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RESUMEN

FY Lupus Eritematoso Sistémico (LES) ¢s una enfermedad reumdtica autoinmune con
predominio en el sexo femenino, en la 2° y 3* décadas de la vida. Se caracteriza por presentar
una amplia gama de autoanticucrpos dirigidos contra diferentes estructuras citopldsmicas y
nucleares. Los pacientes con LES pueden presentar hiperprolactinemia (HPRL) como parte de
sus alteraciones.

Recientemente s¢ demostrd la existencia de autoanticucrpos antiprolactina (anti-PRL) en
pacicntes adultos con HPRL idiopitica sin enfermedad autoinmune, observandose ademas que
los pacientes que tenian estos autoanticuerpos no presentaban manifestaciones clinicas de
HPRL (galactorrea, alteraciones menstruales).

El objetivo de nuestro estudio fue establecer la frecuencia de autoanticuerpos antiprolactina en
el paciente pedidtrico con LES, y determinar si su presencia se relaciona con los niveles
scricos de prolactina (PRL) y/o con actividad de la enfermedad.

Estudiamos 103 pacientes con LES, de 9 a 16 afos de edad, de ambos sexos, atendidos en la
consulta externa del servicio de Reumatologia ¢ Inmunologia del Hospital de Pediatria del
Centro Mcdico Nacional Siglo XXI, del [nstituto Mexicano del Seguro Social. Se realizé una
historia clinica (1ncluyendo evaluacion de la actividad lipica a través det indice de SLEDAI) y
simultancamente se tomo una muestra de 10 ¢c de sangre periférica para la determinacion de
los niveles séricos de PRL y la busqueda de los autoanticuerpos anti-PRL.

En nuestro estudio Ia frecuencia de pacientes con actividad lapica fue del 62%. La frecuencia
de HPRL fue def 31%, de los cuales el 78.1% se encontraba con actividad 14pica.

La frecuencia de autoanticuerpos anti-PRIL fue de 6.8% ¢n ¢l grupo estudiado, y en el grupo
con HPRL fa frecuencia fue de 21.56%. Todos los pacientes fueron del sexo femenino y
cursaban con HPRL, cinco s¢ encontraban activas y dos inactivas, la variedad de LES mas
frecucnte en este grupo fue la mucocutinea y articular, los niveles séricos de PRL en este
prupe fucton mayores (que en los pacientes sin autoanticucrpos ant-PRI1. No encontramos
dilcrencirs enedad, rempo deevolucion ni ratamiento catre los pacientes con y sin
dutoaniicucrpos ant-PRL Ninguna de las pacientes con autoanticuerpos anti-PRL presento
allerciones menstruales

i este trabijo demostramos anaasocicion positiva entre HPRIL y antoanticucrpos anu-PR1,

o hubo cotclwron entre la presencia de los autoanticuerpos anti-PRE y La actividad de la



enfermedad. También encontramos una correlacion positiva entre los niveles séricos de PRL y
el titulo de los autoanticuerpos anti-PRL.

En conclusion, este es ¢l primer reporte de autoanticuerpos anti-PRL en el paciente pedidtrico
con LES. Su presencia se correlaciond con los niveles séricos de PRL pero no con la actividad
de la enfermedad, esto Gltimo quizas se debio al bajo poder del estudio y al disefo utilizado.
Aunque con este estudio no ¢s posible establecer ¢l onigen de los autoanticuerpos anti-PRL, su
asociacion con la HPRL nos permite inferir que quizis cstos autoanticuerpos pucdan tener
alguna accion bioldgica protectora ya que ninguna de las pacientes con autoanticuerpos anti-

PRL presento datos clinicos de HPRL.



ANTECEDENTLES

LUPUS ERITEMATOSQO SISTEMICO

El Lupus Eritematoso Sistémico (LES) es una enfermedad reumatica autoinmune que afecta
mas frecucntemente al sexo femenino (1,2), esto se relaciona con factores hormonales, existe
evidencia tanto en modelos experimentales como en humanos de que ¢l sexo femenino
presenta mayor reactividad humoral y mayor prevalencia de enfermedades autoinmunes que el
sexo masculine (1). En LES se ha demostrado que los andrégenos ejercen un efecto depresor y
los estrogenos un efecto estimulador sobre la actividad de la enfermedad (2). La mayor
prevalencia de LES se encuentra principalmente en la segunda y tercera décadas de {a vida (3).
Es una enfermedad poco frecuente en la edad pediatrica, en EU.A. se estima que estan
afectados 0.6 de cada 100,000 nifios, constituyendo cerca del 10% de su consulta de
reumatologia pediatrica. El inicto del LES antes de los 5 afios ae edad es extremadamente
raro, y la mayor parte de los pacientes inician su enfermedad durante la adolescencia. También
en la etapa pediatrica se observa mayor frecuencia de mujeres en una relacion 3:1 (4).

En 1968, Meislin y Rothfield reportaron que el pronéstico del LES en la infancia es mas grave
que en los adultos, sin embargo, estudios posteriores han demostrado que no hay diferencia
tanto en €l pronostico como en las manifestaciones clinicas entre adultos y nifios, aunque cabe
mencionar que la afeccidn renal ¢s mas frecuente en los nifios (3).

El LES se¢ caractenza por la presencia de autoanticuerpos y complejos inmunes (5) que median
respuestas inflamatorias afectando varios organos y sistemas. Dentro de las probables
ctiologias de esta enf:rmedad se han considerado factores humorales, infecciosos, endocrinos
y por medicamentos (en niffos se ha asociado con ¢l uso de anticonvulsivantes) (4). La
mayoria d¢ los pacientes pedidtricos con LES presentan sintomas articulares y/o
hematologicas al inicio de la enfermedad (4). El diagnostico clinico se deterrina cuando el
pacicnte presenta 4 o mas de los criterios establecidos por la Asociacién Americana de
Reumatologia (ARA) (Anexo 1) y se confirma mediante examenes inmunologicos come son
la determinacion de anticuerpos antinucleares, anticuerpos anti-DNA, anticucrpos anti-Sm,
e, (6.7)



PROLACTINA

La hormona polipeptidica lactotrépica prolactina (PRL), es secretada por células de la
hipofisis anterior. En ausencia de estimulos tales como la succion o el estrés, la secrecion de
PRL es regulada (inicamente por la dopamina hipotalimica. Sin embargo, se ha documentado
que la autorregulacion de la PRL no se lleva a cabo dnicamente por via hipofisiarias sino
también a través de la eminencia media del hipotilamo (8). 1.a PRL regula varios procesos
bioquimicos requendos para el crecimiento y la division celular (9).

La PRL fue descrita en 1928 como una sustancia lactogénica presente en extractos de hipéfisis
de vaca. Hasta 1970 se identificé esta hormona en sangre humana a través de inmunoanilisis,
demostrandose que se trata de una sustancia inmunolégicamente distinta a la hormona del
crecimiento (10). La hormona PRL esta presente en la hipofisis humana en una proporcién de
1:100 con respecto a la hormona de! crecimiento, también se encuentra en concentraciones
relativamente altas en liquido amniético (10).

El gen de la PRL se localiza en el cromosoma 6 y contiene 16 kb que codifican para una
proteina globular de una sola cadena de 198 aminoacidos, con un peso molecular de 23,000
daltons.

En los vertebrados, esta hormona tiene una amplia variedad de acciones bioldgicas, hasta ¢l
momento s¢ han identificado mas de 89, algunas de sus funcioncs son: Mamotrépica,
lactogénica, osmoregulacion, desarrollo y crecimiento, metabolismo de lipidos y
carbohidratos, reproduccion y, de importancia para nuestro estudio, cabe mencionar su
actividad inmunomoduladora (11).

Cada una de las hormonas de la hipofisis anterior se encuentra bajo el contro! del hipotatamo,
por 1o que su secrecion puede estar influenciada por estimulos suprahipotalamicos tales como:
medio ambiente, ritmo de suefio/vigilia, estrés fisico o emocional, ete. Las células del sistema
inmune son afectadas directamente por la hormona del crecimiento y por la prolactina. La
PRI, se une a receptores especificos en varios tipos de linfocitos, cstimulando asi la
proliferacion de citoquinas y su secrecion por fos linfocitos, siendo un factor esencial para ¢l
desarrollo de lineas de eclutas linfordes (12).

Las propicdades inmunomoduladores de la PRL s¢ han demostrado “in vitro” y en modelos
animales, por cjemplo, en modelos de raton NZB X NZWF que padecen wna entermedad

similar al LS, s¢ ha demostrado que la PR ticoe efectos sobre 1a respucsta inmunitaria, al
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inducirle hiperprolactinemia cronica por trasplante singénico de giandulas pituitarias debajo de
la capsula renal, se incrementan la albuminuria y los complejos inmunes gp70-anti-gp70,
desarrollan hipergamaglobulinemia rapidamente y finalmente presentan una monalidad
temprana secundaria a neffitis por complejos inmunes (11,13). Por el contrario, los ratones
NZB X NZBWF que recibieron bromocriptina a largo plazo presentaron tardiamente fa
apanicion de anticuerpos anti-DNA y la hipergamaglobulinemia, incrementindose el tiempo
promedio de sobrevida. En los ratones en los que se ha inducido hiperprolactinemia
artificialmente se ha encontrado correlacion entre los niveles séricos de PRL y el niimero de
células esplénicas productoras de anticuerpos (11,13).

Otra accion de la PRL es sobre la funcion gonadal en ambos sexos, al parecer esta relacion es

bidireccional. La hiperprolactinemia puede asociarse con hipogonadismo en ambos sexos y

amenorrea primaria 6 secundaria ( 14, 15).

Control de la secrecion de PRL

La PRL tiene su control inhibitorio en ¢l hipotdlamo a través de la dopamina, la cual es
liberada del hipotalamo hacia los vasos portales (8). Aunque la forma predominante de la
regulacion de PRL ¢s la inhibicion, los factores liberadores de PRL también existen. La
hormona liberadora de tirotropina fue descubierta como coestimulante de fa secrecién de PRL
por Tashjiam y colaboradores en las células hipofisiarias “in vitro”. Este efecto se ha
demostrado también “in vivo™, pero al parecer no es un importante regulador biolégico (10).
Otros estudios, han documentado que la PRL es sintetizada y secretada también en células
mononucleares, lincas linfoblastoides de células B humanas y linfocitos de sangre periférica
(16-18).

Los receptores para PRL se incluyen en la familia de receptores para PRL/hormona del
crecimicnto, los cuales comprenden al menos 10 tipos de receptores, entre los cuales estan los
receptores para citoquinas, hormona del crecimiento y eritropoyetina. Estos receptores estin
expresados en varios tejidos entre los que se tncluyen los linfocitos murinos, células T
humanas, células B, monocitos y epitchio de timo y bazo (19, 21).

Existen diversos factores que influyen cn la seerecion de PRL: fisioldgicos (10) (suciio,
lactancia, estrés fisico o cmociomal,  hipoglucemia, embarazo, edad, ciclo menstrual,

estrdgenos y ciclo circadiano), y farmacologicos (22-25),
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Los niveles séricos de PRL en la edad pediatrica son iguales para ambos sexos (5 ng/ml en
promedio), y en los adultos varia dependiendo del sexo siendo ligeramente mayor en las
mujeres que en los hombres (26, 27). Al igual que otras hormonas su secrecion sbﬁ ciclicay
siendo de mayor amplitud durante el suefio, en forma contraria a la hormona del crecimiento
(10,26). En la adolescencia no se ha determinado cuales serian las concentraciones séricas de
esta hormona y se utilizan como valores de referencia los de adultos. Se deduce que al iniciar
la adolescencia esta hormona tenderd a ser mas clevada en mujeres que en hombres, sin
embargo, en un estudio que realizaron Guyde y colaboradores {27) se observa que los niveles
séricos de PRL no presentan una diferencia significativa entre ambos sexos en la adolescencia,
lo cual llama la atencion ya que actualmente se sabe que los estrogenos influyen en forma

positiva en la secrecién de PRL.

Condiciones patologicas
Existen numerosas causas para una produccié:l ‘&x‘{;‘esiva de PRL, entre ellas podemos
>

mencionar a los tumores pituitarios, (dé'gordéncs) hipotalamicos (inflamacion, tumores,
traumatismos), hipotiroidismo, medicamentos (Varios medicamentos elevan los niveles
séricos de PRL, como la cloropromacina, labetalol, alfametildopa, difenilhidantoina entre
otros, algunos se han asociado a la presencia de autoanticuerpos - drogas relacionadas a LES,
“lupus-like” o a exacerbaciones de la enfermedad), neurogénicas (por ejemplo enfermedades
de pared toricica: herpes zoster, trauma, tumores), procesos inflamatorios del pezon, y las
idiopaticas (26).

{.a hiperprolactinemia frecuentemente interfiere con la funcidn gonadal normal, ocasionando
¢n forma secundaria retraso en el desarrollo puberal, cuyo tratamiento se basa principalmente

en la supresion de la produccion de PRL a traveés del uso de bromocriptina (14, 23).

HIPERPROLACTINEMIA Y LES

La PRI estimula Ta respuesta inmune y ¢l paciente con LES que cursa con hiperprolactinenia
puede presentas mayor actividad de Ta enfermedad, principalmente durante ¢l embarazo y ¢l
parto (28). Sin embargo, algunos  autores no han encontrado  esta asociacion  entre

hiperprolactinemia y aumento de actividad lapica (29-31),



El pnmer reporie de hiperprolactinemia en hombres con LES fue realizado por Lavalle en
1987 (32), y en mujeres embarazadas por Jara en ¢t mismo afio (33), relacionandolo con la
actividad de la enfermedad.

Las causas de los niveles altos de PRL (hiperprolactinemia) en LES no han sido bien
entendidas, en algunos pacientes se han encontrado causas que pueden explicar la presencia de
hiperprolactinemia como son: adenoma hipofisiario funcional, embarazo, insuficiencia renal,
medicamentos ¢ insuficiencia tiroidea. Sin embargo, en la mayor parte de los pacientes no fue
posible determinar la etiologia de la hiperprolactinemia (20, 33), es probable que ¢n estos
casos los pacientes tengan microprolactinomas que no son identificados con las prucbas de
diagnéstico disponibles o bien que su origen sea linfoide. Sin embargo, al parecer la PRL de
origen linfocitario solo tiene funciones autocrinas o paracrinas y ain no se encuentra bien
esclarecido que cantidad de PRL de origen linfocitario pueda alcanzar la circulacion
sanguinea. Otra posible explicacion seria que la hipofisis anterior sea estimulada por altas
concentraciones de citocinas para liberar PRL (20). Se ha demostrado que las citocinas juegan
un papel importante en la modulacion del sistema neuroenddcnno, particularmente con
respecto a la secreaicn de hormonas de la hipofisis anterior. La interleucina 1 (IL-1) es la
citocina mas potente que estimula la secrecion hormonal en el eje hipotalamo-hipofisis-
glindulas adrenales. Las otras citocinas que participan cn el proceso inflamatorio (IL-6 y
FNT- a) y la IL-2 muestran esta misma accion biolégica actuando sobre el eje hipotalamo-
hipofisis-glandulas adrenales. (20, 34-36). Se ha encontrado también una relacién entre IL-6 e
incremento de la secrecion de PRL hipofisiaria en pacientes con LES neurologico, con altas
concentractones de IL-6 y PRL en liquido cefalorraquideo (1 1).

En estudios de pacientes pedidtricos con LES en etapa prepuberal para determinar ta existencia
de hiperprolactinemia, no se ha encontrado clevaciéon ni de PRL ni de otras hormonas como
estrogenos, FSH y LH (37- 39). Sin embargo, en un estudio reciente, Garf (40) encontro la
presencia de hiperprolactinemia en el 9% de nifios prepuberes con LES, asocidndose ademds a

mantfestaciones neurologicas de la enfermedad.

AUTOANTICUERPOS ANTIPROLACTINA
L suero de los pacientes con LES estd caracterizado por su reactividad a un amplio espectro

de componentes nucleares, citoplasmicos y de la membrana celular. Entre estos anticuerpos



antinucleares se han estudiado mas extensamente los que se dirigen contra DNA, RNA, Sm,
Ro, La, histonas y poliADP-ribosa (41).

Algunos anticuerpos (anti-DNA y Ro) muestran especificidad para LES, algunos estin
asociados con caracteristicas clinicas particulares (42), como por ejemplo, los anticucrpos Ro
s¢ relacionan con lupus cutinco subagudo, lupus neonatal y lupus seronegativo, los
anticuerpos anti-La estin usualmente presentes en los pacientes que cursan en forma
concomitante con Sindrome de Sjogren (41), los anticuerpos dirigidos contra las
ribonucleoproteinas (Sm, Ro/SSA y L.a/SSD) son de utilidad pronostica para daito renal en
nefritis lapica (43-45). También se ha documentado la presencia de anticuerpos dirigidos
contra la sulfatida (acido glicosfingolipido constituyente de la membrana celular en el cerebro,
nion y otros tejidos), que se habian encontrado previamente en la hepatitis cronica activa
autoinmune. Se ha relacionado la presencia de estos anticuerpos con la afeccion neurolégica
en los pacientes de LES (46).

