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Resumen

Introduccién. La prolactina (PRL) es una hormona peptidica con accién
mmunomoduladora. El 15 — 30% de los pacientes con lupus eritematoso sistémico (LES)
tienen hiperprolactinemia y los niveles séricos de PRL estan asociados a la actividad
Kipica.

La presencia de autoanticuerpos anti-PRL de isotipo IgG se han encontrado en el 40.7%
de los pacientes con LES e hiperprolactinemia idiopética, los cuales se detectan en la
sangre formando un complejo con la PRL (PRL-1gG), con un peso molecular aparente de
150 kDa (big big PRL) por filtracién en gel. La presencia de los autoanticuerpos anti-
PRL se asocia al estado hiperprolactinémico y existe una correlacién positiva entre los
titulos de autoanticuerpos anti-PRL y los niveles séricos de PRL, lo que sugiere que los
autoanticuerpos son la causa de la hiperprolactinemia en un subgrupo de pacientes,
especialmente en aquellos con niveles séricos muy elevados de PRL y sin una causa
aparente para explicar la hiperprolactinemia (hiperprolactinemia idiopética). Ademss, los
pacientes con hiperprolactinemia idiop4tica y autoanticuerpos anti-PRL presentan menor
actividad tapica (clinica y serologica) que los pacientes con hiperprolactinemia idiopdtica
sin autoanticuerpos anti-PRL (cuya forma predominante circulante en sangre es la PRL
monomérica o little PRL), lo que indica que la actividad biologica de la PRL esta
bloqueada por el autoanticuerpo anti-PRL.

Para explorar los mecanismos de la menor actividad clinica en los pacientes con
hiperprolactinemia y autoanticuerpos anti-PRL decidimos estudiar la actividad bioldgica
in vitro del complejo PRL-IgG, asi como, estudiar el aclaramiento plasmatico del
complejo PRL-IgG para explicar el estado hiperprolactinémico.

Objetivo. Determinar la actividad biologica in vitro (células Nb2) y el aclaramiento
plasmético en ratas del complejo PRL-1gG obtenido de pacientes con LES.

Disefto. Estudio experimental,




Sitio del estudio. Laboratorio de Autoinmunidad de la Unidad de Investigacion Médica
en Inmunologia del Hospital de Pediatria. Centro Médico Nacional, Siglo XXI. Instituto
Mexicano del Seguro Social.

Métodos y pacientes. Se estudiaron 27 mujeres con LES ¢ hiperprolactinemia. Fueron
agrupadas en tres categorias: grupo [ (ocho pacientes con autoanticuerpos anti-PRL),
grupo I (doce pacientes sin autoanticuerpos anti-PRL y sin actividad lipica), y grupo 11l
(siete pacientes sin autoanticuerpos anti-PRL y con actividad lapica. Ademis, el suero de
cinco mujeres normoprolactinémicas sanas y siete mujeres con adenoma hipofisiario
productor de PRL también fueron estudiados.

La PRL sérica fue caractetizada por ensayo inmunoradiométrico (IRMA),
radioinmunoensayo (RIA), bioensayo en células Nb2, cromatografia de filtracién en gel,
cromatografia de afinidad para inmunoglobulina G (IgG), electroforesis en ge! de
poliacrilamida (SDS-PAGE) - Western blot, asi como su aclzramiento plasmitico en
ratas.

Resultados. En los pacientes con autoanticuerpos anti-PRL, la mayor parte de la PRL
(83.8 + 6.4%) eluyd por filtracion en gel como “big big PRL” (peso molecular aparente
de 150 kDa), la cual se encontré unida no covalentemente a Iz IgGeneld45.2+10.6% y
por Western-blot solamente estuvo presente la PRL de 23 kDa. En cambio, el suero de
los pacientes sin autoanticuerpos anti-PRL, la mayor parte de la PRL (86.2 — 100%)
eluyé por filtracion en gel como “little PRL”, y por Western-blot se detectd
principalmente PRL de 23 kDa (no glicosilada), como también ¥ en menor cantidad PRL
de 25 kDa (glicosilada). En siete de las ocho pacientes con autoanticuerpos anti-PRL no
hubo actividad lapica, en ninguna existian causas asociadas 2 la elevacién de la PRL,
como tampoco ninguna presentaba trastornos menstruales. En cambio, las pacientes sin
autoanticuerpos anti-PRL, la frecuencia de causas secundarias de hiperprotactinemia,
como de trastornos menstruales fueron significativamente mayores (p £ 0.05). La media
de Ia relacion Nb2IRMA del suero total de las pacientes con autoanticuerpos anti-PRL
fue de 1.46 + 0.26, semcjante a la obtenida en las fracciones por filtracién en gel que
contenian e compkio PRL-1gG (1.50 + 0.31), esta retacitn fire significativamente mayor
que la del suero total sin autoanticuerpos anti-PRL (0.81 ~ 0.95), como de las fracciones




por filtracién en gel que contenian “little PRL™ (0.76 — 0.80) (p < 0.02). De forma
similar, el complejo PRL-IgG fue 1.55 veces maés activo sobre las células Nb2 que la PRL
humana hipofisiaria que contenia 12.1% de PRL en forma glicosilada (25 kDa), pero esta
actividad fue semejante a la PRL humana recombinante que practicamente no contenia
PRL glicosilada (0.23%) y al igual que el complejo PRL-IgG, sélo se detects la PRL de
23 kDa por Western-blot. La concentracién de PRL determinada por IRMA en suero
total fue semejante a la determinada por células Nb2 en todos los grupos estudiados, en
cambio, la concentracién de PRL determinada por RIA fue significativamente menor s6lo
en el suero de los pacientes con autoanticuerpos anti-PRL que la determinada por IRMA
o por bioensayo en células Nb2 {p < 0.008). El aclaramiento plasmético de la PRL del
suero de los pacientes con autoanticuerpos anti-PRL. fue significativamente mas retardado
que de la PRL del suero de los pacientes sin autoanticuerpos anti-PRL (p < 0.001).

Conclusiones. Se demostrd que el complejo PRL-IgG de los pacientes con
autoanticuerpos antj-PRL esta formado por Iz unién no covalente de una IgG a la PRL de
23 kDa y que tiene una actividad bioldgica completa in vitro. Estos datos sugieren que el
complejo PRL-IgG no ejerce su actividad biolégica in vivo debido a su alto peso
molecular que le impide atravesar las paredes capilares para llegar a sus células blanco.
De forma semejante, debido al alto peso molecular del complejo PRL-IgG, el
aclaramiento plasmatico de la PRL esta disminuido y esto tiende al desarrollo de la

hiperprolactinernia.



Introduccion

Ellupus eritematoso sistémico (LES) es una enfermedad autoinmune compleja que afecta
predominantemente a mujeres (con una relacién mujer / hombre de 9:1) entre los 20 a 40
afos de edad (1), este predominio al sexo femenino ha sido atribuido a las propiedades
inmunoestimuladoras de los estrogenos (2). EI LES también tiene una tendencia de inicio
o exacerbacion durante el embarazo o en el periodo post-parto (3,4), condiciones que se
acompafian de niveles elevados de prolactina (PRL) sérica (5,6) .

El LES es una enfermedad de etiologia desconocida, con un amplio espectro de
manifestaciones clinicas y alteraciones inmunolégicas, las cuales estan caracterizadas por
anormalidades tanto en los linfocitos B como T, especialmente durante la actividad de la
enfermedad. El suero de los pacientes con LES se caracteriza por la reactividad que
presenta a una gran variedad de autoantigenos, particularmente a nucleoproteinas, entre
cstos autoanticuerpos se encuentran los que unen DNA, Sm, RNP, Ro, La ¢ histonas que
han sido extensamente estudiados. Algunos autoanticuerpos como anti-dsDNA y anti-Sm
muestran  especificidad para LES, otros autoanticuerpos est4n asociados con
manifestaciones particulares de la enfermedad, por ejemplo, los autoanticuerpos anti-Ro
estan asociados al LES cutdneo subagudo, lupus neonatal y lupus seronegativo, y los
autoanticuerpos anti-La estén presentes en los pacientes con LES que tienen sindrome de
Sjogren.

Las alteraciones en la inmunorregulacién en el LES pueden ser debidas a factores
genéticos, ambientales y hormonales, lo que permite la expresién clinico-serolégica y
también puede servir para identificar subgrupos clinicos con diferente gravedad y
prondstico.

La asociacién de! LES con una amplia variedad de autoanticuerpos es Ia caracteristica de
Ia enfermedad. Aunque algunos autoanticuerpos son considerados marcadores de otras
enfermedades, estos son frecuentemente encontrados en el LES, de este modo, los
marcadores de esta enfermedad es la potencialidad de la multiplicidad de los

autoanticuerpos circulantes. La pregunta de si estos autoanticuerpos son inducidos por




antigenos o estdn codificados en los genes de las células de las lineas germinales esta en
debate, pero la respuesta puede ser que ocurran ambas cosas.

La hormona lactogénica de la hip6fisis anterior PRL, tiene efectos sobre la respuesta
inmune (7), se ha demostrado que exacerba la a&Mdad de la enfermedad en ratones
hembras Nueva Zelanda negras X Nueva Zelanda blancas (NZB X NZW) que padecen
una enfermedad semejante al LES (8,9),

La actividad biologica de la PRL fue reconocida por primera \:ez en 1929, cuando al
administrar extractos de hipofisis a conejas ooforectomizadas se les provocaba secrecién
lictea (10). La PRL es una de las hormonas més versétiles de la hipéfisis en términos de
acciones bioldgicas. Mas de 100 acciones diferentes de la PRL han sido documentadas en
animales vertebrados (11), que incluyen entre otras: desarrollo mamario e inicio de la
lactancia en mamiferos, osmorregulacién en peces, conductas de anidacién en pajaros,
crecimiento y metamorfosis en anfibios. Estas acciones, son mucho més que las acciones
reportadas en conjunto para ¢l resto de las hormonas adeno-hipofisiarias. Ademas, Ia
PRL modula las funciones del sistema inmune (12).

