-18, IL-12) (62,68). Por
otro lado la PRL favorece la maduracion de las células dendriticas provenientes del
bazo de r atones incrementando la expresion de las moléculas MHC-Il'y CD4 0,
ademas de incrementar la expresion a nivel de proteina de las citocinas IL-10, IL-
6, IL12 y TNF-a (69). Mientras que en células NK la PRL induce un incremento en
la sintesis de IFN-y en respuesta a IL-2 (70).

Por otra parte en linfocitos T se ha des crito que la estimulacion in vitro con PRL
regula el proceso de maduracion (ontogenia) de timocitos dobles negativos (CD4-
CD8") a dobles positivos (CD4*CD8") mediante la induccidén de la expresion del
receptor de | L-2 (71). En linfocitos T activados, |a P RL regula positivamente | a
secrecion delL-2 y favorece la expresion de CD25 (72). En células T CD4" activadas
con PMA, la PRL autocrina es importante para mantener la expresién de CD69 y
CDA40L y la secrecion de IL-2 e IFN-y (73). Por otro lado, tanto en células T CD4*
como en lineas celulares, la PRL favorece la expresidn del factor de transcripcion
T-bet a través de STATS (74), mientras que en las células T CD8" activadas con
fitohemaglutinina, la PRL incrementa la expresién de CD69 y CD25 (75).
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Mientras que en linfocitos B; se sabe que | a PRL aumenta | a diferenciacion de
linfocitos pro-B (B220*CD43") a pre-B (B220*CD43") en ratones transfectados con
el receptor de PRL (76). Ademas, en linfocitos B e hibridomas, la PRL incrementa
la produccion de anticuerpos (77,78). Figura 6.

S . Incrementa la secrecion de citocinas (TNF-ct
‘oo Macrofagos e—) ’
: . g IL1B, IL-12)

. . Favorece maduracién
Células dendriticas ) incrementa secrecion de citocinas (IL-10, IL6,

IL12, TNF

TNF-a
Celulas NK Incrementa secrecion de IFN-y en respuesta a
IL6, IL1 Prolacting = cluas IL-12

Promueve diferenciacion de timocitos DN a DP
En linfocitos T activados regula la secrecion de
la citocina IL-2
Linfocitos T  —— En linfocitos CD4+ activados con PMA,
mantiene la expresion de CDE9 y CD40L
En linfocitos CD&+ activados regula la
Yo expresion de CD69 y CD25

LT

L.
?%‘:g Linfocitos B —)  Promueve |a diferenciacion de células pro-B a
pre-B
— & L

Incrementa la produccién de anticuerpos

Figura 6. Efectos de la PRL en el sistema inmune. La secrecién de PRL en la hipdfisis
es regulada por algunas citocinas; y esta PRL tiene efecto en distintas células del sistema
inmune como macrofagos, células dendriticas, células NK y linfocitos T y B.

Por otro lado, en ratones con trasplante de médula 6sea la administracién de PRL
recombinante i nduce un incremento en la linfopoyesis (79). Aunque en r atones
“knock out” para PRL y su receptor no se encuentran defectos en la produccion de
los linfocitos (80,81). Estos resultados muestran que la PRL participa en el proceso
de linfopoyesis. Sin embargo, su ausencia no es critica y su participaciéon en este
proceso puede ser sustituida por otros factores redundantes.

Prolactinay LES

En enfermedades autoinmunes se han reportado niveles elevados de PRL, en LES
se ha descrito que entre el 15y 33% de pacientes con esta enfermedad presentan
concentraciones s éricas altas de P RL que correlacionan con la actividad de la

enfermedad Figura 7(82-84).
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Figura 7. PRL en pacientes con LES. a) Pacientes con LES presentan niveles elevados
de PRL en circulacion y b) Los niveles de PRL en circulacion correlacionan con la actividad
de la enfermedad (SLEDAI) (83).

Los elevados niveles séricos de PRL en los pacientes con LES se han asociado con
un po limorfismo de un s olo nuc ledtido en el p romotor del gen de P RL ex tra
hipofisiaria (-1149G/T) y correlacionan con la concentracion de autoanticuerpos (85,
86). En linfocitos T provenientes de pacientes con LEG que fueron tratados con un
mitdgeno y un anticuerpo anti-PRL, se observo una disminucion en la expresion de
CD69 y CD154, lo cual sugiere que la PRL autocrina participa en la activacion de
estas células (87). Ademas, en pacientes con la enfermedad activa se ha observado
que el porcentaje de células T reguladoras (encargadas de mantener la tolerancia)
se encuentra disminuido (88).

Por otro lado, en modelos de ratdon que desarrollan lupus como los NZB/NZW, el
estado de hiperprolactinemia exacerba la actividad de la enfermedad y causa una
mortalidad t emprana al presentar un incremento de pr oteinuria y s ecrecion de
anticuerpos IgG principalmente dirigidos contra DNA. En contraste, la inhibicién de
la secrecion de P RL con bromocriptina incrementa la sobrevida en estos ratones
(89,90). En los ratones MRL/lpr que también des arrollan LES, la i nduccion de
hiperprolactinemia con metoclopramida exacerba la enfermedad, obs ervando un

incremento en los anticuerpos anti-DNA de doble cadena (anti-DNAdc) y en | os
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niveles de proteinuria (91). Mientras que enratones BALB/c R4A-y2b los cuales son
transgénicos pa ra un ant icuerpo patogeénico d irigido c ontra DNA, pero no
desarrollan lupus, a | inducirles h iperprolactinemia e | numero de c élulas B
autorreactivas incrementa, asi como el titulo de anticuerpos anti-DNA y depdsito de
complejos inmunes en glomérulo. (92,93).
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Figura 8. Efecto de la PRL en la produccién de anticuerpos en ratones que desarrollan
LES. a) Ratones NZB/W con niveles elevados de P RL i ncrementan | a produccion de
anticuerpos IgG y b) Ratones MRL con niveles elevados de PRL incrementan la produccion
de anticuerpos anti-DNA de doble cadena (90,91).

En el bazo de ratones BALB/c R4A-y2b con hiperprolactinemia se ha reportado que
el porcentaje de linfocitos B transicionales tipo 1 (T1) disminuydé en comparacion
con los ratones tratados con el vehiculo (94) e incrementod la expresion de genes
anti-apoptoticos (95), sugiriendo que la PRL podria estar induciendo la sobrevida de
las clonas autorreactivas en bazo. Ademas, en ratones C57BL/6 que contiene el
intervalo S el3/5, e | c ual ¢ onfiere s ensibilidadal a P RL, enunes tadode
hiperprolactinemia, desarrollan lupus y presentan una disminucion en el porcentaje
de linfocitos B T1y un incremento en T 2 (96). Mientras que en ratones MRLy
MRL/Ipr que d esarrollan | upus de f orma espontanea t odas las pob laciones de
linfocitos B en médula 6sea (pro-B, pre-B e inmaduras)y bazo (T1, T2, T3,FOy
MZ) expresan el receptor de P RL, encontrando patrones de ex presion diferentes

entre las c epas qu e des arrollan LES yl ac epacontrol. Enl os ratones que
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desarrollan LES y presentan niveles elevados de PRL en suero se encontré que el
numero absoluto de linfocitos B inmaduros esta disminuido y el numero absoluto de

linfocitos B T1 en bazo se encuentra aumentado (91,97).

(DA
34
a) g b)
@ 4
©
© N
0 3 o 24
h * Y
5 s
[e] S
5 2] 3
£ f -
2 14 - (R i
g |1| |;|
3, LAl [6a Afe
2  9weeksPBS OweeksPBS  OweeksPBS C57BL/6 MRL MRL/Ipr
< HyperPRL HyperPRL HyperPRL

C57BL/6 MRL MRL/Ipr

Figura 9. Efecto de la PRL en el numero de linfocitos B inmaduros y transitorios en
ratones que desarrollan LES. a) En ratones que desarrollan LES con niveles aumentados
de PRL se observo un incremento en el numero absoluto de linfocitos B transitorios (T1)
mientras que b) se observo una disminucion en el numero absoluto de linfocitos inmaduros
de médula 6sea (91,97).
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Planteamiento del problema.

Se sabe que las hormonas tienen un pap el importante en e | desarrollo del LES,
niveles elevados de P RL c orrelacionan c on | a ac tividad de la enf ermedad en
pacientes y en modelos de raton. Por otro lado, se ha demostrado que defectos en
la tolerancia de los linfocitos B tienen como consecuencia la generacion de clonas
autorreactivas y la consecuente produccion de autoanticuerpos, los cuales forman
inmunocomplejos que s e depos itan en 6r ganos v itales c ausando i nflamacion y
dafio. Enr atonesde |lascepas M RLYy M RL/Ipr que des arrollan LES se ha
demostrado que todos los estadios de maduracién del linfocito B de médula 6sea y
bazo expresan el receptor de PRL. Sin embargo, se desconoce la isoforma que
expresan. Ademas, cuando estos ratones presentan niveles elevados de PRL en
suero se encontré una disminucion en el numero absoluto de infocitos B inmaduros
en meédula 6sea y un incremento en los linfocitos B T1 en bazo, puntos importantes
para la eliminacién de clonas autorreactivas. P or lo que s urgen las s iguientes

preguntas:

1. ¢Cual es el papel de la PRL y su receptor en la tolerancia del linfocito B
en médula 6sea?