Por otro lado, ha sido demostrado que la PRL influye en la produccion de anticuerpos en el
paciente con LES. Gutiérrez y colaboradores (47) demostraron en un estudio in vitro que al
aplicar altas concentraciones de PRL a células mononucleares de individuos con LES y de
-ujetos normales se indujo un incremento en fa sintesis de inmunoglobulinas y de anticuerpos
anti-DINA,

En forma andloga, Mc Murray (48) observd que en nifios con artritis reumatoide juvenil los
niveles de prolactina sérica fueron significativamente mayores en los que tenian anticuerpos
antinucleares positivos que en los que estos anticuerpos eran negativos, sin haber relacion con
la intensidad de la enfermedad, lo que nos habla de la hiperreactividad celular en los pacientes
con enfermedades autoinmunes.

Los autoanticuerpos antiprolactina (anti-PRL) fueron reportados por primera vez en el suero
de pacientes adultos con hiperprolactinemia idiopatica por Hattori y colaboradores e¢n 1992
(49). Los pacientes con autoanticuerpos  anti-PRL  no  presentaban  sintomas  de
hiperprolactinemia tales como amenorrea o galactorrea, lo que sugicre que quizas los
anticuerpos anti-PRLL tengan alguna significancia biologica protectora (49-51). El andhsis
demostrd que se trata de una inmunoglobulina G con alta capacidad y baja atimdad. En 1994,

Hattori (52) reportd una frecuencia de autoanticuerpos antiprolactina del 16% en pacientes con



antinucleares se han estudiado mas extensamente los que se dirigen contra DNA, RNA, Sm,
Ro, La, histonas y poliADP-ribosa (41).

Algunos anticuerpos (anti-DNA y Ro) muestran especificidad para LES, algunos estan
asociados con caracteristicas clinicas particulares (42), como por ejemplo, los anticuerpos Ro
se relacionan con lupus cutineo subagudo, lupus neonatal y lupus seronegativo, los
anticuerpos anti-La estan usualmente presentes en los pacientes que cursan en forma
concomitante con Sindrome de Sjogren (41), los anticuerpos dirigidos contra las
ribonucleoproteinas (Sm, Ro/SSA y 1a/SSD) son de utilidad pronostica para dafio renal en
nefritis lapica (43-45). También se ha documentado la presencia de anticuerpos dirigidos
contra la sulfanda (acido glicosfingolipido constituyente de ta membrana celular en ¢l cerebro,
riion y otros tejidos), que se habian encontrado previamente en la hepatitis cronica activa
autoinmunc. Se ha relacionado Ja presencia de estos anticuerpos con la afeccion neuroldgica
en los pactentes de LES (46).

Por otro lado, ha sido demostrado que la PRL influye en la produccion de anticuerpos en el
paciente con LES. Gutiérrez y colaboradores (47) demostraron en un estudio in vitro que al
aplicar allas concentraciones de PRI, a células mononucleares de individuos con LES y de
sujctos normales se indujo un incremento en la sintesis'de inmunoglobulinas y de anticuerpos
anti-DNA.

I:n forma andloga, Mc Murray (48) observo que en nifios con artritis reumatoide Juvenil los
niveles de prolactina sérica fueron significativamente mayores en los que tenian anticuerpos
antinucleares positivos que en los que estos anticuerpos eran negativos, sin haber relacion con
la intensidad de la enfermedad, lo que nos habla de Ia hiperreactividad celular en los pacientes
con enfermedades autoinmunes.

Como una analogia podemos mencionar el estudio realizado en 1997por Maule y cols. (56) en
el que se demostré la presencia de autoanticucrpos dirigidos contra estructuras nerviosas del
sistema auténomo ¢n pacientes con LES y Artritis Reumatoide (AR). En este estudio no se
encontro correlacion entre la presencia de estos autoanticuerpos y la duracion de la
enfermedad o tipo de tratamiento que recibicron los pacientes. Estos autoanticuerpos se
cncontraron ¢n el 18% de los pacicntes y en nadie del grupo control. En conclusién, ¢l estudio

sugiere que la presencia de estos autoanticuerpos dirigidos contra estructuras nerviosas del
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sistema auténomo puede jugar un papel en la patogenia de la disfuncién autonémica de los
pacientes con LES, '

Los autoanticuerpos antiprolactina (anti-PRL) fueron reportados por primera vez en el suero
de pacientes adultos con hiperprolactinemia idiopatica por Hattori y colaboradores en 1992
(49). Los pacientes con autoanticuerpos anti-PRL  no presentaban sintomas de
hiperprolactinemia tales como amenorrea o galactorrea, lo que sugiere que quizas los
anticuerpos anti-PRL tengan alguna significancia biologica protectora (49-51). El analisis
demostré que se trata de una inmunoglobulina G con alta capacidad y baja afinidad. En 1994,
Hattori (52) reporté una frecuencia de autoanticuerpos antiprolactina del 16% en pacicntes con
hiperprolactinemia idiopatica sin enfermedad autoinmune y una correlacion positiva (rs =
0.74) entre los titulos de autoanticuerpos antiprolactina y los niveles séricos de PRL.

El origen de estos autoanticuerpos no es muy claro, ya que ¢s probable que los niveles
clevados de PRL circulante induzcan su produccion, es decir, al unirse la PRL con el
autoanticuerpo quizas altere los mecanismos de produccion de esta hormona a nivel
hipotalamico o hipofisiario ocasionando que exista una hiperseerecion de la PRL Por otro
lado, la hiperprolactinemia quizas también esté relacionada con la presencia de cstos
autoanticuerpos, ya que al unirse los autoanticuerpos antiprolactina a la PRL circulante no
permiten que esta Gitima sca excretada por via renal, o cual al seguirse produciendo la
PRL.incremente en forma secundaria los niveles circulantes de la misma.

Si la hiperprolactinemia condiciona la aparicion de los autoanticuerpos antiprolactina, o si
estos son los que inducen la elevacion de los niveles séricos de PRL es un hecho que solo
podra dilucidarse claramente ¢n modelos experimentales, sin embargo, consideramos que es
importante ¢l hecho de documentar la presencia de estos autoanticuerpos en el paciente con

LES, en ¢l que la hiperprolactinemia juega un papel importante en su patogenia.
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JUSTIFICACION

Los pacientes con Lupus Eritematoso Sistémico (LES) se caracterizan por la produccion de
diversos autoanticuerpos, algunos de ellos se relacionan en forma directa con la actividad de la
enfermedad o con algunas de sus caracteristicas clinicas.

Por otro lado, los pacientes con LES pueden cursar con hiperprolactinemia, como parte de su
enfermedad por lo que resulta logico pensar que la hiperreactividad propia del LES condicione
ta produccion de autoanticuerpos dirigidos contra la prolactina.

Se ha documentado la existencia de estos autoanticuerpos en pacientes con hiperprolactinemia
secundana a enfermedades no autoinmunes.

Por lo anterior, es de nuestro interés investigar si estos autoanticucrpos se presentan en el
paciente pediatrico con LES, cudl es su frecuencia, y si se correlacionan con los niveles

séricos de prolactina y/o con la actividad de la enfermedad.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

b, (Cudl ¢s la frecuencia de autoanticuerpos antiprolactina en el paciente adolescente con

l.upus Erttematoso Sistémico?

2. jLlos miveles séricos de prolactina estardn relacionados con la presencia de los

autoanticuerpos antiprolactina?

3. ¢Los autoanticuerpos antiprolactina tendran alguna relacion con la actividad de la

enfermedad?
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OBJETIVOS

GENERAL

Conocer la frecuencia de autoanticuerpos antiprolactina en ¢l paciente adolescente con LES, y
determinar st la presencia de los mismos se correlaciona con los niveles séricos de prolactina

y/o con la actividad de la enfermedad.

ESPECIFICOS

1. Medir la frecuencia de autoanticuerpos antiprolactina en el paciente adolescente con LES.
2. Establecer la correlacidn entre los niveles séricos de prolactina y la presencia de

autoanticuerpos antiprolactina.

3. Investigar si existe correlacion entre Ja presencia de autoanticuerpos antiprolactina y la

actividad lupica.

HIPOTESIS

I. La frecuencia de autoanticuerpos antiprolactina en pacientes adolescentes con LES es del
10%.

[

L.os autoanticuerpos antiprolactina se correlacionan en forma positiva en los pacientes

adolescentes con LES.

3. La actividad lapica se correlaciona en forma negativa con  los autoanticucrpos

antiproluactina.
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adolescentes con LES.
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SUJETOS, MATERIAL Y METODOS

LUGAR DE ESTUDIO: Unidad de Investigacion Médica en Inmunologia, Servicio de
Inmunologia y Reumatologia, Hospital de Pediatria del CMN Siglto XX! del IMSS. Servicio

de Inmunologia, Instituto Nacional de Pediatria.
. Ct.v‘" i
( e
- o ¢
DISERO : o -‘ﬂx.aw‘”v

1. Para ¢l objetivo especifico 1: Transversal descriptivo. ba?

2. Para los objctivos especificos 2 y 3: Transversal comparativo.

DEFINICION OPERATIVA DE VARIABLES
e Autoanticuerpos antiprolactina: Se determinard su presencia en el suero de los pactentes
utilizando inrnunoprecipitacion de complejos PRL- 1gG y se confirmara por medio de la
cromatografia de afinidad con proteina G acoplada a sepharosa .
Escala de medicion: Nominal
Categoria de la variable: Con anticuerpos antiPRI,
Sin anticuerpos anuPRL
e Niveles séricos de prolactina: Se determinaran por medio de cuantificacion sérica de PRL
libre y total por el método de andlisis de radioinmunometria (IRMA),
Escala de medicion: Cuantitativa continua
Categoria de la variable: ng/ml
e Actividad del LES: Se medird en forma simultanea a la toma de muestra de sangre
utilizando un indice de actividad de 1a enfermedad (SLEDAD(Anexo 1).
Escala de medicion: Nominal
Categoria de la vanable: 0 puntos = Inactivo
1 6 mas puntos = Activo
Tratamiento con medicamentos inmunomoduladores y medicamentos que alteran la
seerecion de prolactina: Se investigaron los medicamentos utilizados ¢n los 3 meses
previos a by toma de fa muestra de sangre.
Fscala de medicton : Cuantitativa continua

Categoria de fa vanable; mg/K/dia



CARACTERISTICAS DEL GRUPO DE ESTUDIO

Crterios de inclusion:

» Ambos sexos

+ Edad: 9a 16 afos

o Diagndstico contirmado de LES de acuerdo a los criterios de la ACR (Anexo 2)

» Pacicntes atendidos en el Servicio de Inmunologia y Reumatologia del Hospital de

Pediatria del CMN SXXl1 y en el Servicio de Inmunologia del INP

Criterios de exclusion:

» Pacientes con datos clinicos y/o de laboratorio incompletos

CALCULO DEL TAMANO DE MUESTRA

Para el objetivo 1: No se conoce la frecuencia de anticuerpos antiprolactina en el paciente
pedidtrico con LES, por lo que utilizamos la formuta para estimar la proporcion de un evento

¢n una poblacion, con una frecuencia minima esperada del 5% y el [C 95% se obtuvo un

tamaro de muestra de 73 pacientes.

Para los objetivos 2 y 3:

Utilizando los datos obtenidos por Hattori en pacientes hiperprolactinemia idiopdtica sin
¢nfermedad autoinmune |, con r = 0.74 aceptando un nivel alfa de 0.05 bimarginal y un nivel

beta de 0.20 se obtuvo un tamario de mucstra de 13 pacientes con autoanticuerpos anti-PRL.

ANALISIS ESTADISTICO

Para determinar las frecuencias de las variables de interés se utilizaron las medidas de
tendencia central y de dispersion de acuerdo a fa distribucion de las variables.

Para investigar la correlacion entre las variables de estudio se utilizaron las siguientes prucbas
estadisticas:

o Prucha de chi cuadrada con correccion de Yates para variables nominales (sexo, actividad

lupica, autoanticuerpos antiprolactina, hiperprolactinemia, tratamicnto con cloroquina).




» t de student para muestras independientes 6 U de Mann-Whitney (segin la distribucion)
para vartables continuas (edad, tiempo de evolucion de la enfermedad, porcentaje de

union, dosis de prednisona, niveles séricos de PRL y calificacion del indice SLEDAL).

El nivel de significancia estadistica es en todos tos casos de 0.05 bimarginal para una hipotesis

nula.
DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO

Estudiamos a todos los pacientes atendidos en los Servicios de Inmunologia de los hospitales
pediatricos antes mencionados, en un periodo comprendido del 1 de junio de 1996 al 30 de
agosto de 1997. Se les realizé una historia clinica, determinandose a la vez la actividad de la
enfermedad utilizando un instrumento ya validado (SLEDAI) (53). Simultaneamente, se
realizo la extraccion de 10 ml de sangre por venopuncion periférica, en ayuno. El suero se

guardo a - 40°C hasta el momento de su procesamiento.

Posteriormente s¢ efectuaron las determinaciones de PRL y anticuerpos anti-PRL (Anexo 3), y

de acucerdo a los resultados se realizd el andlisis y las conclusiones.
ASPECTOS ETICOS

En todos los casos se solicito autorizacion previa del paciente y de su padre o tutor (Anexo 4),
¢l ricsgo de complicaciones secundarias a la venopuncion fue minimo y se les explicd a los
pacientes antes de realizar el procedimiento. No se intervino en el manejo médico del pacicnte

por lo que no implicd problemas éticos.
PERSONAL Y RECURSOS FISICOS Y FINANCIEROS

Personal de mvestigacion: Investigador, Tutor, Laboratorista y Ascsor Metodologico,
Kecursos fisicos Unidad de Investigacion Mcdica en fnmunologia, Hospital de Pediatria def

CMM Sizlo X XI.



Recursos financieros: Los gastos concernientes a material y reactivos de laboratorio fucron

cubiertos por la Unidad de Investigacion en Inmunologia.
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RESULTADOS

Se estudiaron un total de 103 pacientes con LES, la distribucion por sexo fuc de 88 mujeres y
15 hombres, una relacion mujer-hombre de 6.4:1. La edad promedio de 13.73+ 1.92 afios
{amplitud 9 - 16 ).

El tiempo promedio de evolucion de la enfermedad fue de 23.75 meses + 20.14 meses
(amplitud 2 - 132,mediana de 20). Las caracteristicas clinicas y demograficas de los 103
pacientes con LES se muestran en la tabla 1.

De acuerdo a ia calificacion de! SLEDAI 64 pacientes (62%) se encontraban activos y 39
pacientes inactives, considerandose como activos aquellos que presentaron una calificacion de
I punto 0 mas, ¢l promedio del puntaje obtenido fue de 5 + 6.6 (amplitud de 0 a 30 puntos,
mediana de 2). .

L.a manifestaciones clinicas mas frecuentes del grupo de pacientes de LES fueron
mucocutaneas y articulares (48.5%), seguida de la afeccion renal {15.5%).

La concentracion sérica de PRL fue de 19.41 + 12.42 ng/ml (amplitud 4.7 — 71, mediana de
16.75). En 32 pacientes (31%) s¢ encontré hiperprolactinemia (HHPRL) definida como una
concentracion sérica de PRL mayor de 20 ng/ml | Ia frecuencia de HPRL en hombres fue de
2/15 (13.33%) y en mujeres fue de 30/88 (34%).

En cuanto a desarrollo sexual, 20 pacientes (24.44%) atn presentaban amenorrea primaria al
momento del estudio, de estas 20 pacientes, 3 (15%) tenian desarrollo sexual secundario con
Tanner mamario y genital 1. Un total de 5 pacientes (5.55%) presentaron alteraciones
menstruales (amenorrea secundaria), ninguna de ellas recibio tratamiento hormonal 2 meses

previos al estudio.

ACTIVIDAD LUPICA Y LES

Se¢ encontraron 64 pacicntes (62%) con actividad lipica, sus caracteristicas clinicas y
demogréficas se presentan en la tabla 2. La edad promedio, el tiempo de evolucion y la FUM
fucron similares entre los pacientes con y sin actividad de la enfermedad. Hay mayor
prcduminib del sexo femenino en los pacientes con actividad lupica, sin embargo, esta
diferencia no ¢s significativa (90.62% vs 76 9%, p = 0.1043). La variedad clinica de LES mas
frecuente en ambos grupos fue la MCA, en segundo lugar, Ia afeccion renal en los pacientes

activos y la afeccion neuroldgica en los no activos.



Los niveles séricos de prolactina promedio fueron significativamente mayores en los pacientes
con actividad lapica (21.71 vs 1562 ng/ml, p = 0.01), al igual que la frecuencia de
hiperprolactinemia (39.1% vs 17.9%, p = 0.02).