La PRL es una hormona proteica de 199 amino4cidos con un peso molecular de 23 kDa
(13,14), fue descubicrta en la glandula hipofisiaria (10), secretada por una clase de células
con tincién acidofilica, conocidas hoy como mamotropos y mamosomatotropos (15), y
fue considerada como una hormona de origen hipofisiaria exclusivo. En los tiftimos afios,
se ha demostrado la presencia de PRL y moléculas PRL-like en una gran variedad de
tejidos. De los tejidos no hipofisiarios, la placenta es la fuente mas abundante de PRL
(16), la hormona es sintetizada por las células de la decidua placentaria y es idéntica a la
PRL hipofisiaria en propiedades quimicas, biolégicas e inmunolégicas. La PRL se
encuentra ampliamente distribuida en el cerebro y médula espinal de los mamiferos (17-
18). La PRL y las moléculas PRL-like son producidas también por diferentes tipos de
células del sistema inmune: timocitos humanos (19), células linfoblastoides-B IM-9-p3
(20), linfocitos T (21). Otros drganos y tejidos en los cuales la PRL-like inmunorreactiva
s¢ ha encontrado incluyen: glindula mamaria, glindula adrenal, cuerpo liteo, prostata,
testiculo, glandula uretral, glindula lacrimal, gléndula sudoripara, islotes pancredticos e
intestino (21-27).




El gen de la PRL se localiza en el brazo corto del cromosoma 6, compuesto de cinco
exones y cuatro intrones largos, es mas grande que el gen de la hormona del crecimiento
(16 kb vs. 2 kb) debido a los intrones largos. En todos los exones e intrones del gen de la
PRL de rata existe mas de un sitio posible de empalme (splicing) (28), con la posibilidad
de dar diferentes variantes de PRL por diferentes sitios de empalme del mRNA.

La PRL se sintetiza como una pre-hormona de 227 aminodcidos en muchas especies de
mamiferos (29), la hormona madura se deriva de esta molécula precursora por ruptura
proteolitica del péptido sefial de 28 aminoacidos (30,31). El mRNA de la PRL cerebral es
idéntico al mRNA de la PRL hipofisiaria (32). Las célutas linfoides y la decidua humana
expresan un mRNA de la PRL aproximadamente 150 nucledtidos mayor que el mRNA de
la PRL hipofisiaria, pero el precursor de la PRL sintetizada por estos tejidos parece
idéntico al precursor de la PRL hipofisiaria (19,33).

La secrecién normal de PRL esta bajo un control inhibitorio ténico por la dopamina
hipotaldmica y su inhibicion esta sujeta a estimulos internos y externos. La sintesis y
secrecién de la PRL son estimulados por estrégenos, embarazo, estimulacién del pezén,
serotonina, hormona liberadora de la tirotropina, péptido intestinal vasoactivo, estrés,
antagonistas dopaminérgicos (cloropromacina, metoclopramida, etc.) e interleucina 1 (IL-
1) y 6 (IL-6) (34-36). La secrecién de PRL es inhibida por corticoesteroides,
progestagenos, andrégenos, dopamina, opidceos y agonistas dopaminérgicos
(bromocriptina) (5, 37-41). Las interacciones hormonales entre la PRL, estrégenos y
andrégenos son bidireccionales, en donde los estrégenos estimulan y los andrégenos
inhiben la secrecién de PRL, en tanto que la PRL suprime la produccidn de estrogenos y
andrdgenos en humanos, ocasionando amenorrea o impotencia respectivamente.

1.a relacién entre el péptido neuroendocrino PRL y el sistema inmune fue evidente en
1930, cuando Smith observd que el timo de ratas sufria un proceso de atrofia
inmediatamente después de realizarles hipofisectomia (42), este estudio se considera
como el primero en indicar el papel de la PRL en la fisiologia timica. Mucho después,
Nagy y Berczi en 1978, publicaron su trabajo clisico acerca de la immunodeficiencia en
ratas hipofisectomizadas y que al administrarles PRL, hormona del crecimiento y

lactégeno placentario se restablecia la reactividad inmunoldgica (43,44). No fue hasta




1983 (45) que se repitieron estos experimentos, pero esta vez utilizando bromocriptina
(agonista dopaminérgico) para inhibir selectivamente la secrecién de PRL, encontriandose
exactamente los mismos resultados que con las ratas hipofisectomizadas, es decir, se
inhibian las reacciones inmunes tanto celular como humoral (reaccién de hipersensibilidad
cuténea al dinitroclorobenceno, artritis por adyuvante, encefalitis alérgica experimental y
la formacién de anticuerpos dirigidos contra eritrocitos de camerc y lipopolisacaridos
bacterianos) (45,46).

La interrelacion entre PRL y el sistema inmune ocurre a niveles celulares y moleculares.
Las citocinas influyen en la secrecidn de PRL por células hipofisiarias, la secrecién de
PRL es estimulada por 1L-6 ¢ IL-1 (47-50). La IL-6 puede actuar como un regulador
paricrino o endocrino de la secrecién de PRL (50). Las células linfoides expresan en la
superficie celular receptores para PRL (51), los cuales estdn relacionados a la familia de
los receptores de los factores de crecimiento y diferenciacién (factor estimulante de
colonias de granulocitos-macréfagos y eritropoyetina) (52). La PRL ha mostrado regular
la transcripcion de genes en linfocitos (53), estimula la expresién de receptores de IL-2
{54), induce el factor 1 regulador de interferén (55), y es esencial para que fa [L-2
induzca linfoproliferacion en linfocitos T (56), sugiriendo que la PRL es un factor de
proliferacién autdcrino o paricrino en los linfocitos.

Varios experimentos en animales han demostrado aumento de la produccion de
autoanticuerpos en roedores hiperprolactinémicos (8,46,57,58). En los ratones NZB X
NZW F1 a! inducirles hiperprolactinemia cronica por trasplante singénico de glindulas
hipofisiarias, incrementan la albuminuria, aumentan los complejos inmunes gp-70-anti-
gp70, desarrollan hipergammaglobulinemia y tienen una mortalidad temprana secundaria
a nefritis por complejos inmunes (8). Recientemente se reporté que las mujeres con
hiperprolactinemia tienen una frecuencia alta de autoanticuerpos, la presencia de por ko
menos un autoanticuerpo a los 15 diferentes antigenos estudiados fue de 75.5% (25/33),
en contraste, las mujeres sanas (sin hiperprolactinemia) no mostraron autoanticuerpos
(0/19) (59). Allen y colaboradores, hicieron determinaciones de PRL en el suero de
pacientes que se ies habia soliciiade aniicueipos anifucioan

laboratorio de referencia de anticuerpos antinucleares, encontrando que la frecuencia de




hiperprolactinemia fue mayor en sueros cen anti-dsDNA en mujeres con < 50 afios de
edad (20% vs. 11%, p = 0.04), como de anti-SSA/Ro-SSB/La en mujeres mayores de 50
afios (21% vs. 14%, p = 0.03} (60).

La hiperprolactinemia puede tener varias causas: 1) embarazo, 2) prolactinoma, 3)
macroadenomas  hipofisiarios no funcionales y tumores paraselares, tales como
meningioma y craneofaringioma que comprimen la silla turca o hipotalamo, 4) drogas que
estimulan la secrecién de PRL como los antagonistas dopaminérgicos e inhibidores de la
recaptacion de catecolaminas, 5) hipotiroidismo, 6) enfermedades de la pared toracica, 7)
alteraciones hepdticas y 8) alteraciones renales. Cuando no se encuentra una causa
explicable o probable del estado hiperprolactinémico se le llama hiperprolactinemia
idiopdtica (5,6).

El estado hiperprolactinémico se ha relacionado a multiples alteraciones autoinmunes,
como tiroiditis, uveltis, hipofisitis linfocitica, insuficiencia suprarrenal autoinmune y LES
(61-64). La primera publicacién que describié la asociacién entre LES en hombres y
niveles séricos elevados de PRL fue publicado por Lavalle en 1987, luego por Folomeev
en 1990 y posteriormente por otros autores (65-67). La ocurrencia de hiperprolactinemia
(> 20 ngfmL) en pacicntes con LES es un dato que se ha reportado consistentemente, su
frecuencia oscila de 15. 3% a 30% (68-72) y s6lo Ostendford (73) ha sido el unico en
reportar una frecuencia de hiperprolactinemia del 2.2%. En contraste, sélo se espera que
tengan hiperprolactinemia el 3% de las mujeres entre los 14 a 43 afios de edad (74).

En estudios realizados en modelos animales existe suficiente evidencia de que la PRL
ejerce un efecto dafiino en enfermedades autoinmunes (8,9,58), en cambio, los reportes
clinicos han aportado datos contradictorios acerca de la relacion entre PRL y actividad
lapica. Algunos apoyan la asociacién entre hiperprolactinemia y actividad clinica y/o
serologica (60,68,72) v otros no (70,71,73), estas inconsistencias obedecen entre otras al
poder estadistico de los estudios, a la falta de control en las variables que influyen en la
actividad iipica, como de firmacos empleados comiinmente en LES y que disminuyen los
niveles séricos de PRL, como es el caso de la cloroquina y los corticoesteroides (75,76).

Un estudio reciente que invoiucrd a un gran niumero de pacientes con LES, mostré que el




incremento en los niveles séricos de PRL fue un factor asociado independientemente a la
actividad lipica en modelos de regresion logistica (77).

La introduccién de las pruebas para determinar la concentracién sérica de PRL humana
durante los afios 70, trajo consigo la definicién del sindrome hiperprolactinémico
(trastornos menstruales, infertilidad y galactorrea en la mujer e impotencia y pérdida de la
libido en hombres). Estudios durante los ultimos aftos han mostrado que la PRL existe en
varias formas moleculares, algunas resultan de modificaciones post-traduccionales y otras
por factores genéticamente determinados. Esto ha sugerido que la PRL es una pro-
hormona, ia cual es sintetizada como una molécula precursora y después modificada a
diferentes formas (fragmentacién, glucosilacién, fosforilacidén, deamidacion, sulfatacién,
formacién de dimeros y polimeros, o a la unién con otras proteinas), las cuales pueden
afectar sus propiedades bioldgicas en forma independiente a su inmunorreactividad. En el
suero de sujetos normales y en la mayoria de pacientes con hiperprolactinemia, la mayor
inmunorreactividad de la PRL por cromatografia de filtracidn en gel se encuentra en
forma su monomérica, con un peso molecular de 23 kDa (“little PRL”), cantidades
menores s¢ encuentran junto al volumen vacio (“big big PRL”, > 100 kDa) o en una
posicion que corresponde al peso molecular entre 45 a 50 kDa (“big PRL™) (78-82).
Varios autores han reportade un reducido nimero de pacientes con hiperprolactinemia
asintomética, debida a la presencia predominante de big big PRL circulante (78-80),
llamada también macroprolactinemia (81,83). Los autoanticuerpos anti-PRL han sido
detectados en el suero de pacientes con hiperprolactinemia idiopatica (84,85), los cuales
no presentaban sintomas clinicos de hiperprolactinemia, tales como amenorrea y
galactorrea, similar a lo que sucede en pacientes con macroprolactinemia. Hattori y cols
{86), reportaron en pacientes con hiperprolactinemia idiopitica sin trastornos
autoinmunes una frecuencia de autoanticuerpos anti-PRL en et 16% (12/75) v una
correlacién positiva entre los titulos de autoanticuerpos anti-PRL y los niveles séricos de
PRL (r = 0.74), en contraste, la frecuencia de autoanticuerpos anti-PRL en otros
estados hiperprolactinémicos fue menor: en hiperprolactinemia inducida por drogas de
4.8% (3/63), en prolactinomas de 2.7% (1/37), en hiperprolactinemia por otras causas de
3% (1/33) y en normoprolactinemia (< 30 pg/L) de 1.3% (3/228).
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La macroprolactinemia tiene similitud a la hiperprolactinemia relacionada a los
autoanticuerpos anti-PRL, es decir una PRL circulante con peso molecular grande (> 100
kDa) y la falta de sintomas clinicos de hiperprolactinemia. Independientemente de la
naturaleza de la big big PRL, la avsencia de sintomas ha sido atribuida a una baja
actividad biologica (87). Sin embargo, algunos autores la reportan normal (88,89) o
incrementada (90), por otro lado la actividad biolégica del complejo PRL-IgG también ha
sido repotada como normal (91), baja o incrementada (92). La variabilidad en estos
resultados han dependido del tipo de muestra probada (suero total o fracciones obtenidas
por cromatografia de filtracion en gel), y del método usado para detectar la PRL
inmunorreactiva (radioinmunoensayo ¢ ensayo inmunoradiométrico).

En un estudio previo (77), demostramos que los pacientes con LES e hiperprolactinemia
tienen una frecuencia elevada de macroprolactinemia (31.7%), formada por un complejo
PRL-inmunoglobulina G (IgG) con un peso molecular de 150 kDa, siendo mayor en
pacientes sin causa probada de hiperprolactinemia o clasificados con “hiperprolactinemia
idiopitica” que en aquellos con hiperprolactinemia secunda.rial (40.7% vs. 14.3%), en
cambio, los que no tuvieron hiperprolactinemia (< 20 ng/mL) en ninguno se les detects
autoanticuerpos anti-PRL. También se encontré una correlacién positiva y significativa
entre los titulos de autoanticuerpos anti-PRL y los niveles de PRL sérica (r, = 0.98, p =
0.0001). Todos estos datos sugieren que los autoanticuerpos anti-PRL estén asociados al
incremento de los niveles séricos de PRL y al estado hiperprolactinémico, sin embargo,
no hay asociacion entre fa presencia de autoanticuerpos anti-PRL y la actividad de Ia
enfermedad evaluada con SLEDAL

Un estudio que analizb la presencia de isoformas circulantes de la PRL en pacientes con
LES e hiperprolactinemia idiopética, mostré que los pacientes con autoanticuerpos anti-
PRL (con predominio en sangre de la forma molecular big big PRL [150 kDa]) tuvieron
menor actividad clinica y seroldgica de la enfermedad que en los pacientes sin
autoanticuerpos anti-PRL (con la presencia exclusiva en sangre de la forma molecular
litle PRL [23 kDa]) (93). Otros datos relevantes en este mismo estudio, fueron que todas
€fan mwjeres y ninguna presenid daios ciinicos de hiperproiactinemia (trastornos

menstruales y/o galactorrea), e incluso en una de estas pacientes tuvo un embarazo que
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llego a término sin que hubiera recibido tratamiento para reducir los niveles séricos de
PRL. Todos estos datos sugieren que a pesar de! estado hiperprolactinémico en los
pacientes con LES con autoanticuerpos anti-PRL, la accién biologica de la PRL esta
disminuida; ademéds la presencia de autoanticuerpos anti-PRL (macroprolactinemia)
puede ser una explicacion alterna para aquellos estudios clinicos en donde no se ha
encontrado relacién entre los niveles séricos de PRL y actividad lapica, en donde
tampoco se tomaron en cuenta la presencia de isoformas o variantes moleculares de la
PRL, dado que hay suficientes evidencias que indican que la PRL tiene efectos

importantes en la respuesta inmune.

Justificacion

El LES es una enfermedad reumdtica autoinmune comimn, su prevalencia ha sido
reportada en 50.8/100,000 personas mayores de 18 afios sin importar sexo o grupo racial
¥y en mujeres de 18 a 65 ailos es aproximadamente de 1/1,000 (54).

Asimismo, es motivo relevante de atencién médica ¥ su curso clinico puede variar desde
un trastorno con episodios leves hasta llegar a ser una enfermedad mortal.

De lo anterior se desprende la necesidad de investigar y conocer mias acerca de los
fenémenos inmunolégicos involucrados en el LES ¥y sus posibles repercusiones en el
espectro de la enfermedad, por lo que se justifica ahondar en el conocimiento y

mecanismos involucrados de la PRL en la patogénesis de la enfermedad.




Planteamiento del problema

Se ha demostrado la presencia de autoanticuerpos anti-PRL tanto en pacientes con
hiperprolactinemia sin enfermedades autoinmunes, como en el LES, y que los titulos de
autoanticuerpos anti-PRL correlacionan positivamente con los niveles séricos de PRL
(77,86). Sin embargo, no se conoce si la presencia de! anticuerpo anti-PRL por si mismo
¢ independientemente de como fue inducido, es capaz de incrementar los niveles séricos
de PRL.

La causa por la que se encuentran anticuerpos anti-PRL en el LES no es clara, se puede
especular que la secrecin de una PRL alterada o de su hipersecrecion induzca la
formacién de autoanticuerpos anti-PRL por un mecanismo desconocido. Un mecanismo
alterno es la presencia de linfocitos B autorreactivos a la PRL con produccion de
autoanticuerpos anti-PRL provocando el estado hiperprolactinémico en LES.

La presencia de autoanticuerpos anti-PRL puede aumentar los niveles séricos de PRL por
los siguientes mecanismos: 1) la PRL libre es ficilmente filtrada por el glomérulo, pero la
PRL unida al anticuerpo y en virtud de su tamaiio escapa a la filtracion glomerular y por
lo tanto a la’ degradacién renal, un érgano importante para el catabolismo de la PRL
{95,96) y 2) la PRL juega un papel de autorregulacién en la hipofisis o hipotalamo
(retroalimentacién negativa), la PRL unida puede alterar estos mecanismos de
autorregulacion provocando hipersecrecién de PRL, semejante a lo que sucede en el
sindrome autoinmune a la insulina, en la cual grandes cantidades de insulina son unidos a
los anticuerpos anti-insulina (97,98).

En resumen, al momento actual se sabe que los autoanticuerpos anti-PRL estn asociados
al estado hiperprolactinémico en pacientes con LES, pero no se conoce si la presencia de
anticuerpos anti-PRL son capaces de inducir la elevacién de los niveles séricos de PRL,
siendo uno de los probables mecanismos para explicar este fenémeno un aclaramiento
plasmitico disminuido del complejo PRL-1gG.

Por otra parte, los pacientes con LES e hiperprolactinemia idiopatica y con

autoanticuerpos anti-PRL muestran menor actividad clinica y serolégica de la enfermedad




que los pacientes con LES ¢ hiperprolactinemia idiopética pero sin autoanticuerpos anti-
PRL, y tampoco presentan las manifestaciones clinicas tipicas del estado
hiperprolactinémico (amenorrea y/o galactorrea).

El propdsito de esta investigacion fire elucidar el mecanismo involucrado en la menor
actividad Mipica en un subgrupo de pacientes con LES con autoanticuerpos anti-PRL a
pesar de tener hiperprolactinemia, determinando si el complejo PRL-IgG tiene actividad
bioldgica in vitro en células Nb2, el método mas ampliamente usado para evaluar la
actividad bioldgica de hormonas lactogénicas como Iz PRL (99). Asi como, comparar el
aclaramiento plasmatico entre el complejo PRL-IgG y la PRL libre 0 monomérica como
uno de los mecanismos para explicar la hiperprolactinemia por la presencia de

autoanticuerpos anti-PRL.

En base a lo anterior, el estudio se dirigi6 2 contestar las siguientes preguntas:

1. ¢ Cudl es el efecto biologico in vitro en células Nb2 del complejo PRL-IgG de

pacientes con LES ?

2. Cuél es el aclaramiento plasmdtico en ratas sanas del complejo PRL-IgG de pacientes
conLES ?




Objetivos

Objetivo general

Determinar 1a actividad bioldgica in vifro y el aclaramiento plasmatico del complejo PRL-
1gG obtenido de pacientes con LES.

Objetivos especificos

1. Determinar si hay diferencia en la actividad bioldgica in vitro en células Nb2 entre el
complejo PRL-IgG obtenido de pacientes con LES y de la forma libre o monomérica de

laPRL.

2. Determinar si hay diferencias en el aclaramiento plasmético en ratas sanas del complejo
PRL-1gG obtenido de pacientes con LES y de la forma libre 0 monomérica de la PRL.




Sujetos, Material y Métodos

El protocolo de estudio fue aprobado por el Comité local de Investigacion Médica y el
Comité de Etica del Instituto Mexicano del Seguro Social. El consentimiento escrito fue
obtenido de todos los pacientes quienes voluntariamente aceptaron participar en el
estudio, Los animales fueron manejados de acuerdo a la “Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals” publicada en los Estados Unidos de América por el Institute of
Laboratory Animal Resources, patrocinado por el National Research Council de los

EEUU y de la National Academy of Science.

Pacientes y controles

Se estudiaron 27 pacientes del sexo femenino con diagndstico de LES, todas las pacientes
cumplieron con por lo menos cuatro de los criterios revisados de la Asociacién
Americana de Reumatologia (100) {Anexo 1). La edad media fue de 31.9 + 9.5 afios
(amplitud 16 — 48), el tiempo medio de evolucion de la enfermedad fue de 81.9 + 73.2
meses (amplitud 2 — 233, mediana 66). Todas las pacientes tenian hiperprolactinemia (>
20 ng/mL) al momento del estudio medido por IRMA, la concentracién sérica media de
PRL fue de 51.4 + 20.8 ng/mL (amplitud 22.7 — 101.7). Ninguna de las pacientes tomaba
una dosis mayor de 10 mg al dia de prednisona y tampoco estaban bajo tratamiento con
algiin inmunosupresor en las ultimas 9 semanas previas al estudio. La actividad de Ia
enfermedad fue evaluada por el indice de actividad de la enfermedad en lupus eritematoso
sistémico (SLEDAI) (Anexo 2} (101). Como controles, fueron usadas las muestras
séricas de cinco mujeres normales y de siete mujeres con prolactinoma con edades entre

25 a 36 afios.

Pruebas hormonales
Las muestras de sangre periférica fueron tomadas en condiciones basales entre las 09:00 ¥
11:00 horas, el suero fue separado, alicuotado y almacenado a— 335 C hasta su utilizacién
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filtracién en gel, de cromatografia de afinidad y para los estudios de aclaramiento
plasmatico en ratas fue medida por duplicado por IRMA (RIA-gnost Proiactin. CIS bio
international, France). Esta prueba tiene una sensibilidad de 0.09 ng/mL, los coeficientes
de variacién intra e interensayo fueron menores del 6%. La presencia de autoanticuerpos
anti-PRL no interfieren con esta prueba (77), presenta especificidad para la PRL humana
(hPRL), ya que no tiene reaccién cruzada con la PRL de rata (rPRL). Las muestras
séricas tambi¢n fueron medidas por RIA en fase liquida usando dos anticuerpos: antisuero
policlonal de conejo anti-hPRL y antisuero de cabra anti-gammaglobulina de conejo
(Diagnostics Products Corporation, Los Angeles), esta prueba tiene una sensibilidad de

1.4 ng/mL, los coeficientes de variacién intra ¢ interensayo fueron menores del 8%.

Cromatografia de filtracion en gel

La cromatografia de filtracion en gel, es un método de separacién de sustancias de
acuerdo a su tamaiio molecular. Consta de una fase estacionaria (medio cromatografico)
constituida por particulas pequefias de un gel (macromoléculas que tienen enlaces
cruzados dando origen 2 un armazén tridimensional), insoluble y sin carga, empacada en
una columna y una fase fiquida que ocupa el espacio entre las particulas ¥ se hace fluir a
través del medio cromatogrifico. Las sustancias que se van a separar son acarreadas por
el flujo del liquido y la fase estacionaria retarda su progreso. Sustancias diferentes son
retardadas por el medio en diferente grado, y por lo tanto, migran a difereates
velocidades. Si se mezclan dos sustancias y se aplican en el extremo superior del medio,
lo abandonarén separadas una de otra, la primera que se mueve en el medio mis rapido,
seguida por la que se mueve més lentamente. El efecto de retardo es producido por la
particién de las sustancias entre el liquido y la fase estacionaria. Cuando una molécula se
encuentra en la fase de gel, no se mueve en la direccion del liquido, ya que el flujo tiene
lugar entre las esferas del gel y no hay un flujo considerable a través de las particulas del
gel. La velocidad a la que pasa un soluto a través de! medio cromatografico, es
proporcional al tiempo medio entre las particulas del gel. Este tiempo promedio, esta

determinado por el coeficiente de particién de las sustancias entre las fases del gel yla
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fase liquida, ya que el promedio para una mokécula dada en un periodo de tiempo es igual
al promedio para un gran nimero de moléculas en un instante dado.

De acuerdo a lo anterior, la cromatografia de filtracion en gel se fundamenta en que las
moléculas son transportadas hacia el lecho cromatografico debido al flujo del liquido
entre las particulas del gel. Las moléculas grandes por razones estéricas, no est4n en
posibilidad de entrar en las esferas del gel y viajan a la misma velocidad que et liquido, o
bien, las moléculas grandes no pueden aproximarse a las ligaduras cruzadas, mientras que
las pequefias pueden penetrar en el gel y tienen acceso a todos los espacios entre las
cadenas de la matriz del gel, y por lo tanto, estén distribuidas igualmente entre el liquido
libre y el Hquido en el gel. Las moléculas en el interior de las esferas del gel estén
estacionarias. La velocidad promedio en la direcci6n del flujo es proporcional al tiempo
que las moléculas tardan para pasar entre las particulas del gel. Las moléculas pequefias
vigjaran, en consecuencia, a menor velocidad y salen retardadas del medio
cromatografico, en cambio, fas moléculas grandes tienen menos espacio dentro del gel y
el coeficiente de particion se desplaza a favor del liquido que se encuentra fuera de las
particulas del gel. Esto induce a que las moléculas grandes salgan del medio
cromatografico antes que las moléculas pequeflas, el volumen de elucién esta
determinado por el peso molecuiar.

Para este procedimiento, se utilizd una columna de vidrio de 60 x 1.5 cm, la cual se
empacG con dextrana (Sephadex G-200, Pharmacia Fine Chemicals) previamente
hidratada y lavada con la solucién ehiyente PBS (pH 7.4) conteniendo albiimina 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 dejé estabilizar sin flujo

durante 48 horas. La calibracion de la columna y la filtracién de los sueros se hizo a 4 C.

Calibracidn de la columna. Se utilizaron pesos moleculares conocidos (SIGMA,
Chemical CO) a concentraciones de 0.2% en PBS. Se aplicé 2 mL de cada solucién a la
columna de cromatografia, se recolectaron 75 fracciones de 1.3 mL, midiendo después su
absorbancia de cada una de las fracciones eluidas en un espectrofotémetro a 280 nm, Se

usaron los siguientes marcadores, azul dextran (2,000 kDa, volumen vacio), albiimina




bovina (66 kDa), ovoalbimina (45 kDa} y citocromo C (12.4 kDa). Después se
cromatografid en las mismas condiciones '*I-IgG (150 kDa), '*1-hPRL (23 kDa) y I
(volumen total}, midiendo después las cuentas por minuto (cpm) en un contador gamma
en cada una de las fracciones eluidas.

Cromatografia de los sueros. Se utilizd 2 mL de suero, la muestra se agrego a la
columna lentamente e inmediatamente se inicio a colectar las fracciones. Las fracciones
fueron congeladas y puardadas a — 35 C hasta la determinacion en el mismo dia de PRL

por IRMA y por bicensayo en células Nb2, este tiempo no fue mayor a dos semanas,

Coeficiente de particién (Kav). Este pardmetro se utilizd para caracterizar el
comportamiento cromatogréfico de las isoformas de la PRL, para calcularlo se empled la

formula siguiente;
Kav=Ve—-Vo/Vx=Ve-Vo/¥Vt-Vo

Ve = Volumen de elucién, que es el volumen del liquido que ha pasado a través de la
columna entre la aplicacion de la muestra y la elucién de la concentracion maxima de la
sustancia.

Vo = Volumen vacio del lecho cromatografico, que es el volumen del liquido del espacio
intersticial entre las particulas del gel y se puede determinar mediante la cromatografia de
alguna sustancia que no sea retardada por el gel (que sea totatmente excluida, como el
azul dextran) y medicién de su volumen de elucién.

Fx = Volumen del gel en el lecho cromatografico, y se obtiene por diferencia entre el
volumen total (Vt) del lecho y el volumen vacio.

¥t = Volumen total, se puede calcular a partir de la longitud y didmetro del lecho

mediante la férmula para la determinacion del volumen de un cilindro.

En la cromatografia de filtracion en gel se puede relacionar el comportamiento
cromatografico con el peso molecular, por lo que e! coeticiente de particion calculado

para cada marcador de peso molecular se graficé como funcidn de peso molecular en una




escala logaritmica. A partir de esta grifica (figura 1), y después de obtener los perfiles
cromatograficos de la PRL inmunorreactiva de los sueros, se obtuvo el peso molecular y

la proporcion de las especies o isoformas de la PRL.

Kva

Figura 1. Relacién entre ¢l peso molecular (Da) y ¢l coeficiente de particion (Kav) por cromatografia de
filtracién en gel (columna de 1.5 x 56 cm de Sephadex G-200). A. big big PRL (>100 kDa), B. big PRL
(50 - 60 kDa), y C. little PRL (20 — 26 kDa).

Cromatografia de afinidad

El fundamento de la cromatografia de afinidad consiste en que para que una sustancia
pucda ser separada y purificada de una mezcla, se disponga de un ligando bio-especifico
que pueda ser pegado covalentemente a una matriz cromatografica como la sefarosa CL-
4B (gel de esferas de agarosa). También se requiere que el ligando inmovilizado retenga
su afinidad de union especifica por la sustancia de interés y que haya métodos que
permitan Ia desabsorcion selectiva de la sustancia unida (en su forma activa), después de
eliminar el material no unido. Por lo tanto, el ligando debe tener una afinidad de unjén
especifica y reversible por las sustancias que van a purificarse. También debe tener grupos
quimicamente modificables que le permitan unirse a la matriz sin destruir su actividad de
unién. Uno de los ligandos utilizados para I2 purificacién de inmunoglobulinas es Ia
proteina G, derivada de la pared del Streptococcus sp. del Grupo C. La forma
recombinante tipo 2 expresada en £ coli, une a la regién Fc de muchos tipos de 1gG y se
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usa para detectar, cuantificar y purificar los anticuerpos IgG y complejos antigeno-
anticuerpo. Contiene dos dominios B de unién a IgG y se une a todas las subclases de
IgG humana; no se une a la IgM, IgE, IgA, IgD, albimina y carece de sitios de union
para Fab. La proteina G se une a los anticuerpos a un intervalo de pH de 4.0 a 8.0, con
un pH 6ptimo de aproximadamente 5.0. Los anticuerpos unidos pueden ser eluidos en un
intervalo de pH de 2.5-3.0.

Una columna de afinidad para IgG fue usada para confirmar que el componente que une a
la PRL sérica es una IgG. Se utilizd una columna de I mL de proteina G acoplada a
sefarosa (HiTrap G, Pharmacia LKB, Uppsala Sweden), se instalé fa columna en cuarto
frio a 4 C. Cada mL de gel hidratado con proteina G tiene una capacidad de unién de
aproximadamente 25 mg de IgG. Se aplicé a la columna 500 pl de suero diluido con 500
ul de PBS (pH 7.4) conteniendo 0.1% de albumina bovina y de inmediato se colectaron
fracciones de 1.5 mL por minuto. Las primeras 10 fracciones se eluyeron con el mismo
buffer y las (ltimas 10 fracciones fueron eluidas con 0.1 M glicina-HC) (pH 3.0), a los
tubos donde se colectaron éstas fracciones dcidas, previamente se les agregéd 120 pl de 1
M Tris-HCI (pH 9.0) para neutralizar. En cada una de las fracciones colectadas se les
determiné la concentracion de PRL por IRMA. Las columnas fueron regeneradas con
PBS, dejando pasar 4-5 volimenes de la columna, la misma columna se empled para
procesar no mas de 10 muestras.

Cuando los estandares comerciales de PRL fueron aplicados a la columna, ta PRL no fue
retenida por la columna de proteina G (media + DE: 1.9 + 3.5%).

Células de linfoma Nb2 dependientes de PRL (bioensayo)

El fundamento del bioensayo se basa en la evaluacion de 1a proliferacion de células Nb2
(figura 2), estas son células derivadas de linfoma (células T) de rata macho estrogenizado
y tienen la particularidad de proliferar en presencia de PRL, hormona de! crecimiento
(GH) y lactoégeno placentario (LP). La bioactividad de la PRL en suero como en
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de linfoma Nb2 como ha sido descrito por Tanaka y colaboradores (99) con minimas
modificaciones.

Las c€lulas fueron mantenidas a 37 C en una atmésfera de 95% de aire y 5% de COs en
medio de Fischer (SIGMA, Chemical CO) complementado con 10% de suero bovino
fetal (FBS} como fuente de lactogeno (GIBCO, GBRL), 10% de suero de caballo
(GIBCO, GBRL), 10™ mol/L de 2 B-mercaptoethanol (SIGMA, Chemical CQ), 2 mM de
L-glutamina (SIGMA, Chemical CO), 50 IU/mL de penicilina y 50 pg/mL de
estreptomicina (GIBCO, GBRL) {“medio de mantenimiento™), en este medio las células
duplican su nimero entre 18 a 24 horas. Las resiembras de las células se realizaron cada
tercer dia, dejindolas a una concentracion de 2 x 10° célulassmL en “medio de
mantenimiento” hasta que alcanzaban la confluencia celular (1.2-1,6 x 10° células/mL).
Antes del bioensayo, las células fueron detenidas en la fase temprana del ciclo celular (G}
por pre-incubacién (18-24 h) en medio libre de lactogeno (“medio estacionario”, igual al
“medio de mantenimiento”, excepto que solo contenia FBS al 1%). Las células en
confluencia fueron centrifugadas a 1200 rpm por 10 min y se resuspendieron en “medio
estacionario” a una concentracién de 5-6 x 10° células/mL. El dia del bicensayo, las
células del medio estacionario fueron centrifugadas a 1200 rpm por 10 min y
resuspendidas en “medio de bioensayo™ (igual al “medio de mantenimiento”, pero sin
FBS) a una concentracién de 2-2.5 x 10° células/mL y sc pusicron 100 pl de la
suspensién en placas de fondo planc de 96 pozos. A este tiempo, el reinicio del ciclo
celular fue estimulado por la adicién de dosis crecientes de PRL humana (hPRL)
hipofisiaria altamente purificada (NIDDK-hPRL-SIAFPB-3, AFP3855A, amablemente
donada por el Dr. Parlow, Director Cientifico del National Hormone & Pituitary
Program, Harbor-UCLA Medical Center). La bioactividad de la PRL en suero, como de
las fracciones obtenidas por cromatografla de filtracion en gel fueron probadas a
diferentes diluciones en “medio de bioensayo” (volumen total de 50 pl) para cbtener un
paralelismo con la curva estindar (hPRL). Para inhibir el efecto lactogénico de la
hormona humana del crecimiento (hGH), el antisuero policlonal de conejo anti-hGH
(NIDDK-anti-hGH-1C-3 A.S., CYTO, AFPC11981A, amablemente donado nor el Nr.
Parlow, Director Cientifico del National Hormone & Pituitary Program, Harbor-UCLA




Medical Center) fue afiadido a los pozos, a una dilucién final de 1:4,000. Los cultivos por
triplicado fueron posteriormente mantenidos en una atmésfera de 95% de aire y 5% de
C0, a 37 C por 72 h. El efecto de Iz hPRL, suero y de las fracciones obtenidas por
filtracién en gel sobre la proliferacién celular (sintesis de DNA) fueron analizadas por la
incorporacién de [*H] timidina (1 pCi/pozo: Amersham International, Buckinghamshire,
England) seis horas previas a 1a cosecha de las células Nb2. La viabilidad celular siempre
fue mayor al 95% por exclusién de azul de tripan (0.4% en PBS) (SIGMA, Chemical -
CO) v Ia sensibilidad de esta prueba para la PRL fue de 0.3 pg/mL (figura 3).

Figura 2. Células de linforna de rata (Nb2). Microscopia invertida 40 X




23

CPM (1 x 10

ol 1 B 100 100¢ 10000
hPRL (pg/mL}

Figura 3. Curva dosis respuesta de las células Nb2 por PRL humana. Las células fueron incubadas en
presencia de concentraciones incrementadas de PRL humana hipofisiaria y el crecimtenlo celular fue
determinado 2 los 3 dias por incorporacion de [H]-timidina. Los datos representan la media de las
mediciones hechas por triplicado.

Para descartar la presencia de otro factor sérico que promoviera el crecimiento sobre las
células Nb2, a otras series de cultivo por triplicado se les agreg6 un anticuerpo policlonal
de conejo anti-hPRL (NIDDK-anti-hPRL-IC-5 CYTO, AFP-55781789, amablemente
donado por el Dr. Parlow, Director Cientifico del National Hormone & Pituitary
Program, Harbor-UCLA Medical Center) a una dilucidn final de 1:4,000, en adicién o no
de anticuerpo policlonal anti-hGH a una dilucién final de 1:4,000. Las cpm alcanzadas
por las muestras probadas sin la adicién de anticuerpos especificos (anti-hPRL o anti-
hGH) fue considerado como el 100% de la proliferacién de las células Nb2. La figura 4,
muestra el efecto sobre la proliferacion de las células Nb2 por la adicién del suero o las
fracciones que contenian big big PRL o little PRL, la cual fue parcialmente inhibida en
forma significativa por presencia del anticuerpo anti-hGH (media + DE: suero 90.0 +
B.2%, big big PRL 64.7 + 27.7% y litle PRL 782 + 22.2% [p < 0.002]) ¥
completamente abolida en presencia Unicamente del anticuerpo anti-hPRL (media + DE:
suero 7.5 + 9.3%, big big PRL 0.13 + 0.09% y little PRL 2.0 + 5.9% [p = ¢.0001]} 0 en
presencia combinadz de anticuerpos anti-PRL y anti-hGH (media + DE: suero 0.13 +
0.31%, big big PRL 0.0% y little PRL 0.14 + 0.43 [p = 0.0001]). La inhibicién de la
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proliferacion en células Nb2 por el anticuerpo anti-hPRL en las fracciones de filtracion en
gel que contenian big big PRL y little PRL no mostré diferencia cuando se agregd
anticuerpo anti-hGH (media + DE: big big PRL 0.13 + 0.09% vs. 0% v little PRL 2.0 +
5.9% vs. 0.14 + 0.43% [p > 0.987]), en cambio, si mostré diferencia significativa cuando
la muestra probada fue el suero total {media + DE: 7.5 + 9.3% vs. 0.13 + 0.31%, p =
0.004). Lo anterior demuestra que en las fracciones de filtracién en gel la concentracién
de la hGH era muy baja debido a la dilucién de esta hormona durante el proceso de
cromatografia, en cambio, en el suero total la concentracién de la hGH fue més elevada
que en las fracciones de filtracion en gel y suficiente para promover la proliferacion de las
células Nb2, La adicién combinada de anti-hPRL y anti-hGH inhibid completamente (>
99%%) la proliferacién de células Nb2 en todas las muestras probadas.

109 4
!
I
] p * 0.0001 {ANDOYA)
b
E 'K)‘I [ Todus ian musstran
g g N tggPRL
% {0 e PRl
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L. A Seeroiotl
I
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Basal anti-hGH enti-hPRL anti-hGH
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Figura 4. Efecto de los autoanticuerpos anti-hormona del crecimiento (GH) y anti-prolactina {PRL) sobre
la proliferacion de células Nb2 por diferentes muestras con PRL. Las células fueron incubadas en
ausencia de anticverpos especificos (basat), con anticuerpos anti-GH, anti-PRL y con ambos anticuerpos.
La dilucién final de cada anticuerpo en los cultivos celulares fue de 1:4,000. El crecimiento celular fie
determinado a los tres dias por incorporacion de [*HM-timidina. Las mediciones representan la media +
DE per triplicado de cada muestra.
Prucba de la diferencia honestamente significativa de Tukey, * p < 0.002 vs. basal: ** p = 0.0001 vs.
anti-GH; *** p = 0.004 vs. anti-PRL.

La determinacidn de PRL, tanto por IRMA, como por bioensayo en las cromatografias

de filiracion en gei se hicieron ei mismo dia y los datos fueron expresados de acuerdo al
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cilculo de la relacion Nb2/IRMA. La relacidn Nb2/IRMA en las fracciones de filtracion
en gel que contenian big big PRL o little PRL fue hecha en pooles de 2 a 3 picos de estas

fracciones.

Western blotting

El procedimiento usado fue similar al reportado por Sinha y colaboradores (102). La PRL
del suero o fracciones de cromatografia de filtracion en gel fueron inmunoprecipitadas
mediante la incubacion de las muestras (400 - 806 ul), mas 100 — 200 ul de PBS (pH 7.4)
conteniendo 0.1% de azida de sodio y antisuero anti-hPRL (el mismo anticuerpo utilizado
en ¢l bioensayo) a una dilucién final de 1:1,000 por 72 horas a 4 C con agitacién
continua, al cabo de este tiempo, se agregé § — 10 pl de antisuero de cabra anti-
gammaglobulina de conejo (Dako) y se dejaron por 24 horas méas a 4 C con agitacion
continua. Se les agrego 500 ul de agua bidestilada fria y se dejaron 30 min a 4 C y fueron
centrifugadas a 3000 rpm por 30 min a 4 C. El sedimento se lavé una vez con | mL de
agua bidestilada y se centrifugd de la misma forma y los tubos se secaron a 50 C. Los
precipitados fueron resuspendidos y disueltos en 30 pl de buffer de muestra de Laemmli y
calentados a 95 C por 5 min. Las muestras fueron sometidas a electroforesis en un gel de
poliacrilamida al 12% en presencia de SDS (SDS-PAGE) bajo condiciones reductoras
(103) a 150 volts. El suero de conejo normal fue usado como control.

Después de la electroforesis, las proteinas fueron electrotransferidas a papel de
nitrocelulosa con buffer conteniendo 20% metano! sin SDS (104) por 90 min a 100 volts.
Las membranas fieron bloqueadas con PBS (pH 7.4), Tween-20 al 0.1% y leche en
polvo descremada al 5% (Sveltes) por una hora a 37 C, e incubadas por 4 horas a
temperatura ambiente y agitacion continua con el mismo antisuero de conejo anti-hPRL a
una dilucién final de 1:1,000 en PBS (pH 7.4), Tween-20 al 0.1% y leche en polvo
descremada al 5%. Las membranas fueron lavadas por periodos de tres minutos en
agitacién por cinco veces con PBS (pH 7.4) y Tween-20 al 0.1%. Luego las membranas
fueron incubadas por una hora a temperatura ambiente y agitacion continua con antisuero
de cabra anti-inmunoglobulina de conejo conjugada a peroxidasa (DAKO) 2 una dilucion

final de 1:2,000 en PBS (pH 7.4), Tween-20 al 0.1% y leche en polvo descremada al 5%.
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Después, las membranas se lavaron por periodos de tres minutos en agitacion continua
por cinco veces con PBS (pH 7.4) y Tween-20 al 0.1%. Finalmente, la solucién para
desarrollar color (diaminobenzidina [SIGMA, Chemical CO] 10 mg en 20 mL de PBS
(pH 7.4) y 20 pl de H,0; al 3.0%) fue agregada para localizar los inmunccomplejos.

Estudios de aclaramiento plasmdtico de la PRL

Para estudiar el aclaramiento plasmatico de la hPRL se utilizaron 14 ratas machos de la
cepa Sprague-Dawiey (250 — 300 g) de 8 semanas de edad. Las ratas fueron anestesiadas
con ketamina y droperidol por via intramuscular y se les administré heparina por via
intraperitoneal. Se les cateterizd la vena femoral y en forma aleatoria se les administrd 1
ml. de suero de los pacientes con LES (con o sin autcanticuerpos anti-PRL )
rapidamente. Se les tom6 muestra de sangre (200 pL) a los minutos 1, 5, 10, 20, 40, 60 y
90 después de la inyeccion y el plasma de la rata fue separado y congelado a — 35 C hasta
la determinacién de la hPRL por IRMA, la rPRL no mostrd interferir con la
determinacién de hPRL por [RMA.

El suero de los pacientes con LES fue diluido con solucidn salina isoténica para dar la
misma concentracion de PRL (ng/mL) entre cada par de sueros de acuerdo a la presencia
o ausencia de autoanticuerpos anti-PRL, es decir 7 sueros con autoanticuerpos anti-PRL
pareados por la concentraciones de PRL con 7 sueros sin autoanticuerpos anti-PRL. La

concentracion de PRL at primer minuto se considerd como el 100% de la PRL circulante,
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Anilisis estadisitico

El andlisis de los datos consistié de las siguientes etapas:

Andlisis inicial. En el cual se procedid a analizar la distribucitn de las frecuencias de las
diferentes variables consideradas en el estudio, utilizando para ello las medidas de
resumen apropiadas a cada variable de acucrdo al nivel de medicion y tipo de
distribucion. La consistencia en todas las mediciones hechas se realizaron por medio de el
coeficiente de variacion.

Andlisis de las variables estudiadas. Para comparar las variables clinicas y demogréficas
de los pacientes y controles se empled para aquellas variables con distribucién normal la
pruecba de ANOVA de una via y para conocer qué grupos diferian se uso la prueba de
Scheffé y en aquellas sin distribucién normal la prueba de Kruskall-Wallis y para saber
qué grupos diferian se empled la prueba de U de Mann-Whitney. La comparacién del
porcentaje de las diferentes isoformas de la PRL, como del porcentaje de PRL. retenida
por la columna de protefna G se empleé la prueba paramétrica de ANOVA de una via y
para conocer qué grupos diferian se uso la prueba a posteriori de Scheffé. Para comparar
la actividad biolégica del complejo PRL-1gG y de la forma libre 0 monomérica de la PRL
en las diferentes muestras bioldgicas con hPRL sobre las células Nb2 se empled ANOVA
de una via y para conocer qué grupos diferian se uso la prueba de diferencia
honestamente significativa de Tukey, Finalmente, para comparar el aclaramiento
plasmatico del complejo PRL-1gG y de la forma libre 0 monomérica de la PRL se empled
la prueba t de Student para muestras dependientes.

El nivel de significancia estadistica en todos los casos fue una p < 0.05 bimarginal para
una hipdtesis nula.

Hipétesis nulas:

1. No hay diferencia en la actividad biolégica del complejo PRL-1gG vy de la PRL en su
forma libre 0 monomérica. )

2. No hay diferencia en el aclaramiento plasmatico en ratas sanas del complejo PRL-IgG

Jde ia PRL en su forma iibre 0 monomerica.
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Resultados

Descripcién general

Los pacientes para su andlisis fueron divididos en tres grupos de acuerdo a la presencia
de autoanticuerpos anti-PRL y la actividad de la enfermedad evaluada por SLEDAL:
Grupo 1. Ocho pacientes con autoanticuerpos anti-PRL, a estas pacientes, previamente
se les habia hecho el diagnostico de hiperprolactinemia con la presencia de
autoanticuerpos anti-PRL. (77,93), todas las pacientes tuvieron hiperprolactinemia
sostenida durante un periodo de seguimiento de por lo menos 13 meses y ninguna con
causas asociadas a la elevacién de la PRL sérica. El puntaje medio por SLEDALI fue de
1.1 + 2.8 (amplitud 0 — &, mediana 1). Grupo 1. Doce pacientes sin autoanticuerpos anti-
PRL y puntaje medio por SLEDAI de 1.3 + 1.6 (amplitud 0 — 4, mediana 1) debido a
hipocomplementemia y/o anti-dsDNA positivos, estas pacientes fueron considerados sin
actividad lapica. Grupo IIL. Siete pacientes sin autoanticuerpos anti-PRL y puntaie medio
por SLEDAI de 17.7 + 10.1 (amplitud 7 — 37, mediana 18), estas pacientes fueron
consideradas con actividad lipica. Los sueros controles constituyeron el grupo IV. Cinco
mujeres normales con niveles de PRL < 20 ng/mL, y el Grupo V. Siete mujeres con
hiperprolactinemia  secundaria a2 tumor  hipofisiaric productor de PRL
(macroprolactinoma).

Los datos clinicos de las pacientes con LES se muestran en la tabla 1, La edad media sélo
mostrd diferencia significativa entre el grupo 1 y Il (37.4 + 8.7 aflos vs. 239+ 6.1, p =
0.005), la duracién de la enfermedad fue significativamente mayor en el grupo [ y 1, que
en el grupo I (mediana: 64.5 y 119 meses vs. 9, respectivamente, p < 6.005), en cambio,
el puntaje de SLEDAL fue significativamente menor en el grupo I y 11, que en el grupo 111
(mediana: 0 y 1 puntos vs. 18, respectivamente, p = 0.0001). Por otro lado, la mediana
del puntaje de SLEDAI en las mujeres con autoanticuerpos anti-PRL (mediana 0,
amplitud 0-8) fue significativamente menor que en las mujeres sin autoanticuerpos anti-
PRL (mediana 2, rango 0-37; p = 0.039).
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Los trastornos menstruales fueron mas frecuentes en los grupos 1 y 111, que en el grupo |
(30.0% y 57.1% vs. 0.0%, respectivamente, p = 0.02), asi mismo, la frecuencia de causas
conocidas que elevan los niveles séricos de PRL fire mds alta en los grupos 11 y 111, que

en el grupo 1 (41.7% y 71.4% vs. 0.0%, respectivamente, p = 0.015),

Tabla L. Datos clinicos en 27 pacientes con lupus eritematoso sistémico ¢ hiperprolactinemia.

Edsd Duracién Cansas de
Caso {afios} deln SLEDAI Manifestaci M b Paridad  clevacido de los
enfermed niveles séricos de
ad PRL
(meses)
Grupol  308+8.2 645" 0° 02 {0.0%) " 1¢ o8 (00%)"
1 20 132 I ati-dsDNA Normales 1 No
2 29 66 0 Normales | No
3 37 52 o Normales 3 No
4 29 43 0 Normales 0 No
5 19 63 0 Normales 1 No
] 37 74 o Normales 1 Nao
T 33 24 8 anti-dsDNA, H, A Normales 4 No
8 42 159 ] Normales 3 No
Grypoll  374+87  119* 1€ 3/10(30.0 %)’ 1 SM2(40.7%)"
1 35 233 4 anti-deDNA, H Normales 0 Ne
2 36 19 0 Normales ] No
3 47 221 o Histerectomia 0 No
4 48 221 2 anti-dsDNA Normales 4 Metoclopramida
5 37 ? o Histerectamia | Domperidona
6 43 i34 2 H Nommales 3 No
7 36 153 0 Normates 2 No
8 47 173 ¢ Iregulares 3 Perfenacina
9 37 [} 0 Normales i Amitiptiina
10 25 102 2 H Lrregulares o No
11 t9 104 4 anti-<sDNA, H Nommales 0 No
12 39 85 2 H Livegnilares 2 Dep. Cr. 38
mi/min.
Grupolll 23.9+6.1 9" I8¢ 45T %S o S7{1a%)"
t 20 9 22 anti-dsDNA, H, A, R Irregulares L+ Dep. Cr. 41 ml/min
2 27 g 18 H AR Normales o Dep. Cr 43 mi/min
3 33 10 8 anti-dsDNA, H, A Amenorrea g Metoclopramida
4 28 20 14 ati-dsDNA, H, MC, A, Irregulares ] No
s
5 25 7 37 amti-dsDNA, H. N, A, R, Normale 3 Hatoperidol,
5, HEMA Dep. Cr. 28 mi/min
6 18 2 18 wui-dsDNA, H, R, S, Irtegulares 0 Dep. Cr 47 mU/min
HEMA
7 16 2 16 anti=BDNA, H, MC, Normales ¢ No

HEMA

* Media + DE (ANOVA p = 0003, Scheffé p = 6.006 grupo N1 vs. [D). * Mediana (Kruskall-Wallis p = 0.007, U Mam-Whitey p <
0.005 grupo 11t va. 1 y T},

* Modianz (Kruskall-Wallis p = 0.0001, UMmWhmp<00059upomnlyll)"‘ je de trastornos. les (x*
de tendencia lines! & Mantel Haerszel p = 0.02, a’p-ou:gmpotum) Mediam (Kruskat]-Wellis p = 0.07). ‘Porcentaje de
caums asocadas s hiperprol {x* de tend lineal de Mamel-Haenszel p=0.015, x* p.< 0.05 grupo{ vs. It y 1)

H = Hipocomplernentemia. A = Articular. R = Renal. MC = Mucocutineo. N = Neurologico. S = Seraitis. HEMA = Hematolégico.
Dep. Cr. = Depuracién de creatinina.
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Cromatografia de filtracion en gel

La distribucién de las isoformas de la PRL sérica por cromatografia de filiracion en gel de
las 27 pacientes con LES se muestra en la tabla 2 y 3. En las pacientes con
autoanticuerpos anti-PRL (grupo I), la mayor parte de la PRL inmunorreactiva (83.8 +
6.4%) fue eluida como big big PRL o macroprolactina, con un peso molecular estimado
de 150 kDa, en cambio, en los pacientes sin autoanticuerpos anti-PRL (grupos II y III), la
PRL eluida como big big PRL fue significativamente menor (1.5 + 1.8% y 0.07 + 0.2%,
respectivamente [p = 0.0001]). En contraste, en los pacientes del grupo H y III casi toda
la PRL inmunorreactiva (92.5 + 4.1% y 95.1 + 5.2%, respectivamente) fue eluida en la
misma posicion de la PRL humana usada como estandar (little PRL, 23 kDa), en cambio
en los pacientes del grupo I, la PRL cluida como little PRL fue significativamente menor
(95 + 3.4%, p = 0.0001). No hubo diferencias en la proporci5n de la PRL
inmunorreactiva eluida como big PRL (50 — 60 kDa) entre los tres grupos (7.2 + 3.9%,
6.0 +2.9% y 4.9 + 5.1%, respectivamente [p = 0.821]). La figura 5, muestra los perfiles
por filtracién en gel de la PRL sérica en un pool de sueros de pacientes con
autoanticuerpos anti-PRL y en un pool de sueros sin autoanticuerpos anti-PRL, los
perfiles de filtracién en gel de cada suero tratado de forma individual fueron semejantes a

los vistos en estos pooles de sueros.

Cromatografia de afinidad

Cuando la IgG fue purificada de los sueros usando la columna de proteina G acoplada a
Sepharose CL-4B, un porcentaje alto de la PRL inmunorreactiva (45.2 + 10.6%) fue co-
eluida con la IgG de las pacientes del grupo I, en contraste, el porcentaje de PRL eluida
en las fracciones que contenfan IgG fue significativamente menor en las pacientes del
grupo 11y IIT (2.1 + 1.0% y 0.6 + 0.5%, respectivamente [p = 0.0001]), este porcentaje
de PRL retenida fue similar cuando los estindares comerciales fueron pasados por la
columna (1.9 + 3.5%). La figura 6, muestra los perfiles por cromatografia de afinidad de
la PRL sérica en un pool de sucros de pacientes con autoanticuerpos anti-PRL y en un

pool de sueros sin autoanticuerpos anti-PRL. Los perfiles por cromatografia de afinidad
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de cada suero tratado de forma individual fueron semejantes a los vistos en estos pooles

de sueros.

Tabla 2. Niveles séricos de PRL medidos con IRMA, RIA y por bioensayo en células Nb2 y distribucion
de la PRL sérica inmunorreactiva por IRMA en tres fracciones despudés de la cromatografia de filtracion
en gel y cromatografia de afinidad en proteina G.

PRL sg/mL Cromsiografis (%)
Caso IRMA RIA Nb2 big big PRL big PRL. Little PRL  Proteima G (%)
Grupo
1 62.0 36.7 813 91.8 3.2 50 398
2 nz 347 84.1 83.4 73 93 413
3 825 336 95.5 96 58 146 553
4 101.7 55.1 168.4 né 16.1 123 6.4
5 67.3 200 98.6 £7.0 56 75 424
6 144 424 1436 853 53 94 51.2
7 288 184 435 81.7 58 125 342
8 272 220 390 9.8 87 56 303
Grupo !l
1 360 331 504 00 28 97.2 11
2 357 348 364 2.5 5.2 923 43
3 255 214 286 1.8 5.0 932 22
4 556 49.5 656 00 26 914 24
5 36.8 805 744 00 32 96.8 1.7
5 35.6 218 42.4 27 108 865 19
7 481 331 488 5.4 6.0 289 24
8 583 611 432 41 9.6 863 08
9 64.1 502 360 00 37 963 1.2
10 349 254 313 00 64 93.6 14
1 42.0 38 362 1.2 107 88.1 25
12 ST8 614 593 0.0 6.3 937 05
Grupo 11
1 69.4 699 798 00 0.0 100 0.0
2 27 203 293 00 50 95.0 04
3 382 300 280 0.0 9.4 90.6 1.1
4 501 466 36.0 00 53 947 00
5 08 397 33 05 133 86.2 14
6 426 456 332 0o 00 160 08
7 8.7 307 332 00 1t 98.9 ¢4
Grupo IV
1 123 92 104 NR NR NR NR
2 165 136 10.1 NR NR NR NR
3 134 128 103 NR NR NR NR
4 14.4 146 13.1 NR NR NR NR
5 162 14.1 150 NR NR NR NR
Grupo V
1 534 53.8 55.1 NR NR NR NR
2 17398 14540 10712 NR NR NR NR
3 192.0 1583 1800 NR NR NR NR
4 z2 285.0 276.0 NR NR NR NR
5 192.7 137.2 1648 NR NR NR NR
3 11345 1054 5 7760 NR NR NR NR
7 1689.5 1344.4 11256 NR NR NR NR
* Filtracién en gel (Sephadex G-200)
¥ PRL retenida por col de Sepal proteina G (PRL retenida/PRL no retonida + reterrida x 100)

NR = No realizado.
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Tabla 3. Niveles de PRL sérica medida por IRMA, RIA y bioensayo en células Nb2. Distribucién de la PRL sérica inmunorreactiva por
IRMA en tres fracciones después de la cromatografia de filtracion en gel y por cromatografia de afinidad en proteina G.

Grupp N PRL (ng/mL) Relaciones Crc afia (Y6)* Proteina

IRMA RIA Nb2 RIATRMA NB2ARMA Nb2/RIA bigbig PRI, bigPRL  litle PRL G(%)"
1 8 6454255% 340+01.6 543+443* 056+£0261 14620261 2683+056Y BIBL64§ 72+39 95+34§ 452+106§
it} 12 4844170 425+ 180 4611142 087+012 093+0.20 L16+0.29 1518 60129 925141 21+1.0
m T 418+152 404 £160 375+191 0964010 095+0.24 099+0.25 007+02 49+51 951+52 06+05
v 5 145%18 129+22 118422 088+010 0811013 086+024 NR NR NR NR
v 7 7604+741.7 643916144 521244571 087+0.08 0.86 + 0.05 093 +0.16 NR NR NR NR

t Studemn para muestras dependianes ANOVA p=0.0001 ANOVA p=0.0001
* p<0.008 vs. RIA 1p<0.002 vs 11, 111, TV, V. {Scheffé) § p= 00001 vs II, 111 {Scheffé)

Datos expresados come media + DE
NR = no realizado
* Filtracion en gel {Sephadex G-200)

" PRL retenida por |a codumna de Scpaharese-proteina G (PRL retenida/PRL no retenida + retenida x 100)
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Figura S, Perfil por cromatografia de filtracion en gel (columna de 1.5 x 56 cm de Sephadex G-200) de
Ia prolactina sérica en un poo! de sucros con autoanticuerpos anti-PRL (&) y en un pool de sueros sin
autoanticuepos anti-PRL (e).
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Figura 6. Perfil por cromatografia de afinidad con proteina G (columna de | ml. de proteina G acoplada
a Sepharose CL-4B) de Ia prolactina sérica en un pool de sueros con amtoanticuerpos anti-PRL (A) y en
un pool sin autoanticuepos anti-PRL (e).
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Mediciones de prolactina sérica por IRMA, RIA y Nb2

Los niveles de PRL sérica medidos por tres métodos se muestran en la tabla 3, como
puede verse, sdlo en el grupo I, los valores de PRL medidos por RIA fueron
significativamente mds bajos que los medidos por IRMA ¢ Nb2 (34.0 + 11.6 ng/mL vs.
64.5 + 255 ng/mL y 94.3 + 44.5 ng/mL, respectivamente [p < 0.008)) y sin diferencia
entre IRMA y Nb2. En los demds grupos de pacientes con LES y en los sueros controles
no hubo diferencia entre los tres métodos empleados. La comparacién entre las relaciones
de los diferentes métodos usados para medir la PRL sérica (tabla 3), mostraron
diferencias significativas en todas las comparaciones en el grupo I y semejantes en el
ressto de los grupos. La relacion RIA/IRMA fue significativamente menor (grupo I: 0.56
+ 0.26 vs. grupo II: 0.87 + 0.12, grupo 111: 0.96 + 0.10, grupo IV: 0.88 + 0.10, y grupe
V:0.87 + 0.08 [p = 0.002]), la relacién Nb2/IRMA fue significativamente mayor (grupo
I: 1.46 + 0.26 vs, grupo I1: 0.93 + 0.20, grupo 111: 0.95 + 0.24, grupo [V: 0.81 + 0.13, y
grupo V: 0.86 + 0.05 [p = 0.002]), de igual forma, la relacibn Nb2Z/RIA fue
significativamente mayer (grupo I: 2.68 + 0.56 vs. grupo II: 1.16 + 0.29, grupo 111: 0.99
+ 0.25, grupo 1V: 0.86 + 0.24, y grupo V: .93 + 0.16 {p = 0.002]).

Relacion Nb2/IRMA en las isoformas de la prolactina

La inmunorreactividad de la PRL en las en las fracciones de filtracién en gel que
contenian las isoformas big big PRL y little PRL sdlo se hizo por IRMA, debido a que
con esta técnica los autoanticuerpos anti-PRL no interfiriercn en las mediciones de la
PRL (77) y ademas porque no mostrd diferencia significativa en las mediciones de la PRL
sérica por células Nb2 en todos los grupos estudiados. La figura 7, muestra la relacién
Nb2/IRMA, como puede verse, la media de la relacién Nb2/IRMA de la isoforma big big
PRL obtenida por filtracién en gel y en suero total de los pacientes con autoanticuerpos
anti-PRL fue semejante (1.5 + 0.31 y 1.46 + 0.267, respectivamente {p = 0.99]), pero las
medias de estas relaciones fueron significativamente mayores {p < 0.02) que para ia
isoforma monomérica de PRL (little PRL) obtenida por filtracién en gel de las mismas
pacicnics con auicaulicuerpos anti-PRL (0.8 + 0.11) y de los pacientes sin

autoanticuerpos anti-PRL sin o con actividad lapica (0.76 + 0.12 y 0.80 + 0.05,
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respectivamente), asi como del suero total de las pacientes sin autoanticuerpos anti-PRL
sin 0 con actividad lipica (0.93 + 0.20 y 0.95 + 0.24, respectivamente) y de las muyjeres
normales (0.81 + 0.13) y con prolactinoma (0.86 + 0.05). No hubo diferencia significativa
en las medias de la relacibn Nb2/IRMA entre todas las formas little PRL obtenidas por
filtracion en gel, el suero de los pacientes sin autoanticuerpos anti-PRL y el suero de

sujetos normales o con prolactinoma (p > 0.86).

13

6

14 p=00001 (ANOVA)

Relacion Nb2/TRMA

Figura 7. Determinacion de 1a relacion de [a relacion Nb2/IRMA de las isoformas de PRL obtenidas por
filtracién en ge! de los sueros y en suero total. Los datos estan expresados como media + DE. A. big big
PRL (1.50 + 0.31); B. little PRL de los sueros con autoanticuerpos anti-PRL (0.80 + 0.11); C. little PRL
de los sueros sin autoanticuerpos anti-PRL y sin actividad lipica ( 0.76 + 0.12); D. little PRL de los
sueros sin autoanticuerpos anti-PRL y con actividad lipica ( 0.80 + 0.05); E. sueros con autoanticuerpos
anti-PRL {1.46 + 0.26); F. sueros sin autoanticuerpos anti-PRL y sin actividad ldpica (0.93 + 0.20); G.
sueros con antoanticuerpos anti-PRL y con actividad lpica {(0.95 + 0.24); H. sucros de mujeres normales
{0.81 + 0.13); e 1. sueros de pacientes con prolactinoma (0.86 +0.05).
Prucba de la diferencia honestamente significativa de Tukey:

*p=0.0001vs. B,C,D,F, G Hel.
*p<0.02vs.B,C,D,F,G,HeL
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Andlisis por Western-blot

La figura 8, muestra los patrones electroforéticos de la PRL encontrados en las muestras
estudiadas. Cuando las fracciones de filtracion en gel que contenian big big PRL fueron
analizadas por SDS-PAGE, mostraron una banda en el Western blot, esta banda fue una
proteina de 23 kDa. En cambio, las fracciones de filtracion en gel que contenian little
PRL o el suero total de pacientes con o sin autoanticuerpos anti-PRL o de los sujetos
normales mostraron una banda 23 kDa y algunos otra banda de menor intensidad de 25
kDa. El suero total de ias pacientes con adenoma hipofisiario productor de PRL
mostraron tres bandas, la principal de 23 kDa, otra de 25 kDa y una tercera de menor
intensidad de 22 kDa. La hPRL (NIDKK, la cual no fue inmunoprecipitada) también
mostrd las bandas de 25 y 23 kDa, asi como otras (~ 60, 48, 20, 16.5 y 16 kDa), estés
mismas bandas, excepto la de 25 kDa (PRL glicosilada), se observaron cuando se empled
la PRL humana recombinante (rechPRL), (Genzyme, la cual tampoco fue
inmunoprecipitada). Finalmente, ninguna banda se observé cuando el suero de conejo

normal fue la muestra inmunoprecipitada.

Inmunorreactividad por IRMA de la PRL glicosilada

La dnica diferencia por Western blot utilizando el anticuerpo policlonal anti-hPRL, fue
que las fracciones de filtracion en gel con big big PRL sélo estaba presente la PRL de 23
kDa, en contraste, en las fracciones de filtracién en gel con litile PRL o en e! suero total
de los pacientes con LES (con o sin autoanticuerpos anti-PRL), como en el suero total de
las mujeres sanas y con prolactinomas ademés de mostrar la PRL de 23 kDa, también
estaba presente otra forma de la PRL de 25 kDa. De igual manera, la Gnica diferencia
entre la hPRL y la rechPRL, fue la ausencia de la PRL de 25 kDa en la rechPRL. Por lo
anterior, se decidié probar si la PRL de 25 kDa presente en estas muesiras era una forma
glicosilada de la PRL (PRL-G), para lo cual se realizé cromatografia de afinidad en una
columna de lectina {concanavalina A) acoplada a sepharose (HiTrap Con A, Amersham
Pharmacia Biotech) (anexo 3). Ademas, con este procedimiento podiamos saber si el
estuche comercial de IRMA que empleamos y que utiliza dos anticuernos monoclonales

€n su sistema también detectaba esta forma de la PRL.
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Figura 8. Patrones electroforéticos de la prolactina. Las muestras con PRL fueron sujetas a SDS-PAGE
en un gel al 12% en condiciones reductoras. Las moléculas de PRL fireron identificadas por Western blot
usando un anticuepo policlonal de congjo anti-hPRL (NIDDK anti-hPRL). Las bandas fueron detectadas
con antisuere de cabra anti-conejo conjugado a peroxidasa y el desarrollo de la tincién con
diaminobencidina. Carril 1: PRL humana hipofisiaria (NIDDK hPRL); Carril 2: PRL humana
recombinanate (Genzyme); Carril 3; Patrén en las fracciones de filtracién en gel con big big PRL; Carrit
4 — 5 Patrones en las fracciones de filtracion en gel con littdle PRL {en los pacientes con o sin
autoanticuerpos anti-PRL; Carril 6 — 7: Patrones de los sueros de fos pacientes con o sin autoanticuerpos
anti-PRL; Cartil 8: suero normal; Carril 9: suero de una paciente con prolactinoma; Carril 10: estndar
comercial de PRE (Cis bio International, France); y Carril 11: suero de conejo normal.
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Los perfiles de cromatografia de afinidad con Concanavalina A se muestran en la figura 9.
La rechPRL que no contiene la forma de la PRL de 25 kDa, no fue retenida
practicamente por la columna, en cambio la hPRL y la PRL del suero de una mujer con
prolactinoma, que si muestran la forma de 25 kDa, el 12.5% y 13.5% de la PRL
inmunorreactiva fue retenida por la columna. El porcentaje de recuperacién de la PRL
por las columnas fue para la rechPRL de 93.3%, para la hPRL de 92.3% y para el suero
de 87.4%. '
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Figura 9. Perfil por cromatografia de afinidad con Concanavalina A (columna de 1 mL de
Concanavalina A acoplada a Sepharosc CL-4B) de [z PRL por IRMA., A. hPRL (NIDDK hPRL) el 12.1%
de 1a PRL total fuc retenida por la columna; B, rechPRL (Genzyme) el 0.23% de la PRL total fue
retenida; y C. suero total de una paciente con prolactinoma, el 13.5% de la PRL total fue retenida

El andlisis por Western blot de las muestras separadas por la colunma de Concanavalina
A se muestra en la figura 10, cuando e! pico de las fracciones no retenidas por la columna
fueron inmunoprecipitadas, mostraron una banda de 23 kDa, en cambio el pico de las
fracciones retenidas por la columna mostraron una banda de 25 kDa (PRL glicosilada). E!
Western blot de la hPRL y de la rechPRL, pero esta vez incubando las membranas de
nitrocelulosa con el anticuerpo monoclonal anti-hPRL marcado con '®I del estuche
comercial de [RMA y detectado por autoradiografia, se muestran en la figura 11; en Ia
hPRL se detectaron tres bandas, la de mayor intensidad de 23 kDa, otra de menor
intensidad de 25 kDa y otra muy tenue de 20 kDa; en la rechPRL, sélo se detectaron dos
bandas, la de mayor intensidad de 23 kDa y la tenue de 20 kDa. Ademis, este anticuerpo
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no detect la rPRL (NIDDK). Lo anterior demostré que la PRL de 25 kDa es una forma
glicosilada de la PRL y los anticuerpos monoclonales del estuche comercial de TRMA
detectan la forma no glicosilada de la PRL, como la glicosilada y ademas no muestran

reaccidn cruzada con la rPRL.

Figura 10. Patrones electroforéticos de las muestras por cromatografia de afinidad con Concanavalina A.
Las fracciones No. 3 y 13 fireron sujetas a SDS-PAGE en un gel al 12% en condiciones reductoras. Las
moléculas de PRL fueron identificadas por Western blot usando un anticuerpo policlonal de conejo anti-
hPRL (NIDDK hPEL). Las bandas fueron detectadas con antisuero de cabra anti-conejo conjugado a
peroxidasa y ¢l desarrollo de la tincién con diaminobencidina. Carril 1: PRL humana hipofisiaria
(NIDDK hPRL); Carril 2: fraccién No. 3 de hPRL; Carril 3: fraccién No. 13 de hPRL; Carril 4: PRL
humana recombinante (Genzyme); Carril 5: fraccién No. 3 de rechPRL; y Carril 6: fraccién No. 13 de
rechPRL.
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Figura 11. Patrones electroforéticos de 1a prolactina. