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GLOSARIO

BCR Bromocriptina.

CPM Cuentas por minuto.

CcT Cuentas totales,

DE Desviacién estindar.

HPRL Hiperprolactinemia.

iL interleucina.

IRMA nmuno-<sadic-ensayo.

kDa Kitodatton.

LES Lupus eritematoso sistémico,
NPRL Normoprolactinemia.

PBS Amortiguador fosfato sélino.
PEG Polietilengticol (6,000)

PRL Prolactina.

RIA Radio inmuno-ensayo.

fe Coeficients de correlacién de Spearman.
rpm Revoluciones por minuto.

SLEDAI Indice de la actividad de la enfermedad en !upus eritematoso
sistédmico.



RESUMEN

Objetivos. Determinar en pacientes con lupus eritematoso sistémico (LES): 1) la
frecuencia de autoanticuerpos anti-prolactina (Ac-PRL), 2) la correlacién entre los titulos
de Ac-PRL y la prolactinemia, 3) la asociacion entre la presencia de Ac-PRIL y la actividad
lupica y 4) la comrelacion entra los titulos de Ac-PRL y la actividad hipica.

Disefio. Estudio transversal (descriptivo para objetivos 1, 2 y 4, y comparativo para el
objetivo 3).

Sitic de! estudio. Unidad de investigacién Médica en Inmunologia del Hospital de
Pediatria y e Servicio de Reumatologia del Hospita! de Espediafidades. Centro Médico
Nacional Siglo XXI, Institute Mexicano del Seguro Social.

Pacientes. 259 pacientes (242 mujeres) consacutivos (muestreo no aleatorio), > 18 afios
de edad con criterios del Colegio Americano de Reumatologia para LES, cualesquiera que
fuera ¢l iempo de evolucion, actividad y tratamiento, atendidos en la clinica de lupus entre
septiembre, 1898 y abril do 1997.

Mediciones. Se realizd intemrogatorio y exploracion fisica, la actividad lipica fue evaluada
con el indica de actividad de la enfermedad en LES (SLEDAL, > 1 punto se conskiero
activo), determinacién sérica basal de prolacting, presencia y titulos de Ac-PRL Los
coeficiantes de variacion intra e interensayo de todas las pruebas fueron menores de! 8
%.

Resultados. En 13258 (5 %) tuvieron Ac-PRL en base a: i) la proporcién de PRI. sérica
unida a igG por IRMA después de haber sido inmunoprecipitada con proteina A acoplada
a sefarcsa fue mayor a la media + 3 DE de! valor de 24 mujeres sanas (0.35 + 0.4 %, 14
con nomoprolactinemia [NPRL] < 20 ng/ml y 10 embarazadas con hiperprolactinemia
[HPRL] > 20 ngfmi), ii) la filttracién en gel mostrd que la mayor parte de la PRL sérica (85.8
+ 11.8 %) era una mscroprolactina (big-big PRL) que eluyo en la posicién del peso
molecutar de la IgG (150 kDa) y iii} la proporcion de unién de la PRL sérica a columnas
con proteina A y G fue elevada (76.1 + 10 %). La frecuencia de Ac-PRL en NPRL fue de 0
9% (0/218) y en HPRL. 31.7 % (13/41). Con HPREL secundaria “inducida por drogas™ 2/12
{14.3 %) y con HPRL idiopdtica 11/27 (40.7 %). Hubo una comelacién positiva entre los
titulos da Ac-PRL y la PRL sérica (,=0.88, p=0.0001). En 110 pacientes (42.5 %) habia
actividadtﬂpicaylafrawenciader—PRLenﬁaac&vosynoacﬁvosnofuosigniﬁcaﬁva
(5.5 % vs. 4.7 %, p=0.99); de las variables probadas stk los niveles elevados de PRL



mostrd ser un factor independiente asociado a la actividad iipica (p=0.024). Hubo una
comrelacion negativa pero no significativa entre los titulos de Ac-PRL y el SLEDAI {r,~= -
0.18, p=0.59). Los pacientes con Ac-PRL tanian niveles de PRL mas elevados (33.2 +
13.8 ng/ml vs. 116 + 13.2 ng/mi, p=0.0001) y todos con HPRL (100 % vs. 11.4 %,
p=0.00001).

Conclusionas, Se demostird la presencia de Ac-FRL en un subgrupo de pacientes con
LES, los cuales fusron detectados como una macroprolactina de ~ 150 kDa (big-big PRL),
su frecuencia fue alta en pacientes con HPRI. secundaria y alin mayer con HPRL de
causa no identificada (HPRL idiopatica). La presencia de Ac-PRL se asocid af estado
hiperprolactindmico y sus titulos comelacionan en forma positiva con la prolactinemia. El
aumento en los niveles séricos de PRL se relaciona a la actividad lipica pero no se
encontrd relacién entre los Ac-PRL y la actividad lupica.



ANTECEDENTES

E! lupus eritematoso sistémico (LES) es una enfermedad reymatica autoinmune
compleja, es mas frecuente en mujeres (relacién mujereshombres 8:1) y mas comun
durante la edad reproductiva (1), este predominio al sexo femenino ha sido atribuide a las
propledades inmunoestimutadoras de los estrogenos (2). El LES se caracteriza por
anormalidades tanto en los linfocitos B como T, especiaiments durante la actividad de la
enfermedad causando una exagerada produccidn de autoanticuerpos. El suero de
pademasconLESsecaracterizapmlaroacﬁvidadaumgmmiedadda
autoantigenos, particularments a nucleoproteinas, entre estos autoanticuerpos, aquellos
que unen DNA, Sm, RNP, Ro, L= e histonas han sido extensamente eshudiados. Algunos
de estos autoanticuerpos como anti-dsDNA y anti-Sm han mostrado especificidad para
LES.otosammnﬁwemoshmsidoasodadoswnmmﬂemdomswﬁwm;dela
enfermedad. Los autoanticuerpos anti-Ro estan asociados al LES cutdneo subagudo,
lupus neonatal y lupus seronegativo. Los autoanticuerpos anti-La estan presentes en los
pacientes con fupus que tienen sindrome de Siégren.

Las alteraciones en la respuasta inmune en ef LES pueden ser debidas a factores
gendticos, ambientales y hommonates. La homona lactogénica de la hipdfisis anterior
prolactina (PRL), tiene potentes efectos sobre la respuesta inmune (3), se ha demostrado
que exacerba ia actividad de la enfermedad en ratones hembras Nueva Zelanda negras X
Nueva Zelanda blancas (NZB X NZW) que padecen una enfermedad similar al LES (4).

La actividad biolégica de la PRL fue reconocida por primera vez en 1928, cuando
sl administrar extractcs de hiptfisis a conejas ooforectomizadas se les provocaba
secracidn lactea {5). Al momento actual ss conocen més de 89 acciones diferentas de la
PRL en animales vertebrados, desde peces a mamifercs que incluyen entre otras:
osmorregulacién, desarrollo y crecimiento, reproduccion, metabolismo de carbohidratos y
lipidos, secrecitn de mucinas y la més recientemente demostrada sobre ei sistema
inmune (8). E! gen de ia PRL se localiza en el brazo corto del cromosoma 6 y contiene 18
Kb que codifican para una proteina giobular de una sola cadena de 188 aminoacidos con
un peso molecular de 23 kDa (7). La PRL se encuentra en varios tejidos de mamiferos y
su sintesis ha sido demostrada en el corién humano, endometrio, en algunas lineas de
céluias tumorales, en linfocitos T y B y en &l sistema nenvioso central {8-13).



La liberacion de PRL por la hipdfisis es estimulada por serotonina, hormona
liberadora de tirotropina, el péptido intestinal vasoactivo y neurclépticos e inhibida por
dopamina y opiéceos. La interleucina (IL) 1 y probablemente otras citocinas participan en
asta reguiacién (14-18).

La relacidén entre el péptido neurcendocrind PRL y e! sistema inmune fue evidents
en 1830, cuando Smith observd que el timo de ratas sufria un proceso de atrofia
inmediatamente despuds de realizardes hipofisoctomia {17). Mucho después, Nagy y
Berczi en 1978, publicaron su trabejo cldsico acerca de la inmunodeficiencia en ratas
hipofisectomizadas v que al administrarles PRL, hormona del crecimiento y lactbgenc
placentario se restablecia la reactividad inmunolégica (168,18). En 1883 (20) se repitieron
estos axperimentos, pero esta vez utilizando bromocriptina (agonista dopaminérgico) para
inhibir selectivamente la secreciin de PRL, encontrindose exactamente los mismos
resultados que con las ratas hipofisectomizadas, es decir, se inhibian las reacciones
inmunes tanto celular como humoral (reaccidn de hipersensibllidad cutinsa al
dinitrociorobenceno, arfritis por adyuvante, encefalitis alérgica experimental, formacion de
anticuerpos dirigidos contra eritrocitos de camero vy a lipopolisacaridos bacterianos)
(20,21).

La interrelacién entre PRL y el sistema inmune ocurre a niveles celulares y
moleculares. Las citocinas influyen en la secrecién de PRL por células hipofisiarias, la
secrecion de PRL es estimulada por IL-8 y suprimida por IL-1 {(22,25). La IL-6 puede
actuar como un regulador paracring 0 endocrino de la secrecién de PRL (22). Los
linfocitos T y B exprasan en la superficle calular receptores para PRL (28), los cuales
estan relacionados a la familia de los recepiores de los factores de crecimiento y
diferenciacién (factor estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos y eritropoystina)
{27). Se ha demostrado también que ia PRL as producida por linfocitos murinos, en una
linea linfoblastoide humana de células B y en células humanas de leucemia mieloblastica
aguda (11,12,28), sugiriando que la PRL es un factor de proliferacién autéerino o
parécrino en los linfocitos.

Varios experimentos han demostrado aumento de ia produccion de
autoanticuerpos en roedores hiperprolactinémicos {3,21,29,30). En ratones NZB X NZwW
F1 al inducifdes hiperprolactinemia cronica por trasplante singénico de hipéfisis se
Incremento la albuminuria, aumentaron los complejos inmunes gp-70-anti-gp70,
daesarrollan hipergammaglobulinemia y tuvieron una montslidad temprana secundaria a
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nefritis por complajos inmunes (4). Recientemente se reporth que las mujeres con
hiperprolactinemia tienen una frecuencia alta de autoanticuerpos, la presencia de por lo
menos un autoanticuerpo a los 15 diferentes antigenos estudiados fue de 75.5 % (25/33),
en contraste las mujeres sanas sin hiperprolactinemia no tuvieron  autoanticuerpos (0/19}
(31). Allen y cols. midieron PRL sérica en pacientes que se les solicito anticuerpos
antinucleares en un iaboratorio de referancia de anticuerpos antinuclearas, encontrando
que la frecuencia de hiperprolactinemia fue mayor en sueros con anti-dsDNA en mujeres
con < 50 afios de edad (20 % vs. 11 %, p = 0.04), como de anti-SSA/Ro-SSB/La en
mujeres mayoras de 50 afios (21 % vs 14 %, p = 0.03) (32).

La hiperprolactinemia puede ser originada por: 1) embarazo, 2} prolactinoma, 3)
macroadenomas hipofisiarios no funcionales o tumores paraselares (meningioma,
cranaofaringioma) que comprimen la silla turca o hipotdlamo, 4) drogas que estimulan la
secreci6n de PRL (antagonistas dopaminérgicos e inhibidores de la recapatacién de
catecolaminas), 5) hipotiroidismo, 8) enfermedades de la pared torécica, 7) aiteraciones
hepaticas, 8) alteraciones renales e 9) hiperprolactinemia idiopética (cuando no se
encuentra una causa explicable o probable).

El estado hiperprolactindmico se ha relacionado a muftiples alteraciones
autoinmunes, como broiditis, uveltis, hipofistis finfocitica, insuficiencia suprarrenal
autoinmune y LES (33-38). La asociacién entre LES en hombres y niveles séricos
efavados de PRL fue publicado en 1987 y comoborado por otros autores posteriormente
(37-39). La ocurmencia de hiperprolactinemia (> 20 ng/mi) en pacientes con LES es un
dato que se ha reportado consistentements, su frecuencia oscila de 15. 3 % a 30 % (40-
44) y s6lo Ostendford (45) reportd una frecuencia de hiperprolactinemia del 2.2 %. En
contraste s6lo se espera que tengan hiperprolactinemia el 3 % de mujeres sanas entra los
14 a 43 aftos de adad (48).

En estudios realizades en madelos animales existe suficiente evidencia de que la
PRL ejerce un efecto daflino en enfermsdades autolmunes (2,4,30), en cambio los
reportes ciinicos han aportado datos contradictorios acerca de la relacién entre PRL y
actividad lipica. Algunos apoyan la asociacién entre hiperprolactinemia y actividad clinica
y seroidgica (32,40,44) y ofros no (42,43,45), esta inconsistencia obedece entre otras al
podsr estadistico de los estudios, a la falta de control en las variablas que influyen en la
actividad lupica (drogas inmunosupraesores) como de fdmmacos empleados comunments
en LES y que disminuyen la prolactinemia como es el caso de la cioroquina {(47). De 8



estudios que tratan de establecer relaciones entre prolactinemia y actividad Kipica (40-45),
en sélo tres de eflos fue posible hacer un andlisis diferente al original que ayude a explicar
en parte esta inconsistencia en base al poder estadistico de los estudios. Jara (40)
enconird asociacion entre hiperprolactinemia y actividad Ripica, con un poder del estudic
del 94 %, en contraste Pauzner y Ostendorf (43,45) no encontraron asociacion
significativa, con un poder de los estudios de 30.8 % y 10.9 % respectivaments, con alta
probabilidad de cometer un error fipo If ¢ P (sin diferencia, cuando si pueden eodstir). E
andlisis conjunto de estos datos indica que existe asociacién entre hiperprolactinemia y
actividad Wipica (véase cuadro 1y 2).

CUADRO 1, DESCRIPCION DE LOS ARTICULOS DE PROLACTINA Y ACTIVIDAD LUPICA

Caracteristica Jarn (40) Pamurner {43) Buskiia (42) Ostendorf (46}  Nehidhart
Ndmero de pacientes %S a2 ;<) 182 2
Mulares (%) 45 (100 70 (875) S8 (63.7) 188 (82.3) 20 (100}
Edad en aftos (ampittud) 340(20-84* 436(105-T736) I1.6(16-68) 41(18-72) 221 -6
Tiempo de evolucién del LES en 52(1-15"* 11.8 (0 - A0) 88{i-16) 85{1 - 47) 8(1-14;
ufios
Fracuencia de HPRL (%) 10(22 1e(1a.s) 10(158) 4022 310
Nivel de PRL {todos) 17.2 (3.6 - 168) NR NR 19.41£156
Nivel de PRL en HPRL 47,2 (204 188) 312(21 68) 3/BE(AN-57) WV7(02-382) NR
Nivel de PRL ¢n NPRL NR 10.5‘5 ) 107G-19) 70{1.2-108) NR
Técrica da modiclén de PRL RIA IRMA ELISA ELISA
Madicion de ta ectividad lGpica No SLEDAI SLEDN SLEDAI Schneider SLEDAI
Disefio dal estudio Transverssl Transversal Transversal Transverssl Transversal
descriptivo comparativo desctiptivo comparativo deacriptivo
Prugha estadistica r da Pearson chi cusdada rde Pearson  KrusimiWakls ¢ de Pearson
Significancia estadistica sl NO NO NO NO
Causss secundarigs de HPRL 6t 8it NO KO NO
Afeccién renal (%) 409 NR ar(se.n £0(495) 17010}
HPRL ¥ afeccion renal (%) 2 (0.0 NR 8 (80.0) NR oo
NPRL y afeccidn renal (%) 286D NR 2 (54.7) NR {00
Comparabilidad de grupos NO - NO" sw NO ™ NO -~
Aniidsle def poder del estudio NO NO

HPRL-hwmmPRL-Hm NPRL-W NR-Nompauoo

rdngina.
1 Ecad, retacién mujer-hombre, duacién de fa enfermedad y frecuencia de uso de estercides y antipalGdicos.



CUADRD 2. COMPARACION DE ESTUDIOS CLINICOS DE HIPERPROLAC TTNEMIA Y ACTIVIDAD LUPICA

Jars (40) Pauzner (43]  Ostendorf (48) Jara ¢ dara e+
Paumner Paatrr +
Ostendor!
— E————
Namero de stjetos 45 B2 182 127 X0
Frecuencia de 2% 19.5% 22%
(IC 65 %) (101-343%) (109-28.1 %) ©1-43%)
Activos con HPRL 7o 11H6 tH 18/25 19030
Activos con NPRL 56 xS mn 3701 14279
Difersncia de (& frecuencia de A2% 128% 16% 21.8% 8%
HPRL enire activos & Wactivos
encontrada
RM 14.00 234 0.44 380 28
(1C 95 %) {212 - 104.85) 0.85-0.47) o -5 (143=-11.30) (1.08-803)
Vaior de p 00014+ [1RF o 064" 00068« ao0 -
Poder det sstuddio 4% X8 % 10.9 % 848 % 6G.9%
Nimaero de pacientes T ases 5450 /25 T

sctivcs/inactivos para haber
podido demostirar sl la fsrencia

encontreda o8 _—
Icwi-mm&wmmdﬁi.HPRL-W.NPRL-NWWH.ND-MMM
* Prueba sxacta da Flaher.

~ Chi cuadrada con comeccidn de Yates,

Las hormonas sexuales tienen influencia en fa respuesta inmune y fa PRL sobre
{as hormonas sexuales. Los andréganos suprimen el lupus experimental (48) y se ha
demostrado que pacientes con hiperprotactinemia tienen generalmente hipogonadismio
con niveles bajos da testosterona (37,49,50), esto puede ser explicado porque la PRL
inhibe la secrecién de gonadotropinas y también disminuye {a sensibilidad de las génadas
a las gonadotropinas. £l tratamiento con bromocriptina (BCR) tiene un efecto supresor en
ol LES al normalizar la PRL y como consecuencia a la testosterona (51). Estas evidencias
sugieren que {a PRL y su interaccién con homonas gonadales pueden tener importantes
implicaciones clinicas y terapéuticas en el LES (52).

La BCR al disminuir la PRL parece ser inmunosupresora, ya que ha reducido las
manifestaciones clinicas de la uveitis autoinmune en pacientas con hiperprolactinemia y
anfermedad de Parkinson (34), mejord notablemente a una paciente con LES
neuropsiquidtrico refractario (53) y en los ratones NZB X NZW que recibieron BCR a largo
plazo la aparicion de anticuerpos anti-DNA e hipergammaglobulinemia fueron retardadas
y la longevidad media se incrementé (4). Se reporté recientemente a cuatro mujeres que
desarrollaron LES después de haber tenido niveles séricos elevados de PRL,
disminuyendo la actividad de fa enfermedad con @ uso de BCR y exacerbindose al
suspenderia (54). Un estudio ciinico no controlado en pacientes con LES y sin



hiperprolactinemia el tratamiento con BCR durante 6 a 8 mases disminuyd la actividad
hipica en los 7 pacientes tratados (p < 0.05), asi como una disminucién de los anti-dsDNA.
Posterior a la suspenskin de la BCR todos los pacientas mostraron actividad de ia
enfermedad como de los titulos de anti-<dsDNA y de los niveles séricos de PRL (55).

Varios medicamentos que elevan los niveles séricos de PRL (cloropromacina,
{abetalol, alfa-metildopa y difenilhidantoing) los cuales han sido asociados con la
ocumrencia de autoanticuerpos, estos a su vaz se han relacionado con el LES "upus-like”
o a la exacerbacién de la enfermedad (56-58), enfatizando la asociacién propuesta entre
hipemprolactinemia y la actividad lipica.

Hattori en 1992, reportd por primera vez la presencia de autcanticuerpos anti-PRL
én pacientes con hiperprolactinemia idiopética (58), la presencia de estos autoanticuerpos
anti-PRL. correlaciond con una accién biolbgica débil de la PRL en las cinco pacientes
estudiadas (menstruaciones regulares y sin galactomea), e andlisis do los
autoanticuerpos mostré ser una inmunogiobulina G con baja afinidad y alta capacidad;
este estudio no encontré autoanticuerpos ant-PRL en sujetos con niveles séricos
nomales de PRL El mismo autor en 1994 (60), reportd en paclentes con
hipamprolactinemla idiopatica (ninguno con enfermedades autoinmunes) una frecuencia de
autoanticuerpos anti-PRL del 18 % (12/75) y una correlacién pesitiva entre los titulos de
autoanticuerpos anti-PRL y ios niveles séricos de PRL  (r = 0.74). En contrasts, la
frecuencia de autoanticuerpos anti-PRL en otros estados hiperprolactinémices fue menor
que en hipemprolactinemia inducida por drogas de 4.8 % (383), en prolactinomas de 2.7 %
(1/37), en hiperprolactinemia por ctras causas de 3 % (1/33) y en normoprolactinemia (<
30 ug/L) de 1.3 % (3/228). La causa de {a presencia de los autoanticuarpos anti-PRL no
es clara, se puede especular sobre {a secrecidn de una PRL afterada o que su
hipersecrecién induzca ia formacién de autoanticuerpos anti-PRL. Por otro jado, la
presencia de autoanticuerpos anti-PRL puede aumentar los niveles séricos de PRL por los
siguientes mecanismos: (i) la PRL unida al anticuerpo en virtud de su tamafio escapa a la
filtracion glomerular y por 1o tanto a la degradacién renal, un érgano importante para ef
catabolismo da la PRL (61,82) v (i) la PRL unida puede alterar los mecanismos de
autorregutacién en la hipdfisis o hipotilamo provocando hipersecrecién de PRL. Los
niveles alevados de PRL en pacientes con autoanticuerpos anti-PRL puede ser andlogo al
sindrome autoinmune a la insuling, en la cuat grandes cantidades de insuling se unen a
los anticuerpos anti-insufina (83,84), sugiriende que los autoanticuerpos anti-PRL puedan



estar involucrados en la hiperprolactinemia idiopdtica y por lo tanto en la que se prasenta
en LES.

JUSTIFICACION

El LES es una enfermedad reumética autoinmune, su prevalencia ha sido
reportada en 50.8/100,000 personas mayoras de 18 afios sin importar sexo 0 grupo racial
yenmujerasde18&65ahosesapmzdmadamemede1l1,000(65}.A3imismo.esmﬁvo
relevante de atencion médica y su curso clinico puede variar desde un trastomo leve
hastallegarasarmaememedadmortal.oadalam:endaygravadaddela
enfemedadapamehmeasldaddeinwsﬁgarymrmésmdebsfemms
inmunotégicos involucrades en el LES y sus posibles repercusiones en e} espectro de la
enfermedad, por |0 que nos parecié razonabie buscar la presencia de autoanticuerpos
anﬁ—PRLenpacienhesconLESymcasodehabeﬂosoomosaralacionanounPRLsédca
y con la actividad de la enfermedad.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se ha determinado la presencia de niveles séricos elevados de PRL en pacientes
con LES y que comelacionan positivamente con la actividad de la enfermedad (40), por
otro lado, se ha encontrado una frecuencia alta de autoanticuerpos anti-PRL en pacientas
con hiperprolactinemia idiopética, que su presencia provoca una respuesta bioclégica débil
de la PRL y que comelacionan en forma positiva con los niveles séricos de PRL (60).

E! LES as una enfermedad que se caracteriza por una respuesta inmune
axagerada con formacion de multiples autoanticuerpos. Por lo que resulta razonable
pensar que la hiperreactividad inmunalégica en el LES se pudiera encontrar dirigida
también hacia la PRL y que la presencia de autoanticuerpos anti-PRL tenga un efecto
protector en la actividad del LES at blogquear la accidn biokdgica de la PRL sobre el
sistama inmunolégico. Asimismo, es posible que la presencia de autoanticuerpos anti-PRL
pueda ser una de las causas que explicard la hiperprolactinemia en pacientes con LES,
dado que fos pacientes con LES e hiperprolactinemia no presentan galactorrea y/o
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JUSTIFICACION
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se ha determinado la presencia de niveles séricos elevados de PRL en pacientes
con LES y que comelacionan positivamente con la actividad de la enfermedad (40), por
otro lado, se ha encontrade una frecuencia alts de autoanticuerpos anti-PRL en pacientes
con hiperprolactinemia idiopética, que su presencia provoca una respuesta biologica débii
de la PRL y que comrelacionan en forma positiva con los niveles séricos de PRL (60).

El LES es una aenfermedad que se caracteriza por una respuesta inmune
exagerada con formacién de muitiples autoanticuerpos. Por lo que resulta razonable
pensar que la hiperreactividad inmunolégica en el LES se pudiera encontrar dirigida
también hacia la PRL y que la presencia de autoanticusrpoes anti-PRL tenga un efecto
protector en la actividad del LES al bloquear la accién biolégica de la PRL sobre el
sistema inmunolégico. Asimismo, es posible que la presencia de autoanticuerpos anti-PRL
pueda ser una de las causas que explicara la hiperprolactinemia en pacientes con LES,
dado que los pacientes con LES e hiperprolactinemia no presentan galactormea y/o
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se ha determinado la presencia de niveles séricos elevados de PRL en pacientes
con LES y qus comelacionan positivamente con la actividad de la enfermedad (40), por
otro lado, se ha encontrado una frecuencia alta de autoanticuerpes anti-PRL en pacientes
con hiperprolactinemia idiopdtica, que su presencia provoca una raspuesta biotégica débil
de la PRL y que comelacionan en forma positiva con los niveles séricos de PRL (60).

El LES es una enfermedad que se caracteriza por una respuesta inmune
exagerada con formacién de multiples autoanticuerpos. Por lo que resulta razonable
pensar que la hiperreactividad inmunoiégica en el LES se pudiera encontrar dirigida
también hacia ia PRL y que la presencia de autoanticuerpos anti-PRL tenga un efecto
protector en la actividad del LES a! bloqusar la accidn bioldgica de la PRL sobre e
sistema Inmunol6gico. Asimismo, es posible que la presencia de autoanticuerpos anti-PRL
pueda ser una de las causas que explicard la hiperprolactinemia en pacientes con LES,
dado que fos pacientes con LES e hiperprolactinemia no presentan galactorrea ylo
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trastomos menstruales (acciones bioclégicas de la PRL), y aunado a un estudio que midié
prospectivamente dos veces la PRL en 30 pacientes con LES a intervalos de 4 a & meses
encontrando que a pesar dal aumento en la frecuencia de hiperprolactinemia en la
segunda medicién la actividad lipica fue menor que en la primera evaluacibn (43); hace
suponer probablemente que un fenémeno inicial en ol LES sea el desarrolio de
hiperprolactinemia por razones no claras y que esta provoque una respuesta inmune
hacia elfla con la formacién de autoanticuerpos ant-PRL y que estos autoanticuerpos sean
los que perpetien el sstado hiperprolactinémico (bloqueo de la retroafimentacion negativa
a nivel hipdfisis-hipotalamo y/o disminucién de la depuracion rena! de la PRL) y que a
pesar de esta estado hiperprolactinémico, la accién inmunoestimuladora sea bloqueada al
igual que de sus diferentas acciones bioldgicas. Un mecanismo aitemo, pero también
especulative es la predisposicién gendética en algunos pacientes ha mantener ia presancia
de linfocitos B autommeactivos a la PRL con produccién de autoanticuerpes anti-PRL. y asto
provoque el estado hiperprolactinémico en LES, esto pudiera ser un factor que pudiera
axplicar las inconsistenclas entre la relacién de la hiperprolactinemia y la actividad Iipica,
pudiendo interpretar que el subgrupo de paclentes con autoanticuerpos anti-PRL, aste sea
mas bien un marcador de actividad lipica como sucede con los otros autoanticuerpos
encontrados en el LES y que correlacionan con la actividad de la enfermedad o algunas
manifestaciones clinicas.

Al momento actual no hay reportes en la literatura médica en reiacién a la
presencia de autoanticuerpos anti-PRL. en el LES, como consecuencia tampoco se sabe
que relacitn guardan con el nivel sérico de PRL y la actividad de la enfermedad. El
propasito de este estudio fue hacer una exploracion inicial entre los autoanticuerpes anti-
PRLyLES.

En base a lo anterlor, tratamos de contestar las siguientes preguntas:

1. ¢ Cudl es la frecuencia de autoanticuerpos anti-PRL en pacientes con LES ?

2. ¢ Cudl es la comelacidn de los titulos séricos de autoanticuerpes ant-PRL con los
niveles séricos de PRL en pacientes con LES 7

3. ¢, Existe diferencia en la frecuencia de autoanticuerpos anti-PRL en pacientes con LES
activos y no ectivos ?

4. ¢, Cudl es la correlacion de los titulos séricos de autoanticuerpos anti-PRL con la
activicad Kipica 7



HIPOTESIS

1. La frecuencia de autoanticuerpos anti-PRL. en LES es del 10 %.

2. Existe una comelacién positiva entre los titulos séricos de autoanticuerpos ant-PRL con
los niveles séricos de PRL en pacientes con LES.

3. La frecuencia de autoanticuerpos anti-PRL es mayor en pacientes con LES sin
actividad de la enfermedad que en pacientes con LES activos.

4. Existe una comrelacién negativa entre los titulos séricos de autoanticuerpos anti-PRL
con ¢} indica de actividad lipica.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar en pacientes con LES la frecuencia de autoanticuerpos anti-PRL, la
relacion que existe entre los autoanticuerpos anti-PRL con el nivel sérico de PRL v la
actividad lupica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la frecuencia de autoanticuerpos anti-PRL en pacientss con LES.

2. {dentificar el tipo de relacién entre los titulos de autoanticuerpos anti-PRL y fos niveles
séricos de PRL en pacientes con LES.

3. Determinar si hay diferancia en ta frecuencia de autoanticuerpos anti-PRL en pacientss
con LES con y sin actividad lipica.

4. identificar el tipo de relaci6n entre los titulos de autoanticuerpos anti-PRL y el indice de
actividad lipica.
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HIPOTESIS

1. La frecuencia de autoanticuerpos anti-PRL en LES es del 10 %.

2. Existe una comelacion positiva entre los titulos séricos de autoanticuerpos anti-PRL con
fos nivetes séricos de PRL en pacientas con LES.

3. La frecuencia de autoanticuerpos ant-PRL es mayor en pacientas con LES sin
actividad de la enfermedad que en pacientes con LES activos.

4. Existe una comelacién negativa entre los titulos séricos de autoanticuerpos anti-PRL
con el indice da actividad lipica.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar en pacientes con LES la frecuencia de autcanticuerpos anti-PRL, ia
relacién que existe entre los autoanticuerpos ant-PRL con el nivel sérico de PRL y la
actividad lipica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la frecuencia de autoanticuerpos anti-PRL en paclentes con LES.

2. ldentificar al tipo de relacién entre los titulos de autocanticuerpos anti-PRL y los niveles
séricos de PRL en pacientes con LES.

3. Determinar si hay diferencia an la frecuencia de autoanticuerpos ant-PRL en pacientes
con LES con y sin actividad Nipica.

4. ldentificar el tipo de relacidn entre los titulos de autoanticuerpos anti-PRL y el indice de
actividad lGpica.
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SUJETOS, MATERIAL Y METODOS

1. LUGAR DONDE SE REALIZO EL ESTUDIO.

Eil estudio sa llevd a cabo en la Unidad de Investigacién Médica en Inmunologia
del Hospital de Pediatria y ¢! Servicio de Reumatologia del Hospital de Especialidades.
Centro Médico Nacional Sigic XXI del Instituto Mexicano del Seguro Social.

2. DISENO DE LA INVESTIGACION.

TIPO DE ESTUDIO

1) Para ios objetivos aspecificos 1,2y 4.

a) Por el control de la maniobra experimental por el investigador: Observacional.
b} Por la captacidn de la informacién: Prolectivo.

¢) Por la medicién del fenémeno en el tiempo: Transversal.

d) Par la presencia de un grupo controi. Descriptivo,

@) Por 1a direccion del analisls: Sin direccion.

f) Por la ceguedad en la aplicacién y evatuacion de las maniobras: Ciego.
DISERNO:

Estudio Transversal descriptivo.

i) Para ei objetive especifico 3.
a) Observacional.

b) Prolectivo.

¢) Transversal.

d) Comparativo.

@) Sin direccidn.

f) Ciego.

DISERO:

Estudio Transversal comparativo,
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3. DISERO DE LA MUESTRA.

3.1 Poblacién de estudio: Pacientes con LES (incidentes y prevalentes) que fusron
atendidos en la unidad participante, cualesquiera que fuera ef iempo de svolucion,
actividad y tratamiento de la enfermedad.

3.2 Muestra: Se tomaron a todos los pacientas consacutivos de la pobtacién de estudio
(muestrec no aleatorio) en el pariodo comprendido de septiembre de 1996 a abril de 1997
(para los objetivos especificos 1 a 4).

3.3 Grupo de estudio: A partir de la muestra se identificaran a dos grupos, uno gon
adlﬂdadlﬁpicayotoﬂgacﬁvidadl&pica(pamelobieﬁvoespedﬁco& bajo un disafio
pareado).

a) Grupo con actividad lWipica: Pacientes con LES que hayan sido detactados con
actividad lipica.

b} Grupo sin actividad lapica: Pacientes con LES que hayan sido detectados sip
actividad Iapica.

3.4 Criterios de seleccion:

a) Critarios de Inclusién para la muestra.

1. Pacientss con el diagnéstico de LES con una edad igual o mayor de 16 afios.

2. Ser derechohabiente al Instituto Mexicano del Seguro Social y adscrito a la unidad
participante del estudio.

3. Aceptar colaborar en el astudio.

b) Criterios de inclusién para los activos.

1. lguales que ios criterios de inclusidn para la muestra en los incisos 1a 3

2. Haber sido clasificado gon actividad lipica.

<} Critarios de Inclusién para los no activos.

1. guales que los criterios de inclusion para la muastra en los incisos 1a 3.

2. Haber sido clasificados gin actividad l2pica.
d}) Criterios de eliminacion.

1. No haberse obtenide en forma completa la informacién dlinica y los resultados de las
pruebas de laboratorio.
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TAMANO DE LA MUESTRA

En Ia unidad de estudio se atendieron en el afio de 1996 a 268 pacientes con LES
{casos incidentes y prevalentes), por lo que se estimo estudiar en forma factible a
aproximadaments 200 pacientes con LES durante el periodo de estudio. Los cdlculos para
el tamafio de musesira para alcanzar cada uno de los diferentes objetivos fuaron como

sigue:
A. Paru e} objetivo especifico 1.

No existe en la literatura médica antecedentes de la frecuencia de sutoanticuerpos
anti-PRL en pacientes con LES. En pacientes con hiperprolactinemis idiopatica sin LES se
ha encontrado una frecuencia de autoanticuerpos anti-PRL de 18 %, la frecuencia en &
LES de hipemprolactinemia de causa no explicable “idiopatica® es de 22 %, de b anterior
la frecuencia esperada de sutoanticuerpos anti-PRL es de 3.5 % (% esperado = {0.16)
(0.22) x 100). Ademds tomamos en consideracion que una de las caracteristicas en los
pacientes con LES es la detaccién de miuiltiples sutoanticuerpos, es entonces factible que
la frecusncia de autoanticuerpos anti-PRL sea mayor tedricamente que la esperada por
considerar solo la prolactinemia, En basa a lo anterior, el tamafio de muestra fue
calculado con el paquete computacional Epi-info version 8. Para un estudio de una
encuesta usando muestreo aleatorio, se hipotetizé que los pacientes corn LES tienen una
frecuencia de autoanticuerpos anti-PRL dail 10 % y un valor peor aceptable de 5 %. Con
un nivel de conflanza dal 95 % con un tamafic de poblacion estimada de 200 pacientes, el
tamafio de muestra fue de 82 pacientes.

B. Para el objetivo especifico 2.

Hattori (60) reporto un r = 0.74 entre los titulos séricos de autoanticuerpos anti-
PRL y los niveles séricos de PRL en hiperprolactinemia idiopatica, por o que esta misma
comrelacién pudo ser operamnte en los pacientes con LES. Entonces para obtener un
coeficiente de correlacién de Pearson r = 0.7 aceptando un nivet alfa de 0.05 bimargina! y
un nivel beta de 0.20, el resultado fue 13 pacientes con autoanticuerpos anti-PRL.
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C. Para el objetivo especifico 3.

El tamafio de muestra fue calculado con el paquete computacional Epistat Para
una comparacion de dos properciones pareadas aceptando un nive! alfa de 0.05 y un nivel
beta de 0.10; con un poder de 9C %. Una relacidn de activos:no activos de 1:1, el
rasultado fue de 30 pares (30 con actividad kipica y 30 sin actividad Wipica). La minima
diferencia a encontrar fue de 30 %, con una frecuencia de autoanticuerpos anti-PRL de 5
% en los pacientes con actividad Wipica. En el angxo 1, se incluye la lista de los factores y
los criterios de pareamianto para los grupos de estudio,

D. Para el objetivo especifico 4.

Para obtener un coeficiente de cormelacién de Pearson r = - 0.7 aceptando un nivel
alfa de 0.05 bimarginal v un nivei beta de 0.20, el resuitado fue de 13 pacientes con
autoanticuerpos anti-PRL.

DEFINICION DE LAS VARIABLES

l. Para of objetivo especifico 1.
1. Paclentes con lupus sritematoso sistémico (LES).
- Definicién operativa. Se considert que un pacients tiene LES cuando reunié cuatra o
mas criterios de! Colegio Americano de Reumatologia (68) {(anexo 2).
2. Autoanticusrpos anti-PRL
- Definicidn operativa. Se determind en base al porcentaje da PRL unida a IgG utilizando
proteina A acoplada a sefarosa CL-4B como inmunaoprecipitante de los complajos (PRL-
1gG) y estos ultimos detectados con una ensayo inmunoradiométrico (IRMA) (véase anexo
3).
- Escala de medicién: Nominal.
- Categoria de la variable: 1. Autoanticuerpos anti-PRL negativos.

2. Autoanticuerpos ant-PRL positivos.
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Il. Para ol objetivo especifico 2.

1. Titulos de autoanticuerpos anti-PRL.

- Definicién operativa: Se determind en basa a los titulos de autoanticuerpos anti-PRL
expresados como porcentaje de PRL unida a IgG inmunoprecipitados con proteina A
acoplada a sefarosa CL-48 y madidos con IRMA. (anexo 3).

- Nive! de medicién: Intervalo,

- Unidad de medicién: Porcantaje de radioactividad retenida.

2. PRL sérica.

- Definicion operativa: Se determiné en base a la realizacidn por duplicado de fa
cuantificacion sérica da PRL por el método de radicinmunoensayo (RIA) con doble
anticuerpos (fase liquida). Diagnostic Products Corporation, Los Angeles (DPC), este
estuche comercial tiene una sensibilidad de 1.4 ng/ml.

- Nivel de medicitn: Intervalo,

- Unidad de medicién: ng/mi.

lll. Para el objetivo especifico 3.
1. Autoanticuerpos anti-PRL
(véase variable 2 para el objetivo especifico 1).
2 Actividad lupica.
- Definicién conceptual. Manifestaciones del proceso inflamatorio del LES. Es un refigjo
del tipo y gravedad de los érganos implicados en ¢cada punto del tiempo.
- Definicién operativa. Puntaje obtenido después de la aplicacién del SLEDAI* (indice de
la actividad de la enfermedad en lupus) (67) (véase anexo 4).
- Escala de medicién: Nominal.
- Categoria de la variable: 1. Sin actividad Wipica.

2. Con actividad lipica.
* Para la puntuacién del SLEDAI, cada uno de 'os 24 mactivos que lo conforman es
ponderado con un valor que puede ir de 1 hasta B puntos, En cada item, para obtener la
puntuacién ponderada debe reunir los criterios propuestos en cualquier momento durante
los Ultimos 10 dias. De acuerdo a este puntaje, la menor calificacion {0 puntos)
comesponde a la situacién de ninguna actividad de la enfermedad y el puntaje mayor (105
puntos) corresponde al médximo grado de actividad del LES. De acuerdo a lo anterior, &l
puntaje minimo que un paciente puede obtener seria de 0 puntos y el mé&ximo de 105
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pmﬂos.SeoonsidefarasinacﬁvidaddeLESabdacaltﬁcadOndeOpmtosyoon
actividad de LES a una calificacion igual ¢ mayor de 1 punto.

IV. Para el objetivo especifico 4.

1. Titulos de autoanticuerpos anti-PRL

(véasa variable 1 para el objetivo eapecifico 2)

2. Indice de actividad Iipica.

(véase variable 2 para el objetivo especifico 3)

- Escala de medicién: Intervalo,

- Unidad de medicién: Puntaje obtenido por el SLEDAL

ANALISIS DE LOS DATOS

El endlisis de los datos consistid de las sigulentes etapas:

1. Analisis iniclal. Se procedié a analizar la distrbucién de las frecuencias de las
diferentes variables consideradas en el estudio, utiizando para ello las medidas de
msumenapropiadasacadavaﬂabledeawe:ﬂoalniveldemedidényﬁpode
distribucién. La consistencia en ia medicién de ia PRL y los autoanticuerpos anti-PRL se
realizb mediants el coeficiente do variacion.

2. Anflisis bivariado de las variables estudiadas. Durante esta etapa se utiliz6 el
coeficiente de comelacién de Pearson (r) 0 Spearman (r,) segun el caso para identificar la
correlacion de las variables bajo estudio (objetivo especifico 2 y 4) y dal coeficiente de
determinacién.

3. Aniiisis pareado. Una vez detectados a los pacientes con actividad Hipica, se
identificaron sus caracteristicas (sexo, adad, duracién de la enfermedad, PRL sérica,
intensidaddeitratanﬁentoyuutamientoeoncloroquim)mnlosqueseﬁ'atodepamara
los pacientes sin actividad upica (anexo 2), sin embargo, no fue posible el pareamiento y
se procedio a realizar un andlisis no pareado con la siguiente secuencia: 1) Andlisis
bivariado: a) la prueba de chi cuadrada con comeccidn de continuidad de Yates para
vanables nominales (autoanticuerpos anti-PRL y sexo), b) la prueba de chi cuadrada de
M-H de tendencia lineal para variable con mas de dos categorias (intensidad del
txatamiemo)yc)lapruebatdesmdentnopamadaoUdeMann-WMey(segﬁnla



distribucién de los datos) para variables continuas (edad, tiempo de evolucion de la
enfermedad, dosis de cloroquina y PRL sérica); y 2) Modelos de regresion logistica para
determinar el grado de independencia de los autoanticuerpos anti-PRL de otras variables
de estudio con la actividad lipica.

Durante este titimo proceso e independientemente de la significancia estadistica
sa determiné el poder del estudio.
El nivel de significancia estadistica en todos ios casos fue p < 0.05 bimarginal para una
hipotesis nula.
Hipéteis nulas:
1. No hay correlacién entre los titulos de autoanticuerpos anti-PRL y los niveles séricos de
PRL.
2. No hay diferencia en la frecuencia de autoanticuerpos anti-PRL en pacientes con LES
con y sin actividad lapica.
3. No hay comelacién entre los titulos de autoanticuerpos anti-PRL y el indice de actividad
lapica.
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RESULTADOS

Descripcion general. La pobtacion de estudio inciuyo a 242 mujeres y 17 hombres, una
relacion mujer : hombre de 15.2 ; 1, edad media de 35.6 + 11.0 aftos (amplitud 16 —88) y
duracion de la enfermedad de 108.8 + 103.0 meses (amplitud 1 — 447, mediana de 78).
Las caracteristicas clinicas y demograficas de los 259 pacientes con LES se presentan en
la tabla 1. La concentracién sérica de PRL medida por RIA fue de 12.7 + 14.0 ng/ml
(amplitud 0.4 - 111.8, mediana de 8.5), en 41 pacientes se encontré hiperprolactinemia
(HPRL) definida como > 20 ng/m! (15.8 %, IC 95 % 11.4 - 20.2 %), la frecuencia de HPRL
en hombres fue de 3/17 {(17.8 %, IC 85 % 0 - 35.7 %) y en mujeres de 38/242 (15.7 %, IC
95 % 11.1 -20.3 %).

Evaluaciones para detectar autoanticuerpos anti-PRL. Los coeficientes de variacidn
intra como interansayc en la determinacién de PRL (en suero como en las fraccionss de
cromatografia) y del porcentaje de unién de la PRL a IgG fueron menores del 8 %.

a) Porcentaje de unién de PRL a IgG. En 24 sujetos sanos, 14 con normoprolactinemia
(amplitud 2.5 ~ 15.7 ng/ml) y en 10 mujeres embarazadas con HPRL (amplitud 27.3 -
290.1 ng/mi) of porcentaje de PRL unida a IgG fue de 0.35 + 0.4 % (amplitud 0 - 1.1 %).
En 13 pacientes con LES el porcentaje de unién de PRL a IgG fue mayor a la media + 3
DE (1.55 %) da los controles sanos (figura 1).

b) Filtracién en gel. La cromatografie de filtracién en gel de todos los sueros con
porcentaje de unién de PRL a IgG mayor de 1.55 % mostrd que toda la PRL
inmunorreactiva o la mayor parte da ella fue eluida en las fracciones del peso molecular
de la IgG (150 kDa) (figuras 2-4), en cambio, en 18 pacientes con LES e HPRL y en 3
mujeres embarazadas con porcentajes de PRL unida a IgG menor de 1.55 % la
cromatografia de sus sueros mostré que toda la PRL inmunorreactiva eluya en el peso
molecular de las fracciones de la pequefia PRL (iitle PRL, 23 kDa) (figuras 5-8). El
porcentsje de la PRL inmuncrreactiva eluida en las fracciones de peso molecutar de 150
kDa en &l suero de los pacientes con porcentaje de unidén de PRL a IgG mayor de 1.55 %
fue significativaments mayor que del suero de pacientes con unién de PRL a IgG menor a
155 % (658 + 118 % vs 44 + 86 %, p = 0.0001). La determinacién de PRL
inmunorreactiva en cada fraccidn utilizando dos técnicas radiométricas (RIA e IRMA)
mostré que en los pacientes con porcentaje de unidn de PRL a igG menor de 1.55 % no
hubo diferencias significativas en sus concentracionss, en cambio, en los pacientes con
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un porcentaje mayor de 1.55 % las mediciones por RIA fueron consistentemente menores
que por IRMA (figura 9), por este hecho para medir la PRL en las fracciones de todas las
cromatografias se hicieron con IRMA y el porcentaje de recuperacion de la PRL en la
cromatografia de filtracidn en gel fue de 104.4 + 14.3 %,

¢} Cromatografia por afinidad. La cromatografia por afinidad con proteina A acoplada a
sefarosa CL-48 de todos los sueros con porcentaje de unién de PRL a IgG mayor de 1.55
% mostrd que la mayor parte o la totalidad de la PRL fue retenida por la columna y eluida
en las fracciones acidas (ricas en lgG) (figuras 10 — 12), en cambio, en fos pacientes con
LES con porcentaje de unién de PRL a IgG menor a 1.55 % como de embarazadas sanas
la cromatografia por afinidad mostré que la PRL no fue retenida por ella (figuras 13 — 186).
El porcentaje de PRL inmunorreactiva retenida en la columna de afinidad en &l suero de
los paclentes con porcentaje de union de PRL a IgG mayor de 1.56 % fue
significativamenta mayor que en fos sueros con porcentaje de unidn de PRL a tgG menor
de 1.55 % (76.1 + 10.0 % vs8 1.8 + 3.5 %, p = 0.0001); resultados semejantes fueron
encontrados cuando se hizo la cromatografia por afinidad con proteina G (40.1 * 20.0 %
vs 9.3 + 5.8 %, p = 0.0001){figura 17 — 23).

d) Autoradiografia. Para demostrar que este autcanticuerpo anti-PRL es una 1gG
especifica para PRL y no una IgG con actividad de PRL, en cuatro pacientes con HPRL
asociada a LES (tres con porcentaje de unién de PRL a IgG mayor de 1.55 % y uno
menor a 1.55 %) se preparo suero libre de PRL por el método de dexiran-carbdn activado
y la IgG sérica fue precipitada con sulfato de amonio (anexo 5). En la figura 24, se
muestra la autoradiografia después de haber puesto sobre el papel de nitrocelulosa
concentraciones diferentes de 1gG (25, 50 y 100 ug) y luego de incubar las tiras de papel
con "Z-hPRL, la autoradiografia muestra que los sueros con porcentaje de PRL a 1gG
mayor de 1.55 % la g5 unib a la PRL radiomarcada y no asi la IgG del paciente con
porcentaje de unidn de PRL a IgG menor de 1.55 %.

Frecuencla de autoanticuerpos anti-PRL. Con base en las evidencias anteriores, se
identificd a 13 pacientes con autoanticuerpos anti-PRL, la frecuencia en todoe el grupo de
estudio fue de 50 % (IC 95 % 23 % - 7.7 %). El 100 % de los paclentes con
autoanticuerpos anti-PRL tenian HPRL. En los 41 pacientes con HPRL, en 14 (34.1 %)
habia una condicién identificable que pudo haber elevado el nivel sérico de PRL (HPRL
secundaria), en 6 por uso de medicamentos (haloperidol, verapamilo, domperidona,
cloropromacina y amitriptilina), en 4 por insuficiencia renal (una aguda y tres cronica), en 2
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por embarazo, en una por hepatitis C cronica activa y en una por hipotiroidismo primario
(TSH mayor de 50 Ul/ml). En 27 (85.9 %) no se identificé ninguna causa que explicard la
HPRL {HPRL idiopética). La frecuencia de sutoanticuerpos anti-PRL por subgrupos se
describen en la tabla 2,

Relacién entre los autcanticuerpos ant-PRL con la actividad lupica. Por el indice
SLEDAI (= 1 punto) se identifict a 110/259 pacientes (42.5 %) con actividad lipica con un
puntaje medic de 6.9 + 6.4, mediana de 4. La comparacion en las caracteristicas clinicas
ydamogréﬁcasentrelospadentesacﬁvosynoacﬁwssepresemanenlatabiaa.a
andlisis bivariado entre la presencia de autoanticuerpos ant-PRL o del porcentaje de
unién de PRL a 1gG no mostraron diferencia significativa entre activos y no activos. El
calculo del poder estadistico del estudio fue de 4.6 % de la diferencia encontrada de la
presencia de autoanticuerpos anti-PRL y ia actividad hipica.

Los pacientes activos tuvieron menor edad, menor tiempo de evolucidn de ia
enfermedad, niveles de PRL m4s altos y mayor frecuencia de HPRL al compararios con
los pacientes no activos (p < 0.038).

Se realizaron modelos de regresitn logistica, i primero incluyo todas las variables
con significancia estadistica (p < 0.05) en el andlisis bivariado y los titulos de
autoanticuerpos anti-PRL expresados como porcentaje de unién de PRL a IgG; las
variables intensidad del tratamiento y prednisona se incluyeron por haber tenido el nivel
de significancia escogido pero no por estar asociadas tedricamente a la actividad, sino
porque son indices indirectos de la adecuada clasificacién de la actividad de los pacientes
y para determinar si las otras variables mantenian independencia. El modeio completo y et
reducido se muestran en la tabla 4, el modelo reducido y el modeio compieto tuvieron una
razén de verosimilitud semejante (x* = 2.13, p = 0.35). La prueba de bondad de ajuste
mostré que los datos se ajustaron al modelo (p = 0.17). El modeio final utitizado mostré
que la PRL es un factor independiente asociado a la actividad ldpica {coeficiente = 0.0252,
IC 85 % 0.0033 ~ 0.0470, p = 0.024), el resto de las variables no mantuvieron
independencia. La prednisona mantuvo significancia, interpretandoss como una variable
de adecuada clasificacidn de la actividad ipica.

Correlacién entre los titulos de autoanticuerpos anti-PRL y la actividad lapica. En
los pacientes con autcanticuerpos anti-PRL hubo una comelacion negativa pero no
significativa entre los titulos de autoanticuerpos anti-PRL expresados como porcentaje de
unidn de PRL a IgG y el puntaje por SLEDAI r, = -0.18 {p = 0.59) figura 25. Para



caracterizar a los pacientes con LES con y sin autoanticuerpos anti-PRL se hizo una
comparacién entre sus variables dlinicas, de laboratorio y demogréficas (tabla 5), esta
comparacién mostré que los pacientes con autoanticuerpos anti-PRL ademas de tener
difarencia significativa en el porcentaje de unién de PRL a IgG, la PRL medida por RIA fue
significativaments méas alta (33.2 + 13.8 ng/mi vs 11.8 * 13.2, p = 0.0001), todos tenian
HPRL (100 vs 11.4 %, p = 0.00001), a edad fue menor (29.3 + 6.8 vs 36.0 + 11.1 afios, p
= (0,031) y menor iempo de evolucién de la enfermedad (50.9 + 33 meses vs 111.8 +
105.5, p = 0.024), el nivel de globulinas fue mas &lto (3.9 + 0.82 g/dL v 3.4 + 0.72,p =
0.03) y en el resto de las variables no hubo diferencias significativas.

Correlacién entre los titulos de autoanticuerpos anti-PRL y la prolactinemia. Dado
gue Hattori reporto que el método de RIA subestima el valor de ia prolactinemia cuando
hay autoanticuerpos anti-PRL y no asi el método de IRMA. Antes de realizar la
correlacién, varificamos si la presencia de autoanticuerpos anti-PRL. interferia en las
mediciones de la PRL, para tal efecto en todos los pacientes con LES e HPRL se les
midio PRL diracta, total y fibre por RIA e IRMA (anexo 8). La comparacién de los métodos
mostrd que en los pacientas con autoanticuerpos anti-PRL 1a medicién de PRL directa por
RIA fue consistentements mencr que la medicién de PRL tota! por RiA, en cambio en los
pacientes sin autoanticuerpos ant-PRL las medicicnes de PRL directa por RIA fueron
semejantes que las mediciones de PRL total por RIA. La medicidn de PRL directa por
IRMA fue semsjante que la madicién de PRL total por IRMA, tanto en los pacientas con
como aquellos sin autoanticuerpos anti-PRL y las mediciones de PRL total por RIA fueron
semejantes & las mediciones de PRL total por IRMA (tabla 8). Ademés en todos los
pacientes con autoanticuerpos anti-PRL la determinacién de PRL libre fue menor que la
determinacién de PRL totai con los dos métodos radiométricos.

Para confirmar que 8} efecto supresivo en ia medicién de PRL directa por RIA de
doble anticuerpo fue debida a los autonaticuerpos ant-PRL; se preparo un pocl de susro
Ebre de PRL de 3 pacientas con auteanticuerpos ant-PRL y la IgG fue concentrada con
sulfato de amonio (anexo B). Esta 19G (0.5 mg/100 pl) fue efiadida a 100 yl del estandar
de PRL {53 ng/m)) y ia recuperacién de PRL fue medida con RIA e IRMA (figura 28). La
IgG de este pool de suaros con autoanticuerpes anti-PRL fueron mezclados a diferentes
concentraciones con el estdndar de PRL, los autoanticuerpos anti-PRL no afectaron los
valores da PRL medidos por IRMA, en donde los valores de PRL medidos por RIA de
doble anticuerpo disminuyaron de una manaera dosis-dependiente al agregar IgG dei pool
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de sueros: a la concentracion de 0.1 mg/00 pi de igG hubd una recuperacion de PRL de!
B9 % y a la concentraci6n de 0.5 mg/100ul de IgG la recuperacién de PRL fue del 37 %.

La corelacién entre las mediciones de PRL directa por RIA e IRMA fuaron
signiﬁcaﬁvasenpadentesoonosinmmmﬁwemosanﬁ-PRLpemmemnorla
correlacién en los pacientas con autoanticuerpos anti-PRL positivos que en los negativos
(r=0.90,#=081,p=00001vsr=087,r=094,p= 0.0001) (figura 27).

En los pacientes con autcanticuerpos ant-PRL hubo una correlacién positiva y
significativa entre ios titulos de autoanticuarpos anti-PRL y los niveles séricos de PRL,
siendo mayor ia comelacion con la determinacién de PRL por IRMA que con RIA {r,= 0.98,
r? = 0.94, p = 0.0001 vs r, = 0.82, r,2 = 0.67, p = 0.001) (figura 28).



DISCUSION

La presencia de niveles elevados de PRL e incluso de HPRL es un hallazgo
comin en pacientes con LES, sin embargo su causa no es clara. Encontramos una
frecuencia de HPRL asociada a LES del 15.8 %, porcontaje simifar a otros estudios
{40,42-45) y la frecuencia de HPRL asociada & LES fue semejante entre mujeres y
hombres.

La asociacién del LES con una amplia varedad de autcanticuerpos es una
caracleristica de la enfermedad. Aunque aigunos autoanticuerpes son considerados
marcadores de otras enfermedadss, estos son frecuentemente encontrados en el LES, de
este modo, ios marcadores de esta enfermedad es la potencialidad de !a multiplicidad de
autoanticuerpos circutantes. La pregunta de si éstos autoanticuerpos son inducidos por
antigenos o dado que estén codificados en los genes de las células de Ias lineas
germinales y los linfocitos B derivados de ellas escapan a los procesos de deleccién
clonal esta en debate, pero la respuesta puede ser que ocurran ambas cosas.

El presente estudio demostro la presencia de autoanticuarpos anti-PRL en algunos
pacientes con LES. La deteccion da los autoanticuerpos anti-PRL fue establecida por los
siguientes hechos: (i) el porcentaje de PRL unida a igG utilizando un gel de afinidad
(proteina A acoplada a sefarosa), la cual fue elevada, mayor a la media + 3 DE de
pacientes controlos tanto sanos con nommoprolactinemia como sanos con HPRL
fisiolégica (embarazo) (0.35 + 0.40 %, considerada como unién inespecifica), (i) la
cromatografia en gel de los susros mostn que la mayor parte de la PRL inmunorreactiva
eluyé en las fraccionas del peso molecular de la IgG (150 kDa) y (i) la PRL
inmunorreactiva del suero fue retenida en cromatografias con geles de afimidad, tanto con
proteina A como G (proteinas con afinidad para IgG). La frecuencia de autoanticuerpos
anti-PRL en la totalidad da los pacientes estudiados con LES fue del & %; al caracterizar a
los pacientes en subgrupos de acuerdo a la presancia de HPRL, en los pacientes con
normoprolactinemia no se detectaron autoanticuerpos anti-PRL (0.0 %), en cambio, en los
que tenian HPRL la frecuencia fue muy alta (31.7 %, todos los pacientes eran mujeres); al
subdividir & los pacientes con HPRL en dos grupos: 1) HPRL idiopatica, en aqueltos que
no se pudo identificar una causa probada que aumentaran los nivales séricos de PRL la
frecuencia de autoanticuerpos anti-PRL. fue aiin mayor (40.7 %) y 2) HPRL secundaria,
agquelios en que se pudo identificar una causa que explicara la HPRL fue menor (14.3 %).



Estas frecuencias por grupos de autoanticuerpos ant-PRL son més altas que las
reportadas por Hattori y cols. (60), eflos encontraron en pacientes con HPRL idiopatica y
sin trastomos autoinmunas una frecuencia del 18 % y en HPRL inducida por drogas del
4.8 %.

No hubo relacion entre ta actividad lpica y los autoanticuerpos anti-PRL, aunque
la frecuencia de eutoanticuerpos anti-PRL en los activos fue de 5.5 %, sélo fue 0.8 %
rmayor que en ios no activos (@, p = 0.99), sin embargo, el poder estadistico para haber
demostrado si esta diferencia es o no significativa fue muy bajo (poder det 4.3 %) con el
riego de estar cometiendo un emor tipo H o B, asi mismo aunque hubo una cormelacién
negativa entre el puntaje de la actividad Iiipica evaluado con el indice de SLEDAI y los
titulos de autoanticuerpos anti-PRL no hubo significancia estadistica. En la comparacion
dabspadenhsoonyshadividadlﬂpm.tosquemnlanacﬁvidadtmicaemnmés
jovenes, menor tiempo de evolucion de la enfermedad y tenian niveles séricos mas
elevados de PRL y mayor frecuencia de HPRL (p < 0.038), otras variables significativas
entre los pacientes con actividad lipica fue la intensidad del tratamiento, siendo més
frecuenta o empleo de dosis mayores de 15 mg de prednisona al dia (23.6 % vs 3.4 % en
los no activos), que concuerda cuando se comparo la dosis de prednisona mg/dia (p <
0.003), la intensidad del tratamiento como ia ingesta de mayor dosis de PON son
indicadores indirectos de una adecuada clasificacion de pacientes con actividad lapica y
no relacionadas a la actividad, ofras variables no mostraron diferencias estadisticas.

La caracterizacién de los pacientes de acuerdo a la presencia de autoanticuerpos
anti-PRL, mostré que ios pacientas con autoanticuerpos anti-PRL son més jovenas, tienen
menor tiempo de evolucion de ia enfermedad, ios niveles de gicbulinas y PRL son més
elevados y mayor frecuencia de HPRL (p < 0.03).

Al igual que Hattori y cols. (88), encontramos que los valores de PRL medidos por
RIA son mas bajos que los madidos por IRMA en la presancia de autoanticuempos anti-
PRL, esta interferencia de los autoanticuerpos anti-PRL con el sistema de RIA de doble
anticuerpo puade obedecer a que la PRL es una molécula grande y tiene varios epiopos
y por lo tanto accesible a la unién de los anticuerpes anti-PRL endfgenos como a los
anticuerpos de los reactivos, el autoanticuerpo ant-PRL no desplaza la unién de '*I-hPRL
del anticuerpo del reactive y permite su unién tanto a la "®-hPRL como a la PRL sérica
{libre o unida al sutoanticuerpo) y dado que al segundo anticuerpo puede tener una
reaccién cruzada con la inmunoglobulina humana o por la procipitacion por el
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pofietilangficol con el que se mezcla el segunde anticuerpo gran parte del trazador es
precipitado causando resultados falsamente bajos. Este mismo fenémeno se ha descrito
en la detenminacién de tiroglobulinas por RIA cuando existen autoanticuerpos anti-
tiroglobutinas, la tiroglobulina al igual que 1a PRL tienen varios sitios antigénicos (epitopos)
(69). En cambio, con &l método de IRMA el anticuerpo unido a ia fase sdlida une a fa PRL
y fuego el segundo anticuerpo radiomarcado se une a la prolactina y no da resuttados
armbneos en presencia de autoanticuerpos anti-PRL, a razén por la que no interflere en la
prueba es que la PRL retiene completamente su Inmunorreactividad ain cuando se
encuentra unida ai autoanticuerpo anti-PRL dado que los anticuerpos del reactivo
reconocen diferentes epitopos.

Hubo una comelacién positiva y significativa entre los niveles séricos de PRL
medidos por RIA @ IRMA y los titulos de autoanticuerpos anti-PRL, slendo mejor su
comrelacién con IRMA. En los pacientes que se identifico la presencia de autoanticuerpos
anti-PRL, astos fueron detectados como una macroprolactina o big-big PRL (> 100 kDa)
todos tenian HPRL, kb que sugiere que los autoanticuerpos ant-PRL se relacionan al
incremento de la prolactinemia en estos pacientes con LES, esto dltimo ademas epoyado
por la correlacién positiva entre los niveles séricos de PRL y los titulos de autoanticuerpos
anti-PRL. La unién de la PRL al autoanticuerpo anti-PRL hace que la depuracién a nivel
renal de la PRL este alterada por su tamafic molecular, Hattori y cols. {70), demostré que
la administracién intravenosa a ratcnes del complejo PRL-IgG obtenido de una paciente
con hiperprolactinemia idiopatica sin trastorno auteinmune, la depuracién de la PRL de la
circulacién en los ratones fue retardada significativaments que cuando se inyecto PRL
humana sin autoanticuerpo ant-PRL desde los primeros 10 minutos y hasta los 40
minutos que duro su experimento (p < 0.05). También el incremento de la PRL en
presencia de sutpanticuerpos anti-PRL puede deberse al bloqueo en ia retroalimentacion
negativa de la sacrecién de PRL a nivel del eje hipotalamo-hipéfisis.

El significado de la presencia del autoanticuerpo ant-PRL no es clara, es posible
que células B autormeactivas productoras de autoanticuerpos anti-PRL sea el fenémeno
inicial y esto provoque el aumento de la PRL sérica en algunos pacientes, o bien a que el
evento primaric sea la elevaciéon de los niveles séricos de PRL con o sin alteracionas
antigénicas y esto sea lo que induzca la formacién del autoanticuerpo ant-PRL en
pacientas suscaptiblas a alteraciones inmunes como en el LES. E! significado clinico de
los sutcanticuerpos ant-PRL en la actividad ldpica no la pudimos dilucidar en este
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estudio. La participacion de fa PRL en ia actividad Kipica en humanos es inconsistente,
unos lo apoyan (32,40,44), y ofros no (42,43,.45), sin embargo en los estxdios que no han
encontrado asociacion el poder estadistico de los estudios ha sido bajo (menores @ 400 B
%) (74) y sin tomar en cuenta ofros detalles metodolégicos de los estudios. Esta
investigacion mostrd que la PRL se relaciona con fa actividad lipica, aunque este disafio
no permite establacer relacién temporal entre la PRL y la actividad lipica, existe evidencia
en modelos animates en ratones que padecen una enfermedad similar al LES que a!
inducirles HPRL se provocan efectos més pronunciados de la enfermedad y muerts mas
temprana (3,4,21,29,30), otras evidencias que apoyan la temporalidad son los reportes de
casos en pacientes con HPRL y que posteriormente desarrollan LES (54) y de ensayos
dlinicos que emplean bromocriptina para inhibir la secrecién de PRL en pacientes con
LES mejorando su evolucién clinica y serolégica (53-55). Todo lo anterior sugiere que !a
PRL juega un papel importante en la patogenia de la enfermedad y no es sélo un
epifendmeno.

Nosotros especulamos que la presencia de autoanticuerpos anti-PRL pudieran ser
protectores en LES ya que potencialmente bloquearian las acciones biolégicas de la PRL,
basicamente por observaciones clinicas de qua en los pacientes con HPRL asoclada a
LES no se observan ios efectos clinicos de [a elevacion de la PRL, como son la presencia
de trastornos menstruales y/o galactorrea. No encontramos diferencias estadisticamente
significativas entre autoanticuerpos anti-PRL y ia actividad lipica y tampoco con los titulos
de autoanticuerpos anti-PRL y et indice de actividad de la enfermedad, esto en parte por
el bajo poder estadistico del estudio. Sin embargo, por los resutados obtenidos de que la
presencia de autoanticuerpos anti-PRL se relacionan con la HPRL y que sus titulos
comrelacionan positivamente con la prolactinemia y que la prolactina se relaciona con la
actividad lipica, hace probable que los autoanticuerpos anti-PRL ademés de ser por si
mismos un marcador serolbgico de autorreactividad de los linfocitos B y por lo tanto de
actividad kipica, también favorezcan la actividad lupica at elevar ios niveles de PRL al
considerar los hallazgos recientes de Hattori (70), & encontrd en pacientes con HPRL
idiopatica con autoanticuerpos anti-PRL, que el complejo PRL-IgG tuvo una accién
biolégica completa in-vitre utilizando una linea celular de linfoma murino {Nb2) que
requiere de PRL para su proliferacién; entonces si el complejo PRL-IgG no interfiere con
la unién a su receptor, como sucede en la célula Nb2, es posible ia unién de ests
complejo PRL-IgG (macroprolactina) al receptor de las células del sistema inmune que se



encuentran en la circulacion sanguinea provocando su proliferacion y activaciéon
(12,28,27,28), pero sin efecto sobre otras células blanco que no se encuentran
directamente en contacto con la dreulacion sanguinea (mama, ovario, hipotilamo, entre
otras).
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CONCLUSIONES

En conclusitn, demostramos la presencia de autoanticuerpos anti-PRL en forma
de una macroprolactina de ~450 kDa (big-big PRL.), 1a cual esta formada por un complejo
inmune PRL-IgG, solo los encontramos en un subgrupo de pacientes con LES e HPRL en
umaltaﬁawendayquebsniwlesdePﬂLséﬁcaooneladmanposiﬁvammoonbs
titulos de autoanticuerpos anti-PRL. No encontramos relacién entre la actividad Kipica y
los autoanticuerpos anti-PRL debido en parte al bajo poder estadistico del estudio, pero si
hay relacién entre la PRL y la actividad lipica sugiriendo que la PRL. pudiera tener un
papel patogénico en el LES.

En todos los pacientes con autoanticuerpos anti-PRL existe HPRL, pero queda por
aclarar sl su presencia es la causa de la HPRL o es su consecuencia. Finalments al igual
que ofros reportes encontramos que fa determinacion de PRL por RIA en presancia de
autoanticuerpos anti-PRL conduce a valores espuriamente hajos, en cambio no hay
interferencia en la medicién de la PRL por IRMA en presencia de autoartticuerpos anti-
PRL.



Tabla 1. Caracteristicas clinicas y demogrificas en 259 pacientes con lupus eritematoso

slatémico.
Variable
Edad en afios (medin + DE) 3564110
Mujeres (%) 242 (93.4)
Dryacién del LES en meses (mediana) 7%
Tratamiento con cloroquina (%) 67(25.9)
Intensidad de tretamiento (media + DE) 24+11
Intensidad 1(%) 56(21.6)
Intensidad 2 (%) 114 (44.9)
Intensidad 3 (%) 320
Tntensidad 4 (%) $8(224)
Prednisona mg/dia (mediana) . 5
Activos (%) 110(42.5%)
SLEDAI (medisaa) 0
Protactina ng/ml por RIA (mediana) 85
Hiparprolactinemia (%) 41 (15.8 %)
Condiciones asocindas que incrementsn la PRL
En todos (%) 38147
Sin hiperprolactinemia (%) 24(11.0)*
Con hiperprolactinemia (%) 14(34.1) %>

* 7 atidepresivos tricidicos, 6 hormonales {cstrégmos y/o progestagenos), 5 insuficiendia renal arbirica, 3 verspamilo, 3 msuficiencis
renal agnda y | cirrosis bilier primaria.

** 3 insuficiencia ranal crfaica, 2 embarazo, 2 haloperidol, 1 nsuficicocis ronal aguda, 1 hipotireidi 1 antidepresivos tricidlicos, 1
doropromacins, 1 domperidons, 1 varspamilo y 1 oo hepatitis cranica C activa
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Tabla 2. Frecusncla de autoanticuerpos anti-prolactina en pacientes con lupus eritematoso

sistémico.
Grupo N Frecoencia (Ya) ICa1% %
Todos 137259 50 23-77
Sin hiperprolactinemia 0/218 0.0
Con hiperprolactinemia 1341 31.7 17.5-459
Hipexprolactinemia idiopética 127 40.7 222-592
Hiperprolactinemia secundaria %14 14.3 00-326

* Drogas (ima por amitriptiline y uwas por cloropromacina)
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Tabla 3. Variables clinicas y demograficas de los pacientss sin y con actividad Kiplca.

o Actives Acttvos
(a=149) (n=110) Valor de p

Fdad en afios (media + DE) 73+ 110 334+107  0005°*
Mujeres (%) 139(93.3) 103(936)  0.89
Duracién del LES e eaeses (mediana) 103 63.5 0.0001 *+*+
FUM s tiempo de la evaluaciin en dias (mediana) 6.5 200 0.14 %o+
Intensidad del tratarmiento 22411 26410 0.0004 ***

10%) 44(29.5) 12(109)

20%) 67(45.0) 47(427) 00033

3(%) 5(34) 26(23.6)

4 (%) B2y 25(R.7)
Tretamsento con cloroquina (%) 36(24.2) 31(282) 056
Preduisons mg/dia (medioma) 50 100 0.00001 ***
Depuracién de creatinina (media + DE) 89.3+303 85.5+325 033
Prolactina ng/ml (mediana) 6.8 111 0.0000} ***
Hiperprolactinemia (%) 17(11.4) 24(218) 0036
Condiciones ssociadas que incrementsn 1a PRL 23(154) 15(13.6%) 082
Porventzje de mitm de PRL a IgG (media + DE) 062%156 058416 083"
Autosnticeerpos anti-PRI (%) 747 6(5.5) 099 %

*  { siudent pars mucstras independionier

¢ ohi coadrada de Mantel-Haenszel con commoccién de continnidad de Yates.
#+ U Msr-Whitney.

1 chi cusdrads do tendencia linea! de Mantel-Hacnszel,

FUM = Fecha de &lima it PRL = prolactin
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Tabta 4. Variables asociadas a actividad lGpica (modelos de regresitn logistica).

Modelo completo Modelo finnl
Veriable Coeficiente 1C95% P Coeficiente IC95% P
de regresiin de regresién

Constante £0.5416 -1.8318 -0.7487 04l1 D.6780 -1.7748 - 04188 0226
Protactina (ng/ml) 0.0337 0.0064 - 00610 0.016 0.0252 0.0033-00470 0.024
Edad (afios) 0.010t £0.0395 -0.0194 0,504 <0.0087 £0.0380 - 0.0205 0.558
Duracidn del LES (meses) 0.0028 0.0065-0.0009 0.139 -0.0025 00061 -00011 0172
Prednisona (mg/dia) 0.0593 0.0288 -0.0898 0.000] 0.0592 0.0321-0.0862 0.0004
Intensidad del tratamiento £.0340 0.3312-02632 0823

Unidn de prolactina a [gG (%) 0.1345 03220-0.0529 0.160




Tabla 5. Variables ciinicas, de laboratorio y demogréificas en tos pacientes con lupus
eritematoso sistémico con y sin autoanticuerpos anti-PRL

Sin autoanticuerpos  Con zutoanticuerpos

antl-PRL (n = 245) antiPRL(n=13) Valordep
Edad en afios (modizna) 36 29 0.031*
Mujeres (35) 229(93.1) 13 (100) 1.0
Duracién del LES en meses (mediana) 82 48 0.024*
FUM el tiempo de 1a evaluacién en dias (mediana) 23 21 049+
Inttensidad ¢l tratemiento (mediana) 2 2 079
Prednisona mg/dla (media + DE) 1314235 75455 0.39 9%
Depuracitn de creatinina (media + DE) 879+31.6 842+242 0.67 %+
Prolactina ng/mi (media + DE) 11.6+13.2 3324138 0.0001 ***
Hiperprolactinemia (%) 28(11.4) 13 (100} 0.00001 **
Condiciones asociadas que incrementan la PRI (%) 36 (14.6) 2(154) 1.0
Porcentnje de anién de PRL a IgG (mediana) 0.20 83 0.00001 *
SLEDAI (mediana) 0 0 062°*
C3 mg/dL (media + DE) 92.0+31.1 99.8+120.3 0.37 %+
C4 mg/dL (madia + DE) 1883+80 19.2+53 0.85 v
Anti-dsDNA Ulinl (media + DE} 21.9+309 278+358 0.5] ***
Hemoglobina g/dL (media + DE} 13.5+20 125320 0.10 **+
Plaquetas x 10/ ml (media + DE) 236+79 2634103 0.24 #e
Lencocitos 5,992 £2,559 5,734 +2,423 0.78 #+*
Linfocitos 1,509 + 702 1,729 + 683 Q.27
AlbGimina sérica g/dL (media + DE) 384069 381045 0.86 *+*
Globulinas séricas g/dL (nedia + DE) 34072 35+09 0,03 ***

* U do Maon-Whitsey.
**  Prucha exscta do Fisher.
*s+ ¢ do stndent pars muesiras independicntes,
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Tabla 8. Comparacién en las mediciones de prolactina directa y sus fracciones con dos
métodos radiométricos (RIA e IRMA) en pacientes con lupus eritematoso sistémico o
hiperprolactinemia de acuerdo a la presencia o no de autoanticuerpos ant-PRL

Sin antoanticuerpos  Con sutoanticuerpos
antt-PRL (n=18) amtHPRL{(n=9) Valor de p

Directs por RIA / total por RIA 1 10642125 [TEFETR] 0.0003 *
Directa por IRMA / total por IRMA § 1206 +17.7 1162 +23.3 0.55
Litrre por RIA / total por RIA 93.5+1L6 1174120 0.0001 **
Libre por IRMA / total por IRMA ¥ 1022 +158 246+12.5 0.0001 **
Total por RIA / total por IRMA § 943496 9200+ 14.7 0.31 **

9§ media + DE del porcentsje de ks relacién entre las dos medicicnon.
4 U do Mann-Whitney.
#% 4 do studont pars muestras independiontes,
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ANEXO 1

FACTORES POTENCIALMENTE RELACIONADOS CON LA ACTIVIDAD LUPICA

CRITERIOS QUE DEBEN REUNIR LOS PACIENTES SIN ACTIVIDAD LUPICA PARA
SER PAREADOS CON LOS PACIENTES CON ACTIVIDAD LUPICA

FACTOR CRITERIO DE PAREAMIENTO
1. Sexo Sexo igual al activo,
2. Edad Mas o menos 2.5 afios de la edad del activo.

3. Duraci6n de la enfermedad

4. PRL sérica

5. Intensidad del tratamiento

6. Tratamiento con cloroquina

Mas o menos 3 masas de avolucion del diagndstico
de la enfermedad al del activo.

Mis o menas 2.5 ng/mi de PRL sérica al del activo.

El mismo grade de intensidad del tratamiento que
del activo, Los grados de ia intensidad det
tratamiento son:

1. Analgésicos yfo anti-inflamatorios no esteroideos.
2. Prednisona < 15 mg/dia.

3. Prednisona > 15 mg/dia.

4. inmunosupresor (azatiopring, metotrexato, etc.}
con o sin el uso pradnisona.

El mismo tratamiento con clorequina al activo (sélo
dos categorias: con o sin tratamiento),
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ANEXO 2

CRITERIOS REVISADOS PARA LA CLASIFICACION DEL LUPUS ERITEMATOSO

SISTEMICO *
Criterio Definicidn
1. Eritema malar Eritema fijo, planc o elevado sobre las eminencias malares, con
tendencia a la diseminacién a partir de los surcos nasolabiales.
2, Eritama discoide Placas eritematosas elevadas con cicatrizacién queratitica adherente

3. Fotosensibilidad
4, Ulceras orales
5. Artritis

6. Serositis

7. Alteracién renal

8. Alteracitn neurolégica

9. Alteracién hematoldgica

10. Alteracion inmunolégica

11. Anticuerpos antinucleares

y tapones foliculares, la cicatrizacion atréfica puede ocurrir en
lesiones viejas.

Eritema cuténeo como resuitado de una reaccién inusual a la buz del
sol, por historia del paciente u observacion por un médico.
Ulceracién oral o nasofaringea, usualmente dolorosas y observadas
por un médico.

Artritis no erosiva que involucren 2 o mds articulaciones periféricas,
camcterizadas por tumefaccidn o sinovitis.

a) Pleuritis. Historia convincente de dolor pleuritico o frote
escuchado por un médico ¢ evidencia de derrame pleural. 6

b) Pericarditis. Documentada por ECG 6 por frote o por evidancia de
derrame pericardico.

8) Proteinuria persistente mayor de 0.5 gr/dia é mayor de 3+ si la
cupntificacién no es realizads. 6

b) Cilindros celulares. Pueden ser eritrocitarios, de hemoglobina,
granulosos, tubulares o mixtos.

8) Convulgsiones. En la ausencia de drogas o alteraciones
metabdlicas comnocidas, por ejemplo uremia, cetodcidosis o
desequilibrio electrélitico. 6

b) Psicosis. En la ausencia de drogas o alteraciones metabdlicas
conocidas.

a) Anemia hemolitica, con reticulocitosis. 6

b) Leucopenia, mencs de 4,000/mm? en dos o mas ocasiones. 6

¢) Linfopenia, menos de 1,500/mm® en dos o mas ocasiones. 6

d) Trombocitopenia, menos de 100,000/mm® en Ia ausencia dz
causas secundarias a drogas.

a) Células LE positivas. 6

b) Anti-DNA; Anticuerpos al DNA nativo en titulos anormales. &

¢) Anti-Sm: Presencia de anticuerpo al antigeno nuclear Sm. &

d) Prueba seroldgica falsa positiva para la sifilis, positiva por lo
menos durante 6 meses y confirmada por prueba de inmovitizacién
al Treponema pallidum o por absorciin con anticuerpos
fluorescentes treponemicos.

Un titulo anomal de anticuerpos antinucleares por
inmunoflucrescencia o una prueba equivalente durante algin punto
en el tiempo y en la susencia de drogas que se conocen estar
asociadas con el sindrome “lupus inducido por drogas™.

* La clasificacion propuesta esta basada en 11 criterios. Con d proposito de identificar pacientes en estudios clinices, una
persona se dice que tiene LES =i refine custro o mas criterios de los 11, en forma seriada o simudtineamente durante algin

intervaio de obeervacién



ANEXO 3

DETERMINACION DE AUTOANTICUERPOS ANTI-PROLACTINA

Se utilizé proteina A acoplada a sefarosa CL-4B (SIGMA Chemical CO) para
inmunoprecipitar los complejos inmunes PRL-IgG. Cada ml de sefarosa hidratada tiene
una capacidad de unién de aproximadamente 20 mg de IgG humana. Luago de obtaner
los complejos inmunes, se cuantifica el porcentaje de PRL unido a IgG.

INMUNOPRECIPITACION DE COMPLEJOS PRL1gG
En tubos de poliestireno de 12 x 75 mm se depositan 200 pi de proteina A
acoplada a sefarosa (previamente hidratada). Una vez preparados los tubos se agrega

100 14 de amortiguador fosfato salino (PBS, pH 7.4) conteniendo 0.2 % de azida de sodio,

luego se continud con la siguiente secuencia:

1. Agregar 100 pl del suero problema e incubar a temperatura ambients en agitacién
continua por 5 minutos (durants este proceso la IgG presente en el suero es unida a ka
proteina A acoplada a sefarosa), se centrifuga a 3,000 r.p.m. a 4 °C durante un minuto
y se decanta ol scbrenadante.

2. El sedimento {lgG-proteina A acoplada a sefarosa) se lava con 1.5 ml de PBS y se
centrifuga del mismo modo que en e paso 1 y este lavado se repite una vez mas
{durente este proceso son eliminados del tubo las protainas que no fueron retenidas
por la proteina A, quadando solamente la IgG).

3. Después del segundo lavado y una vez decantado el PBS, se resuspende el
sedimento con 200 i de 0.1 M glicina-HCI (pH 3.0) y se deja incubando a temperatura
ambiente durante 5 minutos en agitacién continua (durante este proceso la 1gG se
separa de la proteina A acoplada a sefarosa al igual que ia PRL en caso de
encontrarse en complajo con la 1gG), se centrifuga del mismo modo que en ef paso 1.
Luego se toman 100 pl del sobrenadante y se neutraliza con 2 ul de 1 M TRIS-HC! (pH
6.0). En el scbrenadante se determina el porcentaje de unién de PRL a la 1gG por
ensayo inmunoradiométrice (IRMA).
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PORCENTALE DE PRL UNIDA A LA 1gG

Se emplearon estuches comerciales para determinar PRL sérica por IRMA (CIS

bio intamational). Se realizé la siguiente secuencia:

1.

Los 100 pl del sobrenadante neutralizado se depositan en tubos de poliestireno
recublertos con un anticuerpo monocional murino ant-PRL humana y lusgo se
agregaron 48 yi del diluyente comercial. €1 volumen finai de 150 i se deja incubando
a temperatura amblente por 30 minutos en agitacidn continua.
Se lava el tubo con 1 ml del amortiguador comercial y se decanta en papel
absorbente, este paso se repite 2 veces.
Se agregan 100 pl de anticuerpos monocienales murinos anti-PRL humana marcados
con "2 {85,000 —89,000 cuentas por minutos (CPM)). Este segundo anticuerpo que
sirve para detectar la PRL unida al primer anticuerpo no s8 solapa, es decir, cada
anticuerpo reconoce diferentes epitopos de la PRL humana. Se incuba durante 30
minutos a temperatura ambiente en agitacién continua.
Se lavan dos veces los tubos como en el paso 2.
En el tubo e mide ia radioactividad con un ¢contador gamma durante un minuto.
El calculo dei porcentaje de PRL unida a IgG se hizo con la siguiente formula:
CPM del suero problema — CPM de la uni6n Inespecifica® / CPM de CT* x 100

« Para medir las CPM de la unién inespecifica el procedimiento se hizo empleando
PBS como centrol negativo.

= CT = cuentas totales de 100 i de anticuerpos monocionales murinos ant-PRL
humana marcados con '*.

Se considero quse el susro contenia autoanticuerpos anti-PRL cuando ef porcentaje de

radicactividad excedité la media + 3 desviaciones estdndar de 14 sujetos sanos sin
hiperprolactinemia y de 10 mujeres sanas embarazadas con hiperprolactinemia.

En adicién y para cormroborar la presencia de autcanticuerpos anti-PRL (1gG) se hizo

cromatografia de filtracion en gel y de afinidad en todos los sueros con resultados de
porcentaje de PRL unida a igG mayor al punto de corte antes mencionado.



CROMATOGRAFIA DE FILTRACION EN GEL

Se utilizd una columna de vidrio de 60 x 1 cm, la cual se empaco con dexirana
(Sephadex G-100, Pharmacia Fine Chemicals) previamente hidratada y lavada con la
solucion eluyente PBS (pH 7.4) conteniendo azida de sodio al 0.2 % y albdmina bovina al
0.1 %. El empacado de la columna se hizo a 4 °C, se dejo pasar el amortiguador (PBS) a
través del lecho del gel (2-3 veces el volumen de la columna) y se dejo estabilizar sin fiujo
durante 48 horas. La calibracién de la columna y la filtracidn de los sueros se hizo a 4 °C.
Calibracién de la columna. Se utilizaron pesos moleculares conocidos (SIGMA,
Chamical CQO) a concentraciones de 0.2 % en PBS. Se aplico 2 mi de cada solucién a la
columna cromatogréfica, se recolectaron 70 fracciones de 1.2 mi, midiendo después su
absorbancia de cada una de las fraccionas eluidas en un espactrofotémetro a 280 nm. Se
usaron los siguientes marcadores, azul dexiran {2,000 kDa, volumen vacio), albumina
bovina (86 kDa), anhidrasa carbénica (20 kDa) y citocromo C (12.4 kDa). Después se
cromatografid en las mismas condiciones IgG (150 kDa), "“-hPRL (23 kDa) y "4
{volumen final), midiendo después las CPM an cada una de las fracciones eluidas.
Cromatografia de los sueros. Se utilizé 1 ml de suerc diluido en 1 mi de £BS (volumen
total de 2 mi), la muestra se agrega a la columna lentamente e inmediatamente se inicia a
colectar las fracciones ¥ en cada una de las fraccionas se determina !a concentracién de
PRL por IRMA (sensibilidad de |a prusba da 0.8 ng/ml).

CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD CON PROTEINA A ACOPLADA A SEFAROSA CL-
48

Se utiliz6 una columna de pldstico, se empaco con 1.2 ml de proteina A acoplada a
sefarosa CL4B (SIGMA, Chemical, CO) hidratada y una vez empacada se instalo la
columna en cuarto fric a 4 °C. Se aplica a la columna 200 pl de suero diluido con 200 pi
de PBS (pH 7.4} conteniendo 0.2 % de azida de sodio y 0.1 % de albumina bovina y de
inmediato se colectan fracciones de 0.8 ml por minuto. Las primeras 10 fraccionas son
eluidas con PBS y las Gltimas 10 fracciones son eluidas con 0.1 M glicina-HCI (pH 2.7), a
los tubos donda se colectan éstas fracciones acidas previamante se las agrega 200 il de
1 M Tris-HCI (pH 9.0) para neutralizar. En cada fraccién colectada se las determina la
concentracion de PRL por IRMA.

Las columnas son regeneradas con PBS, dejando pasar 4-5 wolimenes de la
columna, ta misma columna se empleo para prmcesar no mas de 10 muestras.
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CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD CON PROTEINA G ACOPLADA A SEFAROSA
(high paerformancsa)

Se utilizé una columna de pidstico, se empaco con 0.7 ml de proteina G acoplada
a sefarosa (Pharmacia Biotech) hidratada y una vez empacada se instalo la columna en
cuarto frio a 4 °C. Cada mi de gel hidratado con proteina G tiene una capacidad de unidn
de aproximadamente 25 mg de IgG. Se aplica a la columna 500 I de suero diluido con
500 i de PBS (pH 7.4) conteniendo 0.2 % de azida de sodio y 0.1 % de afbumina bovina
y de inmediato se colectan fracciones de 1 mi por minuto. Las primeras 10 fraccionsas son
eluidas con PBS y las dltimas 10 fracciones son eluidas con 0.1 M glicing-HCI (pH 3.0), &
los tubos donde se colectan éstas fracciones dcidas previamente se les agrega 80 yl de 1
M Tris-HC) (pH 9.0) para neutralizar. En cada fraccién colectada se les determina la
concantracién de PRL por [RMA.

Las columnas son regeneradas con PBS, dejando pasar 4-5 volimenes de la
columna, la misma columna se empleo para procesar no mas de 10 muestras.



ANEXO 4

INDICE DE LA ACTIVIDAD DE LA ENFERMEDAD EN PACIENTES CON LUPUS

SLEDAI

Mhpaxhﬁénmhwlmdcuﬁﬁmdh&lﬂﬁbﬂdh@ﬁpd@&m&dﬁanwdeh@om
los dltimos 10 dias previes

et rikingering
Peso  Calificadiém  DESCRIPCION

DEFINICION

SLEDAL
R

3 Cexrvilsidn Inicio reciarte. Excluir causs masbdtica, infeccioss o por drogas

H Paicosis Capucicad altcrads fimc dehmuhdnmunld:hdoammhumh
,.._,‘deh lidad Inch coherencis, pardids maronds da
las ssociaciones, cootenido dd pmmmioko empobrecido, pammiato ilégico
evidamla, condicta grotesca, desorganizads o csatinica Excluir pr is de
sindrome wrdmico o ingesta do drogas.

] Sindrome orgénico cerebral  Funcidn mental akersda, con deterioro e ls arientacidn, memoris v otra flncitn
intelectual de inicio ripido, manifestaciones clinicaa Bu Com-.ly.nldehl

gnmn)ak«mdnddeudndu iencia con capacidad de

pars maot smadn al moedio smbiente. Mis, por lo
ma:o-:d.e:b] hio perceptual, | je incoherante, mscmmio o somnolencia
dy d dha, i 5 o di 3 duhnmvndadpumﬁmhmam
metabdlica, infeccions y por drogas.

H T L Cambios en retina d¢ LES, Inchiye ioides, b dach
mobmglmhmdﬂ,onuiuépualix&mwm
sigdmica, causss iitfexciosss o por drogas.

8 Trastotnos o narvioa Inicio reciente do neropitia sensocis] o maton que involudre nervios crancales.

ameales

B Cefzlea Hipica Cefalen porsistenic y severs; puedc sar migrafiosa, pero no debo respoundar 2
eanalgésicos narcilicos.

|4 Enfermedad vascular Sindromes capsbrovascalsr puevo. Exchulr sterocscleroaiy,

cercbral

3 Vasculitis Uloaracian, gangrans, nddulos blandos digitale, infarto perimgucs], b gias en
mhomonpmﬁamwm

4 Astritin Mas do dos articulaciones con dolor y signos de inflamacién ( por ¢jomplo,. sumanto
d:vulumm.nma&eaénom).

4 Miochtis Debilidad L da con b ién do CPK o aldolasa , bi
dowmnyiﬁmohmmmm

4 Cilindros urinrios Cilindros deh ode cil

4 Hematuris >5unmc=tnspa-mmpcéuﬂopodc Exchuir litos, mfoocidn u otras osuzsa.

4 Proteiuri > 0.5 grf24 horza. lnicio recients o increcunto de mas do 0.5 gr/24 horaa,

4 Piuris > § kemwocitos por campo do alto poder. Excluir infecdién.

2 FEritemns malar Inicio recients o pecuencia do anitama tipo inflamstorio,

2 Alopecia Inicio reciente o reoaTencia do pérdida enormat de cabello & placas o difiso.

2 Ulceres en omcosas Inicio reciente o in de njoorac anles o ]

2 Pleuritia Hixtoria convincente do dalor pherritioo con frote o & plaxal, ¢ gy port
plamal.

2 Pericarditin Historia de dolor pericardico, oo al menos uno de los siguientes: frote,
derriiy o confimuaciin el grifics o di

2 Compl 0 bajo thmdhﬂﬁﬁﬂ.&o&lmwhmddhmhnnfmﬂﬂhﬂlmb
pracbe de labaratotio.

k) Ant anti-DNA > 25 % de unién por la prucbs de Farr o mayor al rango normal para la pruchs de
Isborstorio.

1 Fichre Maryor de 38 °C derpuds da exchiir infoociin

1 Trombacitopeni Mmor de 100,000 plaguetas por mm’, no debido & drogas.

1 Leucopenin Lﬂez,mmmggm,mwduw

Calificacién total del SLEDAL



7

ANEXO 5
METODO PARA PREPARAR SUERO LIBRE DE PRL Y SEPARACION DE IgG

Suero libre de PRL. Se hicieron los siguientes pasos:

1.

1.5 ml de suero se incubaron con 6 mi de 0.1M de glicina-HCl (pH 2.2) conteniendo
0.25%dade>dran70y25%decarb6nacﬁvadoenpolvo.porunahoraa4°Cpor
una hora en agitacién continua. EsteprocasodisodalaPRLdelalgGylaPRLes
adsorbida por el dextran 70 y el carbdn activado.

La mezcla se centrifuga a 3,000 r.p.m. por 30 minutos a 4 °C y ¢l sobrenadante se
neutraliza con 2 M de TRIS-HCI (pH 8.5).

Separacién de IgG. Al sobrenadante neutralizado se le hicieron los siguientes pasos:

1.

Sa agregd sulfato de amonio saturade {para una concentracién de sulfato de amonio
dal 33 %) lentamenta y se deja con agitacién continua por 15 minutos a 4 °C.

La mezcla se centrifuga a 3,000 rp.m. por 15 minutos a 4 °C y el sedimento se
resuspende con 1 — 1.5 mi de PBS (pH 7.4). Este proceso de precipitacion con sulfato
de amonio se realiza dos veces mas.

Al final de la tercera prucipitaciéon con suffato de amonio, el sedimento resuspendio en
PBS se dializa hasta eliminar completamente el excesc de sulfato de amonio en PBS.
Una vez completada la didlisis, se determiné la concentracién de 1gG por turbidimetria
yseajustooonPBSparadarmaconoennacéonﬁnaldelngeSnWml.

Autoradiografia. Se hicieron los siguientes pasos:

1.

En tiras de papel de nitrocelulosa se aplicaron diferantes concentraciones da 1gG (25,
50 y 100 pg). Como control positvo s8 empled anticuerpos comerciales anti-PRL
humana de conajo (DPC), usando 5, 10 y 20 yl. Se incubaron las tiras de papei de
nitrocelulosa por 30 minutos a 80 °C.

Las tiras de pape! de nitrocelutosa fueron blogqueadas con leche descramada al5%
(Sveltex) en PBS-Tween por 30 minutos a 37 °C.

Las tiras de papel de nitrocelulosa se incubaron con hPRL radiomarcada con 2 por
una hora a temperatura ambiente y después lavadas 3 veces con PBS-Tween.

Una peticula fotografica (Kodak) fue expuesta a la tira de papel de nitroceluiosa an un
chasis por 72 horas a — 70 °C y posteriormente revalada.



ANEXO &
METODOS DE EXTRACCION SERICA DE LA PROLACTINA

Extraccién sérica de PRL libre. Se hicieron los siguientes pasos:

1.
2

400 i de suerc se dejaron a 37 °C por 2 horas.

Se agrega al suero 400 y de polietilengiicol 6,000 (PEG) al 256 % y se agita
vigorosamente, la mezcia se centrifuga a 3,000 r.p.m. por 30 minutos a 4 °C.

En el sobrensdante se determina la PRL libre por RIA e IRMA.

Los estdndares de los estuches comerciales se trataron de la misma manera para
excluir al efecto del procedimiento de extraccion en las mediciones.

£l PEG a la concentracidn final da 12.5 % precipita fracciones de gammaglobulinas >

100 kDa.

Extraccion sérica de PRL total. Se hicieron los siguientes pasos:

1.

250 Wl de suaro se incubron con 30 ul de 1 N HCI por 30 minutos a temperatura
ambiente, este proceso hace que el pH sérico baje a 2.6 aproximadamente para
disociar unién de fa PRL at autoanticuerpo anti-PRL.

Se agregd 340 pl de PEG a! 25 % y se agita vigorosamente.

Se agrega 60 pl de 2 M Tris-HCI (pH 8.3) para neutralizar la mezcla y se agita
nuevaments, se centrifugd a 3,000 rpm por 30 minutos a 4 °C.

£n al sobrenadants se datermina PRL total por RIA a IRMA.

Los estindares de %0s estuches comerciales se trataron de la misma manera para
axcluir ol efecto del procedimiento de extraccion en las mediciones.
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