En cuanto al tratamiento, los pacientes con actividad lapica recibicron significativamente
mayor dosis promedio de prednisona (21.68 vs 13 mg/d) (p < .01), en cambio, el uso de
cloroquina como parte del manejo fue similar entre ambos grupos.

La presencia de amenorrea secundania fue similar en ambos grupos (4.68% vs 5.13%), en

cambio, la amenorrea primaria fue mas frecuente en el grupo de pacientes con actividad lipica
(20.31% vs 15.38%).

HIPERPROLACTINEMIA Y LES

Las caracteristicas chinicas y demograficas de los pacientes con y sin hiperprolactinemia se
muestran en la tabla 3. La edad promedio fue similar en ambos grupos al igual que ¢l tiempo
de evolucidn, hubo mayor predominio del sexo femenino en el grupo con hiperprolactinemia,
sin embargo esta diferencia no es significativa (p > .05).

Se observd mayor proporcion de pacientes con actividad lipica en el grupo con
hiperprolactinemia (78.1% vs 54.9%) y la diferencia fue significativa {(p = 0.04), en lo
referente al indice SLEDAL ¢l puntaje promedio de los pacicntes con hiperprolactinemia fue
significatlivamente mayor en comparacién al otro grupo (5 vs 2, p < .0F). Se observé una
correlacion positiva entre hiperprolactinemia y actividad de la enfermedad (rs =0.2213,
p=0.02).

La variedad clinica mas frecuente en ambos grupos fue la mucocutinea y articular, seyuida de
la afeccion renal.

No hubo diferencia en la dosis promedio de prednisona utilizada por ambos grupos (16.33 vs
19.36 my/d, p > .05), por otro lado, ¢l use de cloroquina fue signiticativamente mas frecuente
en los pacientes con hiperprolactinemia (87.5% vs 63 4%, p=.02). A

L.as variables relacionadas a la clevacion sérica de profactina encontradas en los pacientes con
hiperprolactinemia fucron; nsuficiencia renal cronica (25%) y tratamiento con cloroquina
{R7.5%)

b sicte de las pacientes con hiperprolactinemia (21.87%) se encontraron autoanticuerpos

antiprofacuna,



DETECCION DE AUTOANTICUERPOS ANTIPROLACTINA

Se determiné el porcentaje de union PRL-IgG en todos los sueros de los pacientes con LES
(Anexo 4), en aquellos en los que el porcentaje de union fue mayor del 40% (media + 3 d.e.)
se les realizoé cromatografia por afinidad con proteina G. Se observo que en 7 de ellos la mayor
parte o la totalidad de la PRL fue retenida en las primeras 10 fracciones obtenidas de la
columna de afinidad (pH 7.4), y posteriormente fue eluida en las fracciones dcidas (ricas en
[gGXFiguras 1-3), en ¢l resto de los sueros sometidos a cromatografia por afinidad la
totalidad o la mayor parte de la PRL fue eluida en las primeras 10 fracciones (Figuras 4-7).

Las caracteristicas clinicas de los 7 pacientes en quienes s¢ determind la presencia de
autoanticuerpos antiprolactina se muestran en la tabla 5. Las 7 pacientes fueron del sexo
femenino, la edad promedio fue de 14.57 + 2.51 afos (amplitud 9 - 16, mediana 15), el tiempo
p:-omedio de evolucién de la enfermedad fue de 29.14 + 26,86 meses (amplitud 2 - 71,
mediana 17), 5 de las pacientes (71.4%) tenian actividad de la enfermedad, el puntaje obtenido
del indice SLEDAI fue en promedio los niveles séricos de prolactina promedio fueron de
41.85 1+ 18.59 ng/ml (amplitud 21-69.5, mediana 38.42). Todas las pacicntes presentaron
hiperprolactinemia.

En cuanto al tratamiento la dosis promedio de prednisona fue de 11.07 & 8.15 mg/d (amplitud
5 - 25, mediana 5). Todas recibieron cloroquina como parte de su tratamiento. Una de las

pacientes (No.1) presentd amenorrea primaria al momento del estudio (Tanner mamario y

genital 1),

En la tabla 4 s¢ muestran las caracteristicas clinicas y demograficas en los pacientes con y sin
autoanttcuerpos antiprolactina,

La edad promedio, ¢l predominio del sexo femenino, el tiempo de evolucion de la enfermedad,
¢l porcentaje de pacientes con actividad lipica y ¢l puntaje obtenido en el SLEDAL fueron
stmilares en ambos grupos.

El promedio en ¢l porcentaje de union fue significativamente mayor en ¢l grupo con
autoanticucrpos antiprolacting (42.4% vs 23.18%, p = .01).

La dosis promedio de prednisona fue menor ¢n los pacicntes con  autoanticterpos

antiprofactina (11.07 vs 18.96), pero esta diferencia no fue signiticativa (p -+ .05). El uso de
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cloroquina como partc del tratamiento fue mayor en el grupo con autoanticuerpos

anttprolactina, pero no hubo diferencia significativa entre ambos grupos.

Ninguna paciente del grupo de autoanticuerpos antiprolactina presentd amenorrea secundaria,

y solo una de ellas tenia amenorrea primaria.

CORRELACION ENTRE AUTOANTICUERPOS ANTIPROLACTINA, ACTIVIDAD DE
LA ENFERMEDAD Y NIVELES SERICOS DE PROLACTINA

No encontramos ninguna correlacion entre la presencia de autoanticuerpos antiprolactina y la
actividad de la enfermedad (rs = 0.0517, p > .05), asi como tampoco entre el puntaje obtenido
con el indice SLEDAI y los titulos de autoanticuerpos antiprolactina (r: = 0.1178, p >.05).
Encontramos una correlacion positiva significativa entre los titulos de autoanticuerpos
antiprolactina y los niveles séricos de prolactina (rs = 0.4531, p<0.01).

También demostramos una corrclacion  positiva  significativa entre la presencia de

hiperprolactinemia y de los autoanticuerpos antiprolactina (Is = 0.4022, p<0.01).



DISCUSION

En un grupo de pacientes con LES se ha reportado elevacion de los niveles séricos de
prolactina (hiperprolactinemia) (20, 28, 29), pero su influencia sobre la actividad lipica ha
sido controversial en los estudios clinicos (20, 28, 30, 31). Gran parte de esta controversia
estriba en ¢l poder estadistico de Jos estudios y la falta de control sobre las variables que
influyen sobre la actividad lapica. Sin embargo, en un metandlisis realizado por Blanco y cols.
(54) se demuestra que si existe una asociacion entre hiperprolactinemia y actividad lupica. Por
otro lado, esta asociacion ya ha sido demostrada con certeza en modelos animales (13).

En el paciente pedidtrico con LES no se habia documentado la presencia de hiperprolactinemia
por lo que no se le relacionaba con la actividad de la enfermedad (38, 39), sin embargo, en
1996 Garf y cols. (40) documentaron la existencia de hiperprolactinemia en el 9% de sus
pacientes prepuberes con LES, observando que la variedad clinica mas frecuente en estos
pacicntes con hiperprolactinemia fue la afeccion neurolégica.

No se han realizado estudios en el paciente pediatrico adolescente, por lo que no sabemos cual
¢s la frecuencia de hiperprolactinemia en esta edad y si existe alguna asociacion con la
actividad de la enfermedad. Debido a que en esta edad pediatrica comienza el incremento en
forma rapida de hormonas que intervienen en el desarrollo gonadal consideramos que quizds
la frecuencia de hiperprolactinemia fuera similar a la del adulto, al igual que su influencia
sobre la actividad de la enfermedad. Sin cmbargo, en nucstro cstudio encontramos una
frecuencia de hiperprolactinemia de 31% (32 pacientes) mayor que la reportada en promedio
en los pacientes adultos (2.2 - 25%), con un marcado predominio del sexo femenino (30:2).
Por otro lado, observamos una asociacion significativa de la actividad lapica con la
hiperprolactinemia, (utilizando ¢l indice de actividad SLEDAI). Es de llamar la atencién que
ninguna de las pacientes con hipeprolactinemia presentd amenorrea secundaria o alteraciones
menstruales.

Al analizar la correlacion entre hiperprolactinemia y actividad de la enfermedad en el grupo en
general encontramos que esta fue positiva (Is = 0.2213, p = 0.02), lo cual concuerda con el
narco teorico existente (54).

Los pacientes con LES se caracterizan por su hiperreactividad v la produccion de una amplia
gama de autoanticuerpos dirigidos contra diversos elementos nucleares y cttoplasmicos,

algunos de ellos se asocian con caracteristicas clinicas de la enfermedad (41-46). Como
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antecedente, el Dr. Leafios (55) demostré la existencia de autoanticuerpos antiprolactina en

pacientes adultos con LES e hiperprolactinemia.

En nuestro estudio encontramos autoanticuerpos antiprolactina en 7 pacientes (6.8%), lo cual

fue similar a lo reportado en adultos (5%) (55). La presencia de estos autoanticuerpos se

demostrd basandonos en los siguientes resultados:

a) El porcentaje de uniéon PRL-IgG utilizando un gel de afinidad (proteina G acoplada a
sepharosa) fuc mayor a la media + 3 d.s. de pacientes control utilizados en un estudio
previo (55).

b) La PRL del suero fue retenida en las cromatografias por afinidad (proteina G con afinidad

para Ig(i), y eluida en las fracciones acidas (ricas en 1gG).

No se observd ninguna asociacion entre la presencia de autoanticuerpos antiprolactina y la

actividad de Ja enfermedad, pero si se demostrd una correlacion significativa entre la presencia

de estos autoanticuerpos y los niveles séricos de prolactina (rs = -0.3659, p<0.01), y entre

estos autoanticuerpos y la hiperprolactinemia (rs= 0.2213, p=0.02).

El disefio de nuestro estudio es transversal por lo que no es posible establecer temporalidad ni
inferir asociaciones causales, sin embargo, dado que la prolactina activa al LES y que la
presencia de los autoanticuerpos se correlacioné significativamente con la hiperprolactinemia,

podemos inferir que estos autoanticuerpos se relacionan en algin modo con la preduccion y

quizas con la accion bioldgica de la prolactina.
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CONCLUSIONES

Nuestro estudio demostro la presencia de autoanticuerpos antiprolactina del 6.8%, en forma de
una macroprolactina la cual esta formada por un complejo inmune PRI-IgG, en pacicntes
pedidtricos con LES.

No encontramos asociacion entre estos autoanticuerpos y la actividad de ta enfermedad, pero
st se observd una asociacion positiva de los autoanticuerpos antiprolactina con los niveles
séricos de prolactina, especificamente con hiperprolactinemia.

Encontramos una frecuencia de hiperprolactinemia del 31% (mayor a la reportada en pacientes
adultos con LES) en adolescentes con LES.

Ningin paciente con hiperprolactinemia presentd manifestaciones clinicas de la misma

(galactorrea, alteraciones menstruales).
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Tabla No. 1

Caracteristicas clinicas y demograficas de los pacientes con LES

Total 103 pacientes
Edad (promedio y d.¢.) 13.73 + 1.92 aflos
Sexo (F:M) 88 mujeres, 15 hombres (6.4:1)
Tiempo evolucion de [ES|20 meses
mediana)
Tipo de LES
MCA 50 (48.5%)
Renal 16 (15.5%)
Neuroldgico 15 (14.5%)
Hematologico 9 (8.8%)
Articular 5 (4.9%)
Discoide 2 (1.9%)
Hematoldgico/Renal 3 (3.9%)
Serositis I (1%)
Vasculitis 1 (1%)
Niveles séricos de PRL
(promedio y d.¢.) 19.41 +12.42 ng/ml
Pacientes con Hiperprolactinemia |32 (31%)
% union (mediana) 25
Pacientes con actividad lupica 64 (62 %)
SLEDAI (mediana) 2
Pacientes con anticuerpos anti-{7 (6.8%)
PRL ” L
FUM (dias de intervalo) (mediana) {175 =~
I'x PDN mg/d (mediana) 115 )
( T'x con cloroquina . 170(69.7%) ~

LES: Lupus Eritematoso Sistémico
MCA: Mucocutineo y articular

PRL : Prolactina

Anti-PR1L: Anticuerpos antiprolactina
Tx PDN: Tratumicnto con Prednisana
doe s desviacion eatandar



Tabla No.

Caracteristicas clinicas y demogrificas de los pacientes de LES
con y sin actividad lapica

Caracteristicas Con Actividad  |Sin Actividad
Total (n) 64 39
Edad (promedio y d.e.) 13.64 +2.01 afios 13.87 + 1.78 aiios **p> .05
Sexo 58 mujeres (90.62%) 30 mujeres (76.9%) *p>.05
Tiempo de evolucion| 24 meses 18 meses ** p>.05
(mediana)
Tipo LES
MCA 29 (45.3%) 21 (53.8%)
Renal 13 (20.3%) 3 (7.7%)
Hematologico 6 (9.4%) 3 (7.7%)
Neuroldgico 7 (10.9%) 8 (20.5%)
Articular 3 (4.7%) 2 (5.1%)
Discoide I (1.6%) 1 (1.6%)
Hematologteo/Renal 4 (6.3%) 0
Serositis 1 (1.6%) 0
Vasculitis 0 1 (1.6%)
FUM (dias de |20 14 **n> 05
intervalo){mediana)
Niveles  séricos de  PRL
(promedio y d.e.) 17.71 + 11.29 ng/ml 1279 £ 6.92 ng/ml **p=.01
(mediana) 14 ng/ml 11.57 ng/ml
Pacientes con| 18 (28.8%) 3(7.8%) * p=.04
hiperprolactinemia
% union PRL - [gG (mediana) | 22.45 21.65 ** n> 05
Pacientes con Ac anli-PRL 5 (7.8%) 2 (5.1%) * p>.05
SLEDAI (mediana) 4 0
PDN mg/d (mediana) 25 15 ** 5 <0l
Tx con cloroquina 49 (76.56%) 24 (61.53%) *p>.05

LES - Lupus Eritematoso Sistémico

MCA: Mucocutaneo y articular

PRL: Prolactina

Ac anti-PRL: Anticuerpos antiprolactina
Tx con PDN. Tratamiento con prednisona

de Desviacion estandar

Prucha de chi ciadrada con correceion de continuidad de Yates

thde Mann-Whiney

MU



Tabla No. 3

Caracteristicas clinicas y demograficas de los pacientes de LES
con y sin hiperprolactinemia

Caracteristicas

Con hiperprolactinemia

Sin hiperprolactinemia

Total (n) 32 71

Edad (promedioy d.e.) [13.91+ 2.1 aflos 13.65 + 1.88 afios *re#x p=038
Sexo 30 mujeres (94%) 68 mujeres (82.9%) **p=0.19
Tiempo de evolucion|18.5 meses 20 meses *rrxp=0091
{(mediana)

Tipo de LES

Renal 8 (25%) 8 (11.27%)

MCA 9 (28%) 41 (59.15%)

Neurolégico 5 (15.62%) 10 (14.8%)

Hematolégico 3 (9.4%) 5 (7.04%)

Articular 3 (9.4%) 3 (4.22%)

Discoide 0 2 (2.8%)

Vasculitis P (3.12%) 0

Serositis P (3.12%) 0

| Hematoldégico/Renal 2 (6.25%) 2 (2.8%)

FUM (dias de8 20 ***¥*p=0.06
intervalo)(mediana)

Niveles séricos de PRIL{32.91 + 14.05 ng/ml 13.33 + 4.06 ng/ml weax 5 < 0]
{promedio y d.¢.)

% union_(mediana) 37.35 17.11 *p<0.01
Con actividad lUpica 25 (78.1%) 39 (54.9%) ** p=0.04
SLEDAI (mediana) 5 2 e ]

Ac anti-PRL 7(21.56%) 0 **n < 01

PDN mg/d {(mediana) t5 15 33 55 05

Tx con cloroquina 28 (87.5%) 45 (63.4 %) **p =02

LES' Lupus Entematoso Sistémico
MCA® Mucocutineo y articular

PRL Prolactina

Acanti-PRL © Anticuerpos antiprolactina
Tx PDN Tritamiento con prednisona

d e. Desviacion estandar

tde student para muestras independientes

s
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Prucha cxacta de Fisher




con y sin autoanticuerpos antiprolactina

Tabla No. 4
Caracteristicas clinicas y demograficas de los pacientes de LES

Caracteristicas Con Ac anti-PRL Sin Ac anti-PRL

Total (n) 7 96

Edad (promedio yd.e.) 14.57 + 2.51 aiios 13.67 + 1.87 aiios 2 p>05
Sexo 7 mujeres (100%) 81 mujeres (84.4%) *p> 05
Tiempo de  evolucion| 17 meses 20.5 meses ***p> .05
{mediana)

Tipo de LES

MCA 3 (43%) 47  (49%)

Renal I (14.3%) 15 (15.6%)

Hematoldgico 2 (28.6%) 7 (7.3%)

Neurologico 0 15 (15.6%)

Articular 0 5 (5.2%)

Discoide 0 2 (2.1%)

Hematologico/Renal 0 4 (4.2%)

Serositis 1 (14.3%) 0

Vasculitis 0 I (1%)

FUM (dins de|6 20 =02
intervalo )} mediana)

Niveles séricos de PRL

(promedio y de)) 41.85 + 18.59 ng/ml 17.77 £ 10.19 ng/m) % p < 0l
(mediana) 38.42 ng/ml 1648 ng/ml

Pacientes 7 (100%) 25 (26%) **p< 0l
c/hiperprolactinemia .

% union PRL-1pG 467 21 sve < 01
{mcdiana) ] 1 .

Pacientes  con  actividad | 5 (71.4%) 59 (61.5%) *p> .05
lapica

SLEDAI (mediana) 4 2 ¥+ 0> 05
PDN mg/d (mediana) 5 5 24 n> 05
Tx con cloroquina 7 (100%) 63 (65.62%) **p> .05

LES Lupus Eritematoso Sistémico
Ac anti-PRIL. Anticuerpos antiprobacting

MCA Mucocutineo y articular
'RE. Prolacting

Tx con PDN Tratamiento con prednisona

d e Desviacion estandar

Pritcta exacta de Fisher

L

LI §

U de SMann-Whitney

Prucha de chr coadrida con corceecion de continuidad de Yates




Tabla No. 5

Caracteristicas clinicas y demograficas de
LES y autoanticuerpos antiprolactina

los

pacientes con

No. I 2 3 4 5 6 7
Edad 9 15 16 16 15 15 16
Sexo F F F F F F F
Variedad de | MCA Renal MCA MCA MCA Articular Hemat/
LES Articular
Tiempo de {6 meses |6 afios | 1.5 afios | 4 afios | afo 2 meses 4 aflos
evolucion

PRL (ng/ml) |36 69.5 (4273 |22.33 21 63 38.42
Actividad Si Si No Si No Si Si
lipica

SLEDAL 4 4 0 6 0 16 6
PDN mg/d 175 |5 5 5 5 15 25

Tx ¢loroquina |Si Si Si Si Si Si Si
FUM (dias deiAP 4 2 28 9 1 8
intervale) | | |

LES: Lupus Eritematoso Sistémico
PRL: Prolactina
MCA: Mucocutanea y articular
Hemat: Hematologica
FUM: Fecha de tltima menstruacion
AP: Amenorrea primana

.
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ANEXO 1

INDICE DE LA ACTIVIDAD DE LA ENFERMEDAD EN PACIENTES CON LUPUS (SLEDAI

Anote la puntuacion en la columna de calificacion del SLEDAT si la descripcion esta presente al momento de la
visita o en los 10 dias previos a la misma,

Peso | Calificacion | DESCRIPCION | DEFINICION
| (SLEDAY)
8 Convulsion Inicio reciente. Excluir causa metabdlica, infecciosa o por drogas
8 Psicosis Capacidad alterada en las funciones de la actividad normal debido a severos
disturbios en fa percepaidn de l1a reatidad Incluye alucinaciones, incoherencia,
pérdida marcada de las asocaciones, contenido del pensamiento empobrecido,
pensamiento ilogico evidente, conducta wrotesca, desorganizada o catatdnica.
I Excluir presencia de sindrome urémico o investa de drogas.
b Sindiome Funcion mental alterada, deterioro en la orientacion, memoria u otra funcién
organico cerebral | intelectual de inicio rapido, manifestaciones clinicas fluctuantes, como alguna de
las siguientes: a)Alteracion del estado de conciencia con reduccion de capacidad
de concentracion e incapacidad de nuntener atencion al medio ambiente, mas por
lo menos dos de las siguicntes alteraciones: disturbio en fa percepeion, lenguaje
incoherente, insomnio 0 somnolencia durante ¢l dia, incremento o disminucion de
actividad psicomotora. Excluir causa metabolica, infecciosa o por drogas.
8 Trastornos Cambios en retina de LES. Incluye cuerpos citoides, hemorragia retiniana,
visuales exudado seroso o hemorragia en coroides, neuritis optica. Excluir HTA, causas
I _ infecciosas o drogas.
8 Trastornos — en | Inicio reciente de neuropatia sensorial o0 motora que incluya nervios craneales
o o pares craneales B
3 Ceialen lupica Celalea persistente y severa, puede ser migrafiosa pero no responde a analudsicos
~ L e ] niru)llu)s
8 EvC [ Sindrome cerebrosascular nuevo Excluir ateroescletos:s
b Vasculitis | Ulceracion, «_r,al\"tha nodulos blandos thbn Ales infarto penungueal, hemorragias
R . en astilia, biopsia o anuiogratia que apoye vasculilis
4 Artritis Mas de 2 anticulaciones con dolor y signos de inflamacion
4 Miositis Debilidad muscular proximal, asociada a elevacion de CPK o aldolasa, cambios
N _ electromiogrificos o biopsia que demuestie miositis
4 Cilindros Cilindros de hemoglobina, granulosos o entrocitos
L urinarios
4 Hematuria Mas de 5 eritrocitos por campo de alto poder, excluir litos, infeccidn u otras causas
4 Proteinuria Mas de 0.5 ¢ en 24 h. [nicio reciente o incremento de mas de 0 Se/24h
i ] Piuria Mas de 5 leucocitos por campo de alto poder, excluir infeccion
A 1 Eritema malar Inicio reciente o recurrencia de eritema tipo inflamatorio
20 __iAlopecia Inicio reciene o recurrencia de pérdida anormal del cabello, en placas o difuso
2 Ulceras en | Inicto reciente o recurrencia de ulceraciones orales o nasales
o mucosis
2 Pleuritis Histeria convingente de dolor pleuritico con frote, derrame o engrosamiento
... |pleural ) e
2 Pericarditis Historia de dolor erIL idico con al menos uno de los swlncnlus (rote, derrame o
oo | confinmacion electrocardiogritica o ecocardiogrifica
2 ('mnp!cmcmn Disminucion de CHSO, C3 o ( 4 a un valor menor al limite inferior de ta ;nudm del
o __lbwo laboratorio . o
L Ac anti- [)ﬂz! _ | Mas de 25%0 union por Farr o nrayor al normal para la prucba dd laboratorio
I Ficbie ) M.l_'lur dt., awc (!Lspu-.,h de c\dmr mh_cunn _ o
1 ' Frombocitopema § Menor de 100,600 plagquetas por mm3, no J febido a drm, 15 o
i | Leucopent Menor de 3000 h_uu:u!n-. por anmd, oo ddm!u adn duw A%




ANEXO 2

CRITERIOS REVISADOS PARA LA CLASIFICACION DEL LUPUS

ERITEMATOSO SISTEMICO

CRITERIO

DEFINICION

Eritema malar

Ernitema fijo, plano o clevado sobre las eminencias malares, con
tendencia a fa diseminacion a partir de los surcos nasolubtales

Eritema discoide

Placas entematosas  clevadas  con  cicatnzacion  queratotica
adherente y tapones foliculares, Ta cicatrizacion atrofica pueden
ocurrir en lesiones vicjas

Fotosensibilidad

Ertema cutaneo como resultado de una reaccion inusual a la luz
del sol, por historia del paciente u observacion del médico

Ulceras orales

Ulceracion  oral o nasofaringea, usualmente  dolorosas

y
observadas por ¢l médico

Artritis Artritis no erosiva que involucra 2 o mds articulaciones
pertféricas caracterizadas por tumetaccion o sinovitis
Serositis Pleuritis:

Historia convincente de dolor pleuritico o frote |
escuchado por un médico o evidencia de derrame pleural, o

Pericarditis: Documentada por ECG, frote o evidencia de derrame
pericirdico

Alteracion renal

i
4

Proteinuria pumstum. mayor de 0.5 O/ds.l o mayor de 3 + si
no s¢ realiza cuantificacion

by Cilindros celulares:  Pueden
"rdnu!mm tubulares ng ml\tm

a)

ser eritrocitarios, de Hb,

| Alteracion neurologica

Convulsiones: En ausencla de drouas 0 altudunncb metabolicas
conocidas (uremia, cetoacidosis, DHE, ¢te., o

antinucleares

Psicosis: En ausencia de drogas o alteraciones metabolicas
o conocidas o _

Aleracion Ancmia humolmca con reticutocttosis, o

hematologica Leucopena menor de 4000/mm3 en 2 o mads ocasiones, o
infopenia menor de 1500/mm3 ¢n 2 0 mas ocasiones., o
Trombocitopenia menor de 100,000/mm3 en ausencia de causa
secundarias a drogas

Alteracion Células LE posttivas, anticuerpos anti-DNA | anticuerpos anti-Sm,

inmunologica | VDRL falso positivo

Anticuerpos Titulo anormal por inmunofluorescencia, en ausencia de dfOL’.dS

que se sabe se asocia al sindrome de lupus inducido por drogas

Fldmgnostico de LES se establece si un paciente reine 4 o mas eriterios de fos §1 agqu mencionados, en forma
seriada o simltaneamente durante alein intervalo de observacion

-

[



ANEXO 3

DETERMINACION SERICA DE PROLACTINA (PRL)

Para la determinacion de los niveles séricos de prolactina por inmunoradiometria (IRMA)se

utilizaron los kits comerciales de Cis bio Internacional.

PROLACTINA LIBRE:

a) Se incuban 400 pi del suero problema a 37°C por 2 horas

b) Se afladen 400 pl de polietilenglicol (PEG) al 25% para precipitar las fracciones de
gamaglobulina mayores de 100 kDa.

¢) Se centrifuga la mezcla a 3000 rpm a 4°C por 30 minutos.

d) En el sobrenadante obtenido se determina la prolactina por inmunoradiometria (IRMA).
PROLACTINA TOTA L

a) Incubar 250 pl del suero problema con 30 ul de IN HCI durante 30 minutos a temperatura
ambiente con el fin de disociar la unién PRL--anticuerpo anti-PRL

b) Agregar PLEG al 25% agitandose vigorosamente (a esta mezcla se le adicionan 60 ut de 2M
Tris-HCI (pH 8.3) para ncutralizarla)

¢} Centrifugar a 3000 rpm a 4°C por 30 minutos.

d) En el sobrenadante se determina PRL total por IRMA.

n



ANEXO 4

DETERMINACION DE AUTOANTICUERPOS ANTIPROLACTINA

Se utilizé proteina G unida a sepharosa CL-4B (SIGMA Chemical CO) para inmunoprecipitar

los complejos inmunes PRL-1gG. Cada mililitro de sepharosa hidratada tiene capacidad de

unién de aproximadamente 20 mg de IgG humana. Después de obtener los complejos inmunes

se cuantifico ¢l poreentaje de PRL unido a IgG.

Inmunoprecipitacion de complejos PRL-1gG:

a)

b)

c)

d)

i
Depositar 200 pl de proteina G unida a sepharosa {previamente hidratada) en tubos de
poliestireno de 12 x 75mm.

Adicionar100 pl de amortiguador fostato salino (PBS, pH 7.4) conteniendo 0.2% de azida
de sodio.

Agregar 100 ! del suero problema e incubar a temperatura ambiente en agitacion continua
durante 5 minutos, centrifugar a 3000 rpm a 4°C durante un minuto y decantar el
sobrenadante,

El scdimento (lgG-proteina G umida a sepharosa) se lava con 1.5 mi de PBS y se
centrifuga, se decanta el sobrenadante y sc repite el proceso de lavado por segunda ocasion
{esto es con ¢l fin de eliminar las proteinas que no tueron retenidas por la proteina G,
quedando solamente igG).

Se¢ resuspende el sedimento con 200 pl de 0.1 M gheina-HCL (pH! 3.0) y se incuba a
temperatura ambiente durante 5 minutos en agitacion continua.

Centrifugar nuevamente a 3000 rpm durante un minuto a 4°C.

Tomar 100 pl del sobrenadante y neutralizarlo con 2 ul de IM Tris-HC1 (pt9.0).

En el sobrenadante neutralizado determinar ¢l porcentaje de union de PRE a la 1gG por
HLMA



i>eterminacion det porcentaje de PRL unida a la [gG:

a) Se depositan 100 u! de sobrenadante neutralizado en tubos de poliestireno recubiertos con
un anticuerpo monoclonal munno anti-PRL humana

b) Se agregan 48 pul del diluyente comercial.

c) Incubar a temperatura ambiente durante 30 minutos en agitacion continua.

d) Lavar ¢l tubo con 1 ml del amortiguador comercial y decantar en papel absorbente, repetir
este paso 2 veces.

¢} Agregar 100 pl de anticuerpos monoclonales murinos anti-PRL humana marcados con [i2s
(85000 — 89000 cuentas por minuto (CPM)).

f) Incubar a temperatura ambiente en agitacion continua.

g) Lavar nuevamente los tubos como en el inciso d.

h) Medir cn el tubo la radioactividad con un contador gamma durante un minuto.

1) Calcular el porcentaje de PRL unida a IgG de acuerdo a la siguiente formula:
CPM del suero problema — CPM de la union inespecifica / CPM de cuentas totales x 100

Se considerd que ¢l sucro problema tenia autoanticuerpos antiPRL cuando el porcentaje de
radioactividad excedio la media + 3 d.e. de 14 sujetos sanos sin hiperprolactinemia.
Cromatografia de afimdad con proteina G acoplada a sepharosa (high performance):

Eiste procedimicnto ¢s con ¢l fin de confirmar la presencia de autoanticucrpos antiPRL en los
sueros con resultados de poreentaje de PRL umida a IgG mayor al punto de corte antes
mencionado.

En una columna de plastico se empacan 0.7 ml de proteina G acoplada a sepharosa hidratada
(Pharmacia Biotech), y se instala en el cuarto frio a 4°C. Se corre por la columna 500 ul de
suero problema diluido con 500 pl de PBS (ptl 7.4) conteniendo 0.2% de azida de sodio y
0.1% de albamina bovina. Se colectan 20 fracciones de 1 ml por minuto. £n los tubos para las
altmas 10 fracciones adicionar previamente 8O pd de IM Tris-HCH (pH 9.0) para neutralizar.
Las primeras 10 fracciones son cluidas con PBS y las Gltimas 10 con 0.1M glicina-tHCH (pil
30y Postertormente, seorealiza la determinacion de fa concentracion de PRI por IRMA en
cada fracaion. Las columnas son regeneradas con PBS dejando pasar 4 5 volamenes de la

columna, Cada columna se puede emplear pari procesar un niiximo de 10 sueros,

15



ANEXO 5

HOJA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN EL
PROYECTO DE INVESTIGACION SOBRE ANTICUERPOS ANTIPROLACTINA

Titulo de! proyector Determinacion de anticuerpos antiprolactind en pacientes adolescentes con Lupus
Eritematoso Sistémico (1.8}

Investigadores; Dra. Guadalupe Quintal Alvarez, Dr. Francisco Blanco Favela

Objetivo: Determinar cual es la frecuencia de anticuerpos antiprolactina en el paciente adolescente con LES,
correlacionarlo con actividad de la enfermedad y con Jos niveles séricos de prolactina.

Procedimiento: Se le realizara a mi hijo(a) una breve histora clinica durante la consulta ademas de una
exploracion fisica de rutina. Posteriormente se le extracrin 10 ml de sangre de una vena peritérica. Como
complicacion de este procedimiento puede formarse un moreton o infectarse, pero la frecuencia de estas
complicaciones es muy baja si se realiza el procedimiento en forma adecuada.

Beneficios Es probable que mi hijo(a) no reciba ningin beneficio inmediato por la participacion en el estudio.
Kiesgos Unicamente alguna de [as complicaciones antes mencionadas por la extraccion de la muestra de sangre

Conf’)  aad. Los resultados de los analisis practicados a mi hijo{a) me seran dados a conocer cuando los
solicite, sulo bajo mi autorizacion se le proporcionaran al médico tratante.

Estoy cunsciente de que la participacion de mi paciente ¢n el estudio es completamente voluntaria, por lo que
seremos libres de negarnos a tomar parte en el estudio o bien abandonarlo en cualquicr momento, esto no afectard
de ningun modo la atencion médica prestada a nu paciente.

l.os investigadores me han informado sobre este estudio y hemos discatido todas Lles dudas que pudicron haber
surgido. He comprendido totalmente cudl es el objetivo y procedimiento de esta investigacion, ain asi estoy en

libertad de solicitar mayor informacion cuando lo creamos necesario.

Consiento en que mi hijofa) participe en este estudio, recibo copia de esta reformacion la cual he tenido
oporiunidad de leer y comprender completamente

Nombre y fivma del paciente

Nomlue y tirma del padie o witor

Nombre y tirma del testigo

Nombre y firma del investigador -

Fecha
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