2. ¢Qué isoforma del receptor de PRL se expresa en linfocitos B de médula
Osea?

3. ¢Cual esla viad e senalizacion que i nduce |l a P RL e n linfocitos B

inmaduros?

Hipotesis.
La PRL a través de la union a su receptor rescatara a los linfocitos B inmaduros de
la apoptosis en ratones que desarrollan LES.
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Objetivos.

Objetivo general.

Evaluar el mecanismo de ac cién de la prolactina en | a tolerancia central del

linfocito B inmaduro en ratones que desarrollan LES.

Objetivos especificos.

1. Determinar la expresion de las isoformas del receptor de PRL en los linfocitos
B de médula 6sea.

2. Determinar la participacion dela PRL enla tolerancia del linfocito Binmaduro.

3. Determinar la via(s) de sefalizacion que inducen la activacion del receptor

de PRL en linfocitos B inmaduros.

20



Material y Métodos.

Disefio del proyecto.

Experimental, transversal

Linea celular.

Células WEHI-231 (ATCC), fueron mantenidas en m edio RPMI ( Hyclone, U SA)
suplementado c on 10% des wuerof etal b ovino (Biowest, U SA), ant ibidticos
(Invitrogen, U SA), pi ruvato de s odio ( Hyclone, U SA)y bet a-mercaptoetanol

(Invitrogen, USA). Se mantuvieron en incubacién a 37°C y a 5% de CO..

Animales.

Se utilizaron ratones hembras de 9 semanas de edad de las siguientes cepas: A)
C57BL/6 (Harlan, USA) y B) MRL/lpr (The Jackson Laboratory, USA). Los ratones
se mantuvieron en condiciones libres de patdgenos, en cajas de policarbonato de
piso s olido ¢ on microaislador, con f otoperiodos de 1 2 horas de luz por diay
temperatura del cuarto de 22-23°C. Se les proporcion6 alimento (18% de proteina
cruda, 6% de grasa cruday nomas de 3% de minerales) y agua estéril a libre
acceso; asi como los cuidados y la atencion veterinaria especificada en la Norma
Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999, la ley general de salud y las disposiciones
del bioterio de | Instituto N acional de E nfermedades R espiratorias "Ismael Cosio
Villegas”.

Hormona.
Se ut ilizé prolactina r ecombinante d e r atén ( National H ormone and P eptide
Program, NIH).

Inhibidor del receptor de PRL
El inhibidor del receptor de PRL es una molécula analoga a la PRL conocida como
G129R, la cual fue proporcionado por Oncolix (USA).
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Farmaco
Se e mple6é metoclopramida como inductor de hi perprolactinemia (Sigma Aldrich,
USA).

Induccion de hiperprolactinemia.

Se formaron dos grupos por cada cepa de ratdn con los siguientes tratamientos: 1)
9 semanas |l) administrados con 100 pl de metoclopramida (Sigma Aldrich, USA) a
una concentracion de 2 mg/ml disuelta en PBS. La ad ministracion del tratamiento
se r ealizd du rante 6 s emanas por v ia s ubcutanea ( SC), llevando ac abo la

administracién por las mafianas de lunes a viernes.

Anticuerpos

Los anticuerpos utilizados fueron los siguientes: anti B220-perlas (clona RA3-6B2)
de Miltenyi Biotec (Alemania), anti CD23-perlas de Miltenyi Biotec (Alemania), anti
B220-PE (clona RA3-6B2), anti CD23-PE-Cy7 (clona B3B4), anti IgM-APC (clona
11/41), anti CD43-FITC (clona eBioR2/60) de eBioscience (USA) y anti-receptor de
PRL po liclonal (Santa C ruz B iotechnology, U SA). T ambién s e em plearon los
anticuerpos anti-IgM F ab biotinado y anti-IgM F (ab)> (Jackson | mmunoresearch,
USA). El anticuerpo biotinado para determinar el receptor de PRL fue detectado con
estreptavidina-PE-Cy5 ( BD Biosciences, USA), y para el anti-lgM bi otinado fue

empleada la estreptavidina-APC (eBioscience, USA).

Obtencion de células de médula 6sea.

Los ratones de 9 semanas y los tratados con metoclopramida (Sigma Aldrich, USA)
fueron sacrificados por eutanasia. La m édula 6sea se obtuvo de fémur y tibia al
inyectar d entrode los hues os m edio R MPIf rio ( Thermo S cientific, U SA)
suplementado con B SAal 1% ( MP B iomedicals, F rancia)y EDTA2 m M ( IBI
Scientific, USA). Las células se disgregaron con ayuda de una jeringa y pasaron por
un colador de nylon 70 um (BD Biosciences, USA), se centrifugaron (1,100 rpm/10
minutos), decantaron y lisaron los eritrocitos con 2 m| de regulador de lisis por 2

minutos (Sigma Aldrich, USA). Las células se lavaron con Medio RPMI-BSA 0.5%
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EDTA 2 m M, s e resuspendierony se contaron con az ul tripano (BioWhittaker)

utilizando la camara de Neubauer.

Purificacion de poblaciones de linfocitos B de médula 6sea por sort para
determinar isoformas del receptor de PRL.

La purificacion de los linfocitos B de medula ésea se realizd por seleccion positiva.
Para lo cual las células provenientes de médula ésea se incubaron con anticuerpo
anti-B220 c onjugado a perlas m agnéticas 10 pl por c ada 10x 10° de células
(Miltenyi) en PBS-BSA 0.5% EDTA 2 mM a 4°C por 15 minutos, se lavaron y pasaron
por c olumna de s eparacion MACS LS ( Miltenyi), los |l infocitos B purificados s e
incubaron a 4°C por 20 minutos con los siguientes anticuerpos: 5 ul de anti-B220-
PE, 5 ul de anti-CD23-PECy7, 5 ul de anti-IgM-APC, 5 ul de anti-CD43-FITC, asi
como con 5 ul de DAPI 1 mg/ml (Sigma Aldrich, USA) para seleccionar células vivas.
La purificacion de las poblaciones linfocitos B s e realizé por citometria de f lujo
utilizando un citometro FACSAria con software FACSDiva (BD Bioscience).

Purificacidon de linfocitos B inmaduros por sort para ensayos de apoptosis

La purificacién de los linfocitos B de medula ésea se realizd por seleccién positiva.
Para lo cual las células provenientes de médula ésea se incubaron con anticuerpo
anti-B220 c onjugado a perlas m agnéticas 10 pl por c ada 10x 10 de células
(Miltenyi) en PBS-BSA 0.5% EDTA 2 mM a 4°C por 15 minutos, se lavaron y pasaron
por c olumna de s eparacion MACS LS ( Miltenyi), los |l infocitos B purificados s e
incubaron a 4°C por 20 minutos con los siguientes anticuerpos: 5 ul de anti-B220-
PE, 5 ul de anti-CD23-PECy7, 5 ul de anti-IgM Fab biotinado, 5 ul de anti-CD43-
FITC, para el anticuerpo biotinado se us¢ estreptavidina-APC, asi como con 5
de D APl 1 m g/ml ( Sigma A Idrich, U SA) para s eleccionar c élulas v ivas. La
purificacion de los linfocitos B inmaduros se realizé por citometria de flujo utilizando

un citometro FACSAria con software FACSDiva (BD Bioscience).
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Purificacién de linfocitos B220+CD23- para deteccion de fosfoproteinas

La purificacion de los linfocitos B de medula ésea se realizd por seleccion positiva.
Para lo cual las células provenientes de médula ésea se incubaron con anticuerpo
anti-B220 c onjugado a perlas m agnéticas 10 pl por c ada 10x 10 de células
(Miltenyi) en PBS-BSA 0.5% EDTA 2 mM a 4°C por 15 minutos, se lavaron y pasaron
por columna de separacion MACS LS (Miltenyi), posteriormente los linfocitos B220+
se incubaron con anticuerpo anti-CD23 conjugado a perlas magnéticas 10 pl por
cada 10x10° de células ( Miltenyi) en PBS-BSA 0.5% EDTA 2 mM a 4° C por 15
minutos, se lavaron y pasaron por columna de separacion MACS LS (Miltenyi). Los

linfocitos B220+CD23- obtenidos se usaron para los ensayos de sefializacion.

Purificacion de células WEHI-231 receptor de PRL positivas

Las células WEHI-231 fueron incubadas en FACS buffer (PBS con BSA 0.5%) con
anticuerpos ac oplados a f luorocromos es pecificos paraCD19el gMy parael
receptor de PRL se usé un anticuerpo anti-receptor de PRL, un segundo anticuerpo
biotinado y s treptavidiva-PECy5 por 20 m inutos a4 °C en os curidady con un
marcador de v iabilidad ( Ghost-Red). S er ealiz6 la s eleccion d e las ¢ élulas
CD19+/IgM+/Ghost-Red-. La purificacidn de las células se realizé usando el equipo
FACSAria (BD Biociencias). La pureza de las células fue mayor al 98%.

Extraccion de RNA total y retrotranscripcion (RT)

Las pobl aciones de | infocitos B pur ificadas s e ¢ olocaron e nr eactivo de T rizol
(Invitrogen, USA) 1 ml por cada 1x108 células, se adicion6 10 pl de glicdgeno para
visualizar el RNA y se incubaron 5 minutos en hielo. Posteriormente se adicionaron
200 pl de cloroformo (Sigma Aldrich, USA), se homogeneizé y se centrifugd a 12,000
rpm por 15 minutos. Se recupero la fase acuosa y se colocé en un tubo limpio, se
adicionaron 550 pul de isopropanol grado biologia molecular (J.T Baker, USA) se
incubo toda la noche a -70°C. Se centrifugd a 12, 000 rpm por 15 minutosy se
elimin6 el exceso de isopropanol, el botéon obtenido se lavé con 1 ml de et anol
(Sigma Aldrich, USA) al 75% y se centrifugo a 6,000 rpm por 10 minutos. El RNA se
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resuspendio en 12 ul de agua inyectable (PISA, México), se cuantifico y evalud su
pureza utilizando el espectrofotometro GeneQuant Pro (Gemini BV, Holanda). El
RNA se convirtio en cDNA, para lo cual a 0.5 ug de RNA se le adiciono 1 ul de oligo
dT2-18) 0.5 mg/ml (Invitrogen) y agua inyectable para un volumen final de 11 pl, la
reaccion se alineo en un t ermociclador PTC-100 (MJ Research, USA) a 65°C por 5
minutos. Posteriormente se adicionaron 5 pl del regulador 5X (250 mM Tris-HCI pH
8.3, 375 mM KCI, 15 mM MgCl), 2 pul de DTT 0.1M (Invitrogen, USA), 1 ul dNTPs
10 mM (Invitrogen, USA) y 200U de la enzima Superscript Il (Invitrogen, USA); se
corrieron las muestras en el termociclador en un ciclo de 1 hora a 50°C y 15 minutos
a 70°C. El cDNA obtenido se almacen6 a -40°C.

PCR Array apoptosis

Se usaron las placas para genes de apoptosis de RT? Profiler™ PCR Array Mouse
(Qiagen, Hilden, Alemania) con el formato 96-well Plate, el cual es compatible con
el termociclador LightCycler 96 (Roche, Alemania). El procesamiento de la muestra
se realizo en base a las instrucciones del fabricante con el uso de RT? SYBR Green
gPCR M astermix (Qiagen, H ilden, A lemania). Los r esultados o btenidos s e
analizaron con el programa RT? Profiler PCR Array Data Analysis version 3.5, el

cual normalizé y genero el valor de expresion relativa.

PCR en tiempo real

Para determinar la expresién de las isoformas del receptor de PRL se realiz6 PCR
tiempo real usando una mezcla sondal/iniciadores: para la $-actina (gen constitutivo)
se coloco 0.1 uM de sonda No0.56 (Roche, Alemania) y 0.5 uM de c ada iniciador
GAGGAGGCTCTGGTTCAACA  (sentido) y CAGTAAATGCCACGAACGAA

(antisentido) (Roche); para las isoformas del receptor de PRL colocé 0.1 uM de la

sonda N 0.31 (Roche) y 0. 5 uM de ¢ ada iniciador
AAGCCAGACCATGGATACTGGAG (comun-sentido),
AGCAGTTCTTCAGACTTGCCCTT (larga-antisentido)

TATTTGCTTGCAGAGCCAGT (corta-antisentido). Posteriormente s e r ealiz6 la
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mezcla de reaccion en la cual se colocaron 1 ul de la mezcla sonda/iniciadores, 2 pl
de Master Mix: 25 U Taq DNA Polimerasa, 20 m M Tris-HCI, 100 mM KCI, 3 mM
MgClI2, Brij 35 0.01% v/v, dNTPs 0.4 mM, pH 8.3 (Roche), 4.5 ul de agua inyectable
(PISA) y 2.5 pulde m uestra. Las m uestras s e c orrieron en e | t ermociclador
LightCycler Il (Roche) bajo las siguientes condiciones:
95°C x 15 minutos  } 1 ciclo
95°C x 10 segundos
61°C x 30 segundos 40 ciclos
72°C x 01 segundos
50°C x 30 segundos } 1 ciclo
El andlisis de la expresion relativa del receptor de PRL se realiz6 usando la formula
222CT como se muestra a continuacion:

ACT1 = Cp (receptor de PRL) — Cp (B — actina)

AA = ACT1 — (A problema)

Expresion relativa = oy

Apoptosis

Las células W EHI-231 receptor de P RL positivas y las células B inmaduras de
ratones C 57BL/6 y M RL/lpr fueron pr eincubadas 1 hora con PRL (50 ng/ml)y
posteriormente s e estimularon c on u n anticuerpo anti-IgM F (ab’)2 de J ackson
Immunoresearch (10 pug/ml) durante 48 horas y 18 horas respectivamente. Como
controles se usaron células solo con medio, células sélo con PRL y células solo con
anti-lgM F(ab’)2. Al finalizar el tiempo de incubacion se lavo con PBS y se adiciono
el marcador de v iabilidad G host-Red durante 30 minutos a4 °C en os curidad.
Posteriormente las células se dividieron en dos, las primeras fueron marcadas con
Anexina V -FITC segun el pr otocolo del proveedor y lass egundasf ueron
permeabilizadas con 100 ul de Citofix/Citoperm de BD Biosciences durante 1 hora
a 4°C después las células se lavaron con Permwash de BD Biosciences y marcadas
con anti-caspasa 3 activa acoplado a FITC 1 hora a 4°C en oscuridad. Finalmente,

26



las muestras f ueron adq uiridas en e | citdmetro MACSQuant A nalyzer 1 Oy

analizadas en el software Flowjo.

Deteccion de fosfoproteinas.

Las células WEHI-231 y las células B220+CD23- provenientes de ratones C57BL/6
y MRL/Ipr fueron incubadas 30 minutos con el inhibidor de PRL (Inh-PRL 10 pug/ml)
y con inhibidores de las vias de s enalizacion del receptor de P RL como G SK
(inhibidor de la fosforilacidn de Akt), PP2 (inhibidor de cinasas de la familia Src) y
Stattic (inhibidor de Stat3); posteriormente se incubaron con PRL (50 ng/ml) durante
30 minutos. Las células se fijaron por 10 min a temperatura ambiente con 50 pl de
paraformaldehido 2 %. Las células se marcaron con anti-CD43-FITC y anti-IgM-
APC, pos teriormente se per meabilizaron con 100 pl de Perm B uffer | 11de B D
Phosflow para los STATs y con 100ul de IC Fixation Buffer de eBioscience, para
AKT y ERK durante 30 minutos a 4°C. A continuacion, se lavaron con FACS buffer
o con Permwash respectivamente; y se incubaron con los siguientes anticuerpos
anti-STAT1-PE, a nti-STAT3-PE, a nti-STAT5-PE, a nti-AKT-PEy anti-ERK-PE
durante 30 minutos a 4°C en oscuridad, finalmente se lavaron y se resuspendieron
con F ACS B uffer. L as muestras fueron adq uiridas en e | citometro M ACSQuant

Analyzer 10 y analizadas en el software Flowjo.

Inmunoprecipitacion de cromatina ChlIP

Las células W EHI-231 y los linfocitos B i nmaduros ( obtenidos por s ort) fueron
incubados 1 hora con P RL, p osteriormente s e siguio el protocolo E piTect C hIP
OneDay Kit (Qiagen), para la inmunoprecipitacion (IP) se usaron los anticuerpos
anti-lgG y anti-Stat-3-P de Cell Signalling. Para determinar el % de Input? se utilizd

la siguiente formula:

ACT(normalizado IP) = Cp (IP) — Cp (input) — Log2 (factor de dilucion del input)
% Input = 2(—ACT(normalizado IP))
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Andlisis estadistico.

Los resultados se describiran de acuerdo a la distribucién de los datos (promedio y
desviacion). Para determinar |a distribucion de | os d atos se utilizo la prueba de
normalidad Shapiro Wilk. Las variables independientes cuantitativas se compararon
mediante |a pruebadet pareada. Las diferencias entre grupo s e determinaron
utilizando la prueba ANOVA. S e c onsider¢ significativo un v alor de p< 0.05, el
analisis estadistico de los datos se realiz6 utilizando el programa de computo SPSS
15.
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Resultados
Expresion de laisoforma del receptor de PRL en células WEHI-231

Las WEHI-231 han sido ampliamente usadas para el estudio de la tolerancia del
linfocito B, ya que estas células expresan un fenotipo B inmaduro punto importante
de control para la eliminacion de ¢ lonas autorreactivas, porlo que se decidid
utilizarlas como modelo de estudio, para lo cual primero se determind la expresion
del receptor de PRL a nivel de mRNA usando iniciadores para detectar la porcion
extracelular, comun en todas las isoformas; encontrando que las células WEHI-231
expresan el receptor (0.51 + 0.05 expresion relativa). Posteriormente se determiné
la expresion de las isoformas usando un iniciador comun y un iniciador especifico
para cada isoforma (larga y corta). Las células WEHI-231 solo expresan la isoforma
larga del receptor de PRL (0.51 + 0.04 expresion relativa) como se muestra en la
figura 10a. También s e determiné la ex presion del receptor de PRL a nivel de
proteina mediante el marcaje con un anticuerpo que reconoce la porcion extracelular
del receptor, encontrando que 47.50 + 5.36% de las células WEHI-231 expresan el
receptor de PRL (Figura 10b).
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Figura 10. Expresion del receptor de PRL en células WEHI-231. Se determind la
expresion relativa del receptor de PRL y sus isoformas en células WEHI-231 a) Mediante
RT-PCR tiempo real y b) Mediante citometria de flujo
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Para asegurar el efecto de la PRL sobre estas células, se realiz6 la purificacion de
las células WEHI-231 PRLR+ mediante citometria de flujo, usando la estrategia que
se muestraen lafigura1 1, obtenido pur ezas entre el 95-98%. Los ens ayos
posteriores de apoptosis se realizaron con las células WEHI-231 receptor de PRL+.

Pre-Sort

IgM

Prolactin receptor

SSC-A
CD19

Post-sort

Ghost-Red IgM

IgM

Prolactin receptor

Figura 11. Purificacion de las células WEHI-231 receptor de PRL+. Mediante citometria
de flujo se realiz6 la purificacion de las células WEHI-231 positivas para el receptor de PRL
(Ghost-Red-/CD19+/IgM+/Receptor de PRL+).

Efecto de la PRL en la viabilidad y apoptosis de las células WEHI-231.

Para determinar el efecto de la PRL en la viabilidad y apoptosis en ks células WEHI-
231, las células fueron pre-incubadas 1 hora con PRL y 48 horas con un anticuerpo
anti-IgM F (ab’)> para i nducir entrecruzamiento de | B CR, lo ¢ ual m imetiza el
entrecruzamiento de ant igenos p ropios. E | por centaje de ¢ élulas vivasy en
apoptosis fue determinado mediante citometria de f lujo. Las células que f ueron
incubadas c on ant i-IgM F (ab’)2 mostraron u na d isminucion s ignificativa en e |
porcentaje de células vivas (40.93 £+ 0.87%; p<0.01) comparada con las células
incubadas con medio (65.72 + 1.96%) o PRL (67.10 £ 5.90%). Mientras que las

células que fueron pr e-incubadas c on P RL e i ncubadas con an ti-IgM F (ab’)2
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mostraron un i ncremento significativo en el porcentaje de c élulas vivas (58.42 +

0.82%; p<0.01) comparado con las células que no fueron pre-incubadas con PRL
(Figura 12).
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Figura 12. Efecto de la PRL en la viabilidad de células WEHI-231. Las células WEHI-
231 fueron pre-incubadas 1 hora con PRL e incubadas con un anticuerpo anti-IgM F(ab’).
por 48 horas. Las células muertas fueron marcadas con G host-Red. a) P orcentaje de
células vivas y b) IMF Ghost-Red. *p<0.01

Las células en apoptosis fueron determinadas mediante dos diferentes paramentos:
1) AnexinaV y G host-Red ( marcador de s obrevida) y 2) c aspasa-3 ac tiva. E |
porcentaje de células en apoptosis temprana (Anexina V*/Ghost-Red") y apoptosis
tardia ( Anexina V */Ghost-Red*) incrementé significativamente en| as c élulas
incubadas con anti-lgM F(ab’)2(23.88 + 2.56 and 31.62 + 2.66%; p<0.01) comparado
con el porcentaje de células incubadas con medio (16.23 +2.02 and 14.28 £ 0.71%)
oPRL(15.37%+ 0.97and 13.0 % 0.44%). Una d isminucion significativae n el
porcentaje de células en apoptosis temprana y tardia (14.44 + 0.99 and 21.92 +
2.00%; p<0.01) fue determinada en las células pre-incubadas con PRL e incubadas

con anti-lgM F (ab’). comparada con las células que no f ueron pre-incubadas con
PRL (Figura 13).
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Figura 13. Efecto de la PRL en la apoptosis de células WEHI-231 medido a través de
la identificacion de Anexina V. Las células WEHI-231 fueron pre-incubadas 1 hora con
PRL e i ncubadas con un anticuerpo anti-IgM F (ab’), por 48 horas. L as células fueron
marcadas con Ghost-Red y Anexina V-FITC para medir la apoptosis temprana (Anexina V*
Ghost-Red") y apoptosis tardia (Anexina V* Ghost-Red*). a) Dot-Plot representativo del
marcaje con Anexina V y Ghost-Red y b) Porcentaje de células en apoptosis. *p<0.01

Porot ro lado,e |po rcentajedec élulasc aspasa-3 activai ncremento
significativamente en aquellas que fueron incubadas con anti-lgM F(ab’). (50.76 +
1.35%; p<0.01) comparado con las células incubadas con medio (9.99 + 0.33%) o
PRL (11.0 £ 0. 44%). M ientras que e | por centaje de ¢ élulas c aspasa-3 ac tiva
disminuy® significativamente en las células pre-incubadas con PRL e incubadas con
anti-IgM F(ab’). (29.50 = 1.93%; p<0.01) comparado con las células que no fueron
pre-incubadas con PRL. Las mismas diferencias fueron encontradas al determinar
la intensidad media de fluorescencia (IMF) [(Medio 197.5 £+ 22.4; PRL 185.3 + 11.68;
anti-IgM F(ab’)2 342.2 + 35.9; PRL 1 hora y anti-IgM F(ab’)> 292.3 £ 11.4)] (Figura
14).
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Figura 14. Efecto de la PRL en la apoptosis de células WEHI-231 medido por caspasa-
3. Las células W EHI-231 fueron pre-incubadas 1 hor acon PRL e i ncubadas con un
anticuerpo anti-IgM F(ab’). por 48 horas. Las células fueron marcadas con Ghost-Red y un
anticuerpo anti-caspasa-3 activa. a) Porcentaje de células caspasa-3 activa y b) IMF de
caspasa-3 activa. *p<0.01

Finalmente, la expresion de genes de ap optosis en c élulas WEHI-231 incubadas
con PRL 1 hora se determiné mediante PCR Array. Los resultados mostraron que
la PRL modula la expresion de varios genes de la familia de Bcl-2; disminuye la
expresion de | ge n pro-apoptotico Bad (0.22 expresion relativa) e i ncrementa | a
expresion de los genes anti-apoptoticos Bag3 (2.50 expresion relativa), Bcl211 (2.98
expresion r elativa), and B cl212 (3.22 expresion r elativa). Ademas, disminuye | a
expresion del gen para la caspasa-3 CASP3 (0.29 expresion relativa) y caspasa-9
CASP9 (0.43 expresion relativa) como se muestra en la figura 15a. La expresion de
estos ge nes fue c onfirmada por P CRtiempor eal, encontrando q ue laP RL
incremento la expresion relativa del gen B cl-xL (2.07 £ 0.30 expresion relativa) y
disminuy¢ la expresion de Bad (0.47 + 0.12 expresion relativa) comparado con las
células que fueron incubadas con medio (p<0.01). No se observaron cambios en el
gen Birc5 (0.95 + 0.23 expresion relativa) (Figura 15b).
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Figura 15. Expresion de genes apoptoticos modulados por PRL en células WEHI-231
incubadas 1 hora con PRL. Expresion de genes de apoptosis a) mediante PCR Array y b)
mediante PCR tiempo real. *p<0.01

Vias de sefalizacién que activa el receptor de PRL en células WEHI-231

Se determind cual o cuales vias de sefializacidn son inducidas por la interaccién de
la PRL y sureceptor en este modelo. Las células se incubaron con PRL, con
inhibidor de PRL (G129R) y con inhibidores de las vias de sefalizacion inducidas
por el receptor (PP2, GSK y Stattic). En la figura 16 se muestra la activacion de la
via PI3K-AKT medido a través de la fosforilacion de la molécula AKT en donde se
observa que la PRL promueve |la senalizacion de su receptor a través de esta via
[(Medio 345.3 + 6.56; PRL 400.0 + 41.8)], lo cual se comprueba con el uso del
inhibidor del receptor de PRL (G129R 312.8 + 32.52) y de inhibidores de la via [(PP2
286.0 £ 13.65) y (GSK 247.5 + 50.61)].
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Figura 16. Efecto de la PRL en la activacion de la via PI3K-AKT en células WEHI-231.
Se determiné | a fosforilacion de AKT mediante citometria de flujo en células WEHI-231
incubadas con diferentes inhibidores (G129R, PP2, GSK) y con PRL. Se muestra a) IMF de
pAKT y b) Histograma representativo, control de isotipo (gris), medio (negro), PRL (rojo) y
G129R (azul). *p<0.05

También se determiné el efecto de la PRL en la activacidn de la via de senalizacion
JAK-STAT, midiendo | a fosforilacion de las tres moléculas STAT que han s ido
reportadas para el receptor de PRL (STAT-1, STAT-3 y STAT-5). Obteniendo como
resultado que la P RL unicamente promueve | a f osforilacion de STAT-3 [(Medio
155.0 £ 4.58; PRL 174.0 £ 2.64)] y cuando | as células s on incubadas con los
diferentes inhibidores se observa una disminucion significativa en la fosforilacion de
STAT-3 [(G129R 153.3 £ 7.23; PP2 126.3 + 3.01; Stattic 148.0 + 8.88)], lo cual se
muestra en la figura 17.
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Figura 17. Efecto de la PRL en la activacion de la via de sefalizacion JAK-STAT en
células WEHI-231. Se determind la fosforilacion de las moléculas STAT-1, STAT-3y STAT-
5 mediante citometria de flujo en células WEHI-231 incubadas con diferentes inhibidores
(G129R, PP2, Stattic) y con PRL. a) IMF de pSTAT-1, b) IMF de pSTAT-5, ¢) IMF de pSTAT-
3 y d) Histograma representativo, control de isotipo (gris), medio (negro), PRL (rojo) y
G129R (azul). *p<0.05

Finalmente, para determinar si la interaccion PRL-receptor de PRL activa la via de
sefalizacion MAPK, se determino la fosforilacion de ERK. Las células WEHI-231 se
incubaron con d iferentes inhibidores ( G129R, PP2 y G SK). Enlafigura 18 se
muestra la fosforilacion de la molécula ERK en donde se observa que la PRL no
tiene efecto sobre la fosforilacién de esta molécula [(Medio 104.7 + 5.13; PRL 97.80
+ 1.74)], y con los diferentes inhibidores se observa el mismo efecto que solo con
PRL [(G129R 96.57 + 3.36; PP2 96.70 + 2.16; GSK 102.7 + 8.10)].

36



150

Medio PRL G129R PP2 GSK
+ + +
PRL PRL PRL

Figura 18. Efecto de la PRL en la fosforilacion de ERK en células WEHI-231. Se
determiné | a fosforilacion de ERK m ediante citometria de flujo en células WEHI-231
incubadas con diferentes inhibidores (G129R, PP2, GSK) y con PRL.

Union de STAT-3P a sitios promotores de genes anti-apotéticos en células
WEHI-231.

Con base en los resultados obtenidos, en donde se determind que la PRL a través
de la unién a su receptor es capaz de inducir la fosforilacion de STAT-3 y sabiendo
que esta molécula funciona como factor de t ranscripcion, se determiné mediante
ensayos de inmunoprecipitacion de cromatina (ChlP) la union de STAT-3P a los
sitios promotores de genes anti-apototicos. Encontrando que las células WEHI-231
incubadas con PRL inducen la union de STAT-3P a | os promotores de los genes
Bel-xL (3.55 £ 0.35 %lInput) y Bel211 (3.15 £ 0.35 %lInput) (Figura 19), los cuales por
accion de la PRL se encontraron aumentados (Figura 15) y no en los promotores
de los genes Bcl1a2a y Bcel2110 (Figura 19) los cuales no se vieron afectados por la
PRL (Figura 15).
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Figura 19. Union de STAT-3P a sitios promotores de genes anti-apoptoéticos. En
células WEHI-231 incubadas 1 hora con PRL, se realizé ChIP con anticuerpos anti-IgG y
anti STAT-3. Se muestra % de Input en diferentes sitios promotores de genes anti-
apoptoticos.

Con | os resultados obt enidos det erminamos que | as células W EHI-231 s on
rescatadas de la apoptosis cuando son incubadas con PRL, la interaccion de esta
hormona con su receptor promueve la fosforilacion de AKT y STAT-3; y la molécula
STAT-3P se une a los sitios promotores de genes anti-apoptoticos promoviendo su
expresion. Para comprobar si estas células son rescatadas de la apoptosis a través
del receptor de P RL, las células fueron i ncubas con | os d iferentes i nhibidores
(G129R, GSK, PP2, Stattic) posteriormente con PRL y al final se entrecruzo el BCR.
Los resultados se muestran en | a figura 20 en donde pod emos observar que | as
células W EHI-231 incubadas c on e | inhibidord e P RL p resentan u n m enor
porcentaje d e c élulas vivas y un mayor po rcentaje de células en apopt osis en
comparacioén con las células que solo fueron incubadas con la PRL; lo mismo se
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obtuvo con los diferentes inhibidores empleados [Porcentaje de células vivas (Medio
73.53 = 0.20; anti-IgM F(ab’). 18.87 £ 0.51; PRL 1 hora y anti-IgM F(ab’)2 25.03 +
0.23; G129R 30min +PRL 1 hora + anti-IgM F(ab’)2 20.47 + 0.83; PP2 30min +PRL
1 hora + anti-IgM F(ab’). 16.33 + 0.85; GSK 30min +PRL 1 hora + anti-lgM F(ab’)2
12.73+ 0.91; Stattic 30min +PRL 1 hora +anti-IgM F(ab’)> 17.37 + 0.59) y Porcentaje
de células caspasa-3 (Medio 31.17 + 0.25; anti-IgM F(ab’). 84.40 + 2.15; PRL 1 hora
y anti-lgM F(ab’). 78.11 £ 0.32; G129R 30min +PRL 1 hora + anti-IgM F(ab’)2 83.87
+ 1.52; PP2 30min +PRL 1 hora + anti-lgM F(ab’)2 84.4 + 0.70; GSK 30min +PRL 1
hora + anti-lgM F(ab’). 88.33+ 0.47; Stattic 30min +PRL 1 hora + anti-IgM F(ab’).
83.5+0.10) ]
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Figura 20. Efecto de la sefializacion del receptor de PRL en la apoptosis de células
WEHI-231. Se determind el a) porcentaje de células vivas y b) el porcentaje de células
caspasa 3 en células WEHI-231 que fueron incubadas con diferentes inhibidores (G129R,
PP2, GSK y Sttatic), con PRLy ade mas se entrecruzo el BCR para inducir apoptosis
(*P<0.05).

Expresion de las isoformas del receptor de PRL en linfocitos B de ratones que
desarrollan LES
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Se determind la expresion de las isoformas del receptor de PRL a nivel de mRNA
en las poblaciones de linfocitos B de médula ésea provenientes de ratones C57BL/6
(cepa control) y MRL/lpr; a las 9 s emanas y con niveles elevados de P RL (15
semanas), encontrando que solo se expresa la isoforma larga. En ratones C57BL/6
de 9 semanas de edad, se encontré que conforme el linfocito B madura, la expresion
de | a isoforma | arga d isminuye [ pro-B 0. 050 + 0. 015, pre-B 0. 044 + 0. 009 e
inmaduros 0.010 £ 0.004], el mismo comportamiento se observo en r atones con
niveles elevados de P RL [pro-B 0.057 + 0.008, pre-B 0.029 £ 0.016 e inmaduros
0.010 £ 0.003] (figura 21a). Por otro lado, en ratones que desarrollan LEG (MRL/Ipr)
se enc ontro q ue | a pob lacion d e | infocitos pro-B (0.012 £ 0. 003) tiene m ayor
expresion de la isoforma larga, la cual disminuye en pre-B (0.004 + 0.004) pero
incrementa en los linfocitos B inmaduros (0.011 + 0.004); esta expresion fue menor
que la encontrando en r atones C 57BL/6. Mientras que en r atones MRL/Ipr con
niveles elevados de PRL se encontré un aumento en la expresion de la isoforma
larga en todas las poblaciones, siendo mayor en linfocitos B inmaduros [pro-B 0.067
+ 0.007, pre-B 0.061 + 0.007 e inmaduros 0.130 + 0.024] (figura 21b).
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Figura 21. Expresion Relativa de la isoforma larga del receptor de PRL. A partir de
linfocitos pro-B, pre-B e inmaduros purificados por citometria de flujo se realiz6 RT-PCR
tiempo real para determinar las isoformas del receptor de PRL a) linfocitos provenientes de
ratones C57BL/6 de 9 semanas y con niveles elevados de PRL (15 semanas) y b) linfocitos
provenientes de ratones MRL/Ipr de 9 semanas y con niveles elevados de PRL (15
semanas).
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Efecto de la PRL en la viabilidad y apoptosis de linfocitos B inmaduros de
ratones que desarrollan LES.

Para medir el efecto dela PRL en la viabilidad y apoptosis de infocitos B inmaduros,
se realizo la purificacion de linfocitos B inmaduros de ratones C57BL/6 y MRL/Ipr
(desarrollan LES) mediante citometria de flujo, se realiz6é el marcaje de viabilidad
con Ghost-Red y para determinar apoptosis se realizo el marcaje con el anticuerpo
anti-caspasa-3 activa. En ratones control C57BL/6 se encontré una disminucion
estadisticamente significativa (p<0.01) en el porcentaje de células vivas cuando los
linfocitos B inmaduros f ueron incubados c on anti-IgM F (ab’)> (43.68 + 3. 01%)
comparado con las células incubadas con medio (53.42 + 1.75%) o PRL (53.40
1.14%). No se encontré diferencia en las células vivas en los linfocitos B inmaduros
pre-incubados con P RL e i ncubados c on anti-IgM F (ab’)> (43.22 + 2. 79%) en
comparacioén con los linfocitos que no f ueron incubados con la hormona (Figure
22a). R esultados s imilares f ueron enc ontrados a | det erminar apo ptosis. E |
porcentaje de c élulas c aspasa-3 activa incrementd significativamente (32.40 £
0.94%; p<0.01)en| oslinfocitos B i nmaduros i ncubados con anti-IgM F (ab’):
comparado con los linfocitos incubados con medio (26.43 + 0.87) o PRL (26.47 +
0.70%). No hubo diferencia (p=0.2497) en el porcentaje de células caspasa-3 activa
en linfocitos B inmaduros pre-incubados con PRL e incubados con anti-IgM F(ab’).
(30.98 £ 2.61%) comparado con los linfocitos que no fueron pre-incubados PRL
(Figure 23a).
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Figura 22. Efecto de la PRL en la viabilidad de linfocitos B inmaduros. Linfocitos B
inmaduros purificados mediante citometria de flujo fueron pre-incubados 1 hora con PRL e
incubadas con un an ticuerpo anti-IgM F (ab’), por 18 horas. Las células muertas fueron
marcadas con G host-Red. a) P orcentaje de células vivas C57BL/6 y b) P orcentaje de
células vivas MRL/lpr *p<0.01.

Mientras que en linfocitos B inmaduros de ratones MRL/Ipr al ser incubados con
anti-lgM F (ab’): 18 ho ras,e | porcentajedec élulasv ivasd isminuyd
significativamente (25.40 = 1.27%; p<0.01) al compararlo con linfocitos incubados
con medio (37.96 £ 0.50%) PRL (37.30 + 2.43%). Mientras que los linfocitos pre-
incubadosc onP RLe incubados conant i-IgMF (ab’). incrementaron
significativamente el porcentaje de c élulas vivas (41.10 £ 2.26%) comparado con
los linfocitos que no fueron pre-incubados con la hormona (p<0.01) (Figure 22b).
Por otro lado, al determinar el porcentaje de células caspasa-3 activa, los linfocitos
B inmaduros que fueron incubados con anti-lgM F(ab’) incrementaron el porcentaje
de células caspasa-3 activa (49.65 + 0.64%; p<0.01) comparado con los linfocitos
incubados con medio (37.80 + 0.57%) o P RL (30.98 + 7.39%). Mientras que el
porcentaje de células caspasa-3 activa disminuyo significativamente en los linfocitos
pre-incubados con PRL e incubados con anti-IgM F(ab’). (34.75 + 1.91) comparado
con los linfocitos que no fueron pre-incubados con PRL (Figure 23b).
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Figura 23. Efecto de la PRL en la apoptosis de linfocitos B inmaduros. Linfocitos B
inmaduros purificados mediante citometria de flujo fueron pre-incubados 1 hora con PRL e
incubadas con un anticuerpo anti-lgM F(ab’), por 18 horas. Las células fueron marcadas
con Ghost-Red y un anticuerpo anti-caspasa-3 activa. a) Porcentaje de células caspasa-3
activa C57BL/6 y b) Porcentaje de células caspasa-3 activa MRL/Ipr. *p<0.01

Se determind | a expresion de genes de a poptosis en | infocitos B inmaduros de
ratones C57BL/6 y ratones MRL/Iprincubados con PRL 1 hora mediante PCR Array.
Los resultados mostraron que la PRL en ratones C57BL/6 modula la expresiéon de
varios ge nes; aumenta y di sminuye la ex presion relativa tanto de g enes pro-
apoptéticos [Apaf-1 (2.32), Bcl-10 (4.44), Bnip3l (6.28)] como genes anti-apoptoticos
[Api-5 (2.18), Birc5 (3.10), Bnip2 (2.55), Bcl2a1a (0.22), Bcl212 (0.14), Birc2 (0.28)],
asi como genes que tienen la doble funcion [ Bcl-2 (3.82), Bcel2l1 (7.74), Bcl2111
(3.41), Bnip3 ( 6.28)] (figura 24 a). Mientras que e nr atones MRL/lprl a PRL
unicamente incrementa la expresion relativa de genes; principalmente genes anti-
apoptoticos [ApiS (2.96), Bag3 (3.74), Bcl2a1a (9.88), Bcl2I2 (8.30), Bircd (10.59)],
dos genes pro-apoptéticos [Apaf1 (2.33) y Bok (2.66)], y dos genes con funcion
doble [Bcl2110 (2.22) y Bnip3 (2.05) (figura 24b). Cuando los linfocitos B inmaduros
fueron incubados con G129R se observo una regulacion negativa en la expresion
relativa de genes anti-apoptoticos que fueron incrementados en presencia de PRL
[Api5 (0.0003), Bag (0.16), Bcl2a1a (0.52), Bcl2110 (0.008), Bcl2I12 (0.99) y Birch
(0.80)], ademas de d isminuir la expresion relativa de otros genes [ Apaf1(0.03),
Bag1 (0.13), Bak1 (0.14), Bcl2I1 (0.36), Bcl2111 (0.49), Birc2 (0.20), Birc3 (0.33) y
Casp3 (0.24)] (figura 24 c), lo cual fue muy similar a lo obs ervando con Stattic
inhibidor de Stat3 (figura 24d).
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Figura 24. Expresion de genes apoptoticos modulados por PRL en linfocitos B
inmaduros. Se determind la expresion de genes de apoptosis mediante PCR Array en
linfocitos B inmaduros de médula 6sea incubados con PRL 1 hora a) C57BL/6, b) MRL/Ipr,
¢) MRL/lpr incubados previamente con G129R durante 30 minutos y d) MRL/Ipr incubados
previamente con Stattic durante 30 minutos. *p<0.01

La expresion de algunos genes fue confirmada por PCR tiempo real, encontrando
que la PRL incremento la expresion relativa de los genes Birc y Bel-xL en ratones
C57BL/6, la PRL incremento a la expresion de Birc5 y en presencia de G129, esta

expresion se ve disminuida (Figura 25).
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Figura 25. Expresion de genes apoptéticos modulados por PRL en linfocitos B
inmaduros. Se confirmo la expresion de algunos genes de apoptosis mediante PCR tiempo

real en linfocitos B inmaduros de médula ésea incubados con PRL 1 hora a) C57BL/6, b)
MRL/Ipr. *p<0.01

Via de sefializacion que activa el receptor de PRL en linfocitos B inmaduros
provenientes de ratones que desarrollan LES

En la figura 26 se muestra el efecto de la PRL y su receptor en la sefializacion de la
via PISK-AKT medido a través de la fosforilacion de AKT, en donde se observa que

en ratones control C57BL/6 y en ratones MRL/lpr que desarrollan LES, la PRL no
tiene efecto en la fosforilacion de AKT.
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Figura 26. Efecto de la PRL la activacion de la via de sefalizacion PI3K/AKT en
linfocitos B inmaduros. Se determind la activaciéon de la via de sefializacion PI3K/AKT en
linfocitos B inmaduros provenientes de ratones control y que desarrollan LES incubados
con diferentes inhibidores de esta via (PP2 y GSK), G129R y con PRL; posteriormente se
determind la fosforilacién de AKT por citometria de flujo. En ratones a) C57BL/6 y b) MRL/Ipr

Posteriormente se determiné el efecto de la PRL y su receptor en la activacion de
lavia de s efalizacion J AK-STAT medido através de la f osforilacion de las
moléculas STAT-1, STAT-3y STAT-5. Para la activacion de STAT-1 y STAT-5 no
se observaron diferencias entre los ratones C57BL/6 y los ratones que desarrollan
LES (figura 27).
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Figura 27. Efecto de la PRL en la fosforilacion de STAT-1 y STAT-5 en linfocitos B
inmaduros. Se determind la fosforilaciéon de STAT-1 y STAT-5 mediante citometria de flujo
en linfocitos B inmaduros provenientes de ratones control y que desarrollan LES incubados
con diferentes inhibidores (G129R, PP2 y Stattic) y con PRL. a) STAT-1 en C57BL/6, b)
STAT-1 en MRL/Ipr, c) STAT-5 en C57BL/6 y d) STAT-5 en MRL/Ipr.

Cuando se determino la activacion de STAT-3 observamos que en ratones control
C57BL/6 no hay efecto de la PRL; mientras que en los ratones que desarrollan LES
la PRL a través de su receptor induce la fosforilacion de la molécula STAT-3 y esta
disminuye en presencia del inhibidor del receptor de PRL [(Medio 23.3 + 3.25; PRL
33.35+ 0.21; G129R 27.05 + 1.06; PP2 28.50 + 0.99; Stattic 24.47 + 3.75)] (figura
28).
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Figura 28. Efecto de la PRL la activacion de STAT-3 en linfocitos B inmaduros. Se
determind | a activacion de la via d e sefalizacion J AK-STAT en linfocitos B inmaduros
provenientes de ratones control y que desarrollan LES incubados con diferentes inhibidores
(G129R, PP2, Stattic) y con PRL. Posteriormente se determiné la fosforilacion de STAT-3
por citometria de flujo. Se muestra a) C57BL/6 y b) MRL/lpr.

Finalmente se determiné la fosforilacion de ERK molécula importante en la via de
sefalizacion de MAPK, mostrando que en ambas cepas de ratones la PRL no tiene
efecto en la fosforilacion de esta molécula, siendo evidente la intensidad media de
fluorescencia de pERK es mayor en ratones que desarrollan LES [C57BL/6 (Medio
39.10 £ 5.28; PRL 37.50 + 6.96; G129R 39.17 + 6.20; PP2 38.03 + 6.18) y MRL/Ipr
(Medio 81.90 £ 1.00; PRL 80.25 + 0.07; G129R 82.30 £ 3.30; PP2 79.97 + 6.10)]
(figura 29).
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Figura 29. Efecto de la PRL la activacion de ERK en linfocitos B inmaduros. Se
determiné la ac tivacion de la via de sefnalizacion MAPK en linfocitos B inmaduros
provenientes de ratones control y que desarrollan LES incubados con diferentes inhibidores
(G129G, P P2) y con PRL; pos teriormente s e det erminé la f osforilacion de  ERK por
citometria de flujo. Se muestra a) C57BL/6 y b) MRL/Ipr.

Union de Stat-3P a sitios promotores de genes anti-apoto6ticos en linfocitos B
inmaduros de ratones que desarrollan LES.

Se determiné mediante ensayos de i nmunoprecipitaciéon de cromatina (ChlP) la
unién de Stat-3P a los sitios promotores de genes anti-apotéticos. Encontrando que
en linfocitos B inmaduros incubados con PRL se induce la union de Stat-3P a los
promotores de los genes Bcl-xL (2.65 £ 0.21 %Input) y Birc5 (3.10 £ 0.28 %Input)
en ratones C57BL/6, mientras que en ratones MRL/Ipr Stat-3P se unio a los sitios
promotores de los genes Bcl212 (3.90 £ 0.28 %Input), Bcl1a2a (6.05 + 0.35 %lInput),
Bcl2110 (3.90 £ 0.14 %lInput) y Birc5 (6.20 £ 0.42 %Input) (Figura 30).
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Figura 30. Unién de Stat-3P a sitios promotores de genes anti-apoptéticos en
linfocitos B inmaduros. En linfocitos B inmaduros incubados 1hora con PRL, se
realizd C hIP con anticuerpos anti-lgG y anti Stat-3. Se muestra % de Inputen
diferentes sitios promotores de genes anti-apoptoticos.

Para comprobar que la union de la prolactina con su receptor es responsable de
rescatar a los linfocitos B inmaduros de la apoptosis, realizamos |os ensayos de
apoptosis usando el inhibidor del receptor de PRL asi como Stattic inhibidor de
STAT-3 ya que se observo que la PRL activa la via de JAK-STAT-3, los resultaron
mostraron que solo en ratones que desarrollan LES, la PRL rescata a las células de
la apo ptosis inducida por anticuerpos anti IgM y cuando se uso el inhibidor del
receptor el efecto de la PRL fue revertido. [MRL/lpr (Medio 42.85 + 2.20; PRL 18.00
+1.27; G129R 32.95 + 3.18; Stattic 31.35 £ 4.03)]. Mientras que en ratones control
no hay efecto de la PRL y con el inhibidor se mantiene el mismo comportamiento,
solo c on S tattic s e obs ervéo un incremento en las ap optosis de es tas células.
[C57BL/6 (Medio 16.40 + 1.70; PRL 16.05 +4.17; G129R 18.95 + 1.63; Stattic 25.59
+ 2.62) (figura 31).
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Figura 31. Efecto de la sefializacion del receptor de PRL en la apoptosis de linfocitos
B inmaduros. Se determiné el porcentaje de células caspasa 3 en linfocitos B inmaduros
que fueron incubadas con G129R, Stattic; y con PRL, y posteriormente se entrecruzo el
BCR para inducir apoptosis. a) C57BL/6 y b) MRL/Ipr (*p<0.05).
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Discusion

Se conoce que la PRL tiene un papel enlos mecanismos de tolerancia periférica del
linfocito B, en do nde s e ha dem ostrado q ue m odula genes ant i-apoptoticos y
moléculas como CD40 y BAFFR (95). Sin embargo, no se cuenta con informacién
sobre el efecto de la PRL en la tolerancia central. Por otro lado, se sabe que en
ratones que desarrollan LES hay una disminucion de linfocitos B inmaduros y un
incremento de linfocitos B T1 (91,97); y se sabe que en el estadio de linfocito B
inmaduro se lleva la eliminacion de la mayor parte delinfocitos B autorreactivos (24).
La falla en la eliminacién de las clonas autorreactivas favorece el desarrollo de
enfermedades autoinmunes como LES. Por lo que decidimos determinar el efecto
que tiene la PRL en la sobrevida de linfocitos B inmaduros; para lo cual empleamos
dos modelos. E| primer modelo fue la linea celular WEHI-231 que pr esenta un
fenotipo de linfocito B inmaduro y tiene la caracteristica que al entrecruzar su BCR
estas células son eliminadas por apoptosis lo cual mimetiza la interaccién del BCR
con antigenos pr opios ( 98); y e I's egundo modelos | infocitos B i nmaduros

provenientes de ratones que desarrollan LES.

En trabajos previos en nuestro grupo se ha demostrado que todos los estadios de
maduracion del linfocito B en médula ésea y bazo expresan el receptor de PRL en
cepas de ratones que desarrollan LES (91,97), sin embargo, no se ha establecido
si predomina la expresion de alguna de las i soformas del receptor. En estudios
realizados en humanos se ha reportado que la isoforma larga esta asociada con la
progresion y m etastasis en ¢ ancer de m ama, pr omoviendo | a p roliferacién y
sobrevida de las c élulas c ancerosas; m ientras qu e la isoforma c orta h a s ido
asociada con efectos anti-proliferativos y pro-apoptoéticos (99-101). Por lo que en
este trabajo se determind la expresion de las isoformas larga y corta del receptor de
PRL a nivel de mRNA. Nuestros resultados muestran que en el modelo de células
WEHI-231 se expresa unicamente laisoforma larga del receptor. El mismo resultado
se obs ervé e n linfocitos B de m édula 6s ea de r atones c ontrol y r atones que
desarrollan LES, donde la expresion de la isoforma larga del receptor de PRL fue
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mayor en ratones que desarrollan LES con niveles elevados de PRL. Con esto se
demostrd que en infocitos B inmaduros solo se expresa la isoforma larga y esto nos
indicaque launidénde | aP RL po dria estar f avoreciendo la s obrevidao Ia
proliferacion de estas células.

El estadio de linfocito B inmaduro es un punto importante para la eliminacion de las
clonas autorreactivas, aproximadamente el 70% de es tas células son eliminadas
(22). Uno de los mecanismos por el que seda laeliminacion de |as clonas
autorreactivas, es la muerte por apoptosis (27); y como se sabe que la PRL tiene
efectos anti-apoptéticos en diversos tipos celulares (102-104), decidimos estudiar el

efecto que tiene esta hormona en la apoptosis de los linfocitos B inmaduros.

En nuestro modelo con la linea celular WEHI-231, determinamos que | as células
incubadas con P RLy en las c uales pos teriormente s e ent recruzo s u B CR,
incrementaron s u s obreviday m ostraron una d isminucién en la ap optosis a |
compararlo con las células que no fueron incubadas con PRL. Con estos resultados
demostramos que | a PRL rescata a las células WEHI-231 de la apoptosis. Para
conocer como es que la PRL esta rescatando de la apoptosis a las células WEHI-
231, determinamos por PCR Array la expresién de genes de apoptosis. Nuestros
resultados mostraron que la PRL modula la expresion de genes de la familia Bcl-2;
aumentando la expresion de genes anti-apoptoticos como Bcl2l1 (Bcl-xL) y Bcl212;
y disminuyendo la expresién del gen pro-apoptotico Bad. Nuestros datos muestran
por vez primera el efecto de la PRL en las células WEH-231 y tienen concordancia
con lo descrito en otro tipo de linea celular, como las células Nb2 (linfocitos pre-T
de rata), en donde se demostré que la PRL incrementa la sobrevida de estas células
incrementando | a ex presion de B cl-xL ( 105). Sin embargo, a d iferencia de Ilo
encontrado en las células Nb2, donde no observé efecto de la PRL en la expresion
del gen pro-apoptotico Bad, nuestros resultados mostraron una disminucién en este
gen. Se sabe que Bad se puede unir a Bcl-2 o Bcl-xL, promoviendo apoptosis (106),
la disminucién en la expresidn de este gen enlas células WEHI-231, concuerda con

un menor porcentaje de células en apoptosis.
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Los efectos que ejerce la PRL son mediados a través de la union a s u receptor,
nuestros resultados mostraron que las células WEHI-231 solo expresan la isoforma
larga del receptor de PRL, y se sabe que esta isoforma es capaz de activar las vias
de sefnalizacion JAK-STAT, PI3K-AKT y MAPK (53). Para determinar la seializacion
que induce la union de la PRL a s u receptor en c élulas WEHI-231, realizamos
ensayos de f osforilacion de pr oteinas de las di ferentes v ias de s efializacion.
Nuestros resultados mostraron que la interacciéon PRL-receptor de PRL en células
WEHI-231, es capaz de activar las vias de sefalizacion PI3K- AKT y JAK-STAT,
esta ultima a t ravés de | a fosforilacion de STAT-3. E n es tudios previos se ha
reportado que la PRL es capaz de inducir la activacidén de la via de s enalizacion
PISK-AKT, lo cual se ha asociado con rescatar células Nb2 de la apoptosis (107).
Ademas, se sabe que la via de sefalizacion PI3K-AKT incrementa la expresion de
moléculas anti-apoptéticas en diversos tipos células como linfocitos B, linfocitos T y
neutrofilos, tanto en estado patolégico como en homeostasis (108-110). Estos datos
concuerdan con los resultados encontrados en donde la PRL rescata a las células
WEHI-231 de la apoptosis a traveés de las vias de sefalizacién PI3K-AKT.

En linfocitos B inmaduros provenientes de r atones que des arrollan LES, la PRL
también aumento la sobrevida y disminuyd la apoptosis de estas células. Este efecto
nos e observoen r atonesc ontrol. D eterminamos | a expresion d e ge nes
relacionados ¢ on apopt osisy dem ostramos que en  linfocitos B i nmaduros
provenientes de ratones control, la PRL modula tanto a la alta como a | a baja la
expresion de genes anti-apoptéticos y pro-apoptéticos, principalmente de la familia
Bcl-2, este balance entre genes pro y anti apoptoéticos concuerda con que la PRL no
fue capaz de salvar a estas células de la apoptosis. A diferencia de o encontrado
en linfocitos B inmaduros de ratones que desarrollan LES, donde la PRL incrementd
la expresion de genes anti-apoptoticos principalmente de la familia Bcl-2, ademas
del gen Birc5. Se sabe que linfocitos B de bazo al ser tratados con PRL son mas
resistentes a la apoptosis en ratones B6.Sle.3 (111). Algunos genes de la familia

Bcl-2 p articipan en la sobrevida de linfocitos B tanto en m édula 6s ea como en
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periferia, se demostré que Bcl-xL es importante para la sobrevida de linfocitos B
inmaduros mientras que Bcl-2 es importante en linfocitos B maduros (112,113), lo
cual concuerda con nuestros resultados. Otros miembros de la familia de Bcl-2 que
se han asociado con la sobrevida de linfocitos B inmaduros son BCL-W, BCL2A1A,
este U Itimo t ambién s e enc ontr6 aumentando en las c élulas de ratones que
desarrollan LES tratadas con PRL (114,115). Ademas, se ha demostrado que Birc5
es importante para la sobrevida de linfocitos B inmaduros y linfocitos B maduros
(116), y se reporto la expresion a n ivel de mRNA en linfocitos B i nmaduros de
ratones que desarrollan LES vy esta expresidn se increment6 en ratones con niveles
elevados de PRL (97), lo cual concuerda con los resultados mostrados. Ademas, en
pacientes con enfermedades autoinmunes como esclerosis multiple se ha descrito
que la PRL aumenta la expresion de genes anti-apoptoéticos como Bcl-2 y disminuye
la expresion de genes pro-apoptoticos como Trp63 (117). Mientras que la molécula
anti-apoptoética B irc5 s e ex presa en c¢ élulas m ononucleares d e p acientes c on
Miastenia Gravis en c omparacién con sujetos sanos que no | a expresan (118) y
ademas el aum ento de B ircb s e haas ociadoa un m al prondstico en A rtritis
Reumatoide (119,120). Por lo que nuestros resultados indican que esta hormona
rescata de la apo ptosis inducida através del BCR a los linfocitos B inmaduros

unicamente en ratones que desarrollan LES.

A diferencia de lo obs ervado en |a linea celular, en los linfocitos B i nmaduros
provenientes de ratones, no observamos activacion dela via de senalizacion MAPK,
ya que la PRL no fue capaz de aumentar la fosforilacion de ERK. Sin embargo, si
demostramos que la fosforilacion de ERK es mayor en los linfocitos provenientes de
ratones que desarrollan LES en c omparacién c on los r atones c ontrol. E stos
resultados concuerdan con lo previamente reportado, en d onde se ha observado
que |l a fosforilacion de ERK e sta aumentada uni camente en pac ientes con LES
(121,122). Tampoco demostramos activacion de la via PI3K-AKT a diferencia de lo
observado en la linea celular WEHI-231. Estos datos demuestran que el efecto de
launiénde laP RLas ureceptordepe nderadeltipodecélulaqueseesté

estudiando. La unica via de sefalizacién que se activo en los linfocitos B inmaduros
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de ratones que desarrollan LES por efecto de la union de la PRL a su receptor, fue
la via JAK-STAT3. Se sabe que la sefializacion a través de JAK-STAT es capaz de
modular la ex presion de ge nes apoptoticos de |a familia Bcl-2, por ejemplo, en
células T activadas y neutrdfilos, la sefializacion via JAK-STAT induce la expresion
de moléculas de la familia Bcl-2 (109,110). En particular la activacién de STAT-3 en
linfocitos T ayuda mantener la homeostasis regulando la expresién de genes de la
familia Bcl-2 (123), y en | ineas celulares de cancer, incrementa la expresion de
genes anti-apoptoticos de la familia Bcl-2, ademas de Birc5 y Mcl-1 (124 - 126). Lo
cual apoya los resultados mostrados en los ratones que desarrollan LES, en donde
la PRL promueve |a fosforilacion de S TAT-3 y esta su vez estaria modulando la

expresion de genes anti-apoptoticos para rescatar a las células de la apoptosis.

Para demostrar que la activacion de STAT-3 observada tanto en células WEHI-231
como en | os linfocitos B inmaduros de r atones que des arrollan LES, induce |a
expresiond el osgenes anti-apoptoéticos, realizamos ens ayos de

inmunoprecipitacion de la cromatina (ChIP). Demostramos que STAT-3 activado se
une a los sitios promotores delos genes que fueron modulados por la PRL en ambos
modelos. En linfocitos B inmaduros provenientes de ratones que desarrollan LES,
estos r esultados t ienen un impacto en e | desarrolloy m anifestaciones de la

enfermedad como se describid en un trabajo previo (91).

Finalmente, para comprobar que estos efectos se deban al receptorde PRL se
utilizé un inhibidor del receptor, el cual es una molécula similar a la PRL excepto
porque p resenta una m utacion que t iene c omo ¢ onsecuencia un ¢ ambio de
aminoacido en la posicién 129, de una Glicina a una Arginina (G129R), este cambio
permite que el inhibidor se una a un receptor, pero no al segundo por lo que no
dimeriza y esto inhibe la sefializacidén. Ya se ha descrito que este inhibidor es capaz
de inhibir la fosforilacion de STAT-3 en c élulas de c ancer de m ama, ademas de
regular la expresion de genes de la familia Bcl-2 modulados por la PRL (127,128).
Esto concuerda con nuestros resultados, ya que al utilizar el inhibidor del receptor

de PRL (G129R), observamos que la PRL no es capaz de rescatar a las células de
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la apoptosis, enc ontrando q ue s e d isminuye | a ex presion de los genes ant i-
apoptéticos que fueron incrementados, y ademas inhibe la activacion de las vias de
sefalizacion que son activadas por esta hormona. Con estos resultados mostramos
que los efectos observados en las células incubadas con PRL son especificos de la

sefalizacion a través de su receptor.

Con nuestros resultados describimos el mecanismo de accién de la PRL tanto en la
linea celular WEHI-231 como en los linfocitos B inmaduros provenientes de ratones
que desarrollan LES. Demostramos que |la PRL ejerce sus efectos a través de la
unién con la isoforma larga de su receptor, esta interacciéon promueve la activacion
de la via JAK-STATS3, |a fosforilacién y dimerizacion de S TAT-3, promueve que
funcione como factor de transcripcién y se una a los sitios promotores de los genes
anti-apoptoticos, incrementando la expresion de es tos genes, lo que tiene como
consecuencia promover la sobrevida y el rescate de la apoptosis de los linfocitos B
inmaduros. Mientras que cuando se usa el inhibidor del receptor de PRL, los efectos
observados por accion de esta hormona s e ven revertidos. ( Figura 26). En los
ratones qu e des arrolla LES, es tos r esultados m uestran que | a P RL es taria
rescatando de |l a apoptosis al as clonas de células B i nmaduras que es tén
reconociendo antigenos propios en médula 6sea (clonas autorreactivas), lo que se
traduciria en la maduracion de clonas de células B autorreactivas incrementando el

riesgo de desarrollar enfermedades autoinmunes.
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Conclusiones

La PRL rescata a linfocitos B inmaduros de la apoptosis inducida por BCR, a través
de la isoforma larga del receptor de PRL, induciendo las vias de sefializacién PI3K-
AKT (solo en las células WEHI-231) y JAK-STAT-3. Esto promueve la transcripcion
de genes anti-apoptoticos principalmente de la familia Bcl-2, asi como de Birc5; a
través de la union de Stat-3P a los sitios promotores de los genes anti-apoptoticos.
Finalmente, al usar el inhibidor especifico del receptor de PRL se demostré que los
efectos de esta hormona son revertidos.
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Figura 32. Mecanismo de accion de la PRL en linfocitos B inmaduros de ratones que
desarrollan LES. Cuando ! os | infocitos B i nmaduros s oni ncubados c on PRLYy

posteriormente se entrecruza el BCR con anticuerpos anti-IgM, la PRL es capaz a través
de su receptor de activar la via JAK-STAT3 promoviendo la translocacion al nucle6 de
dimeros de S TAT-3, | os cuales promueven | a transcripcién de g enes anti-apoptoticos,
salvando asi a las células de la apoptosis, y cuando se usa el inhibidor del receptor de
prolactina este efecto se ve revertido.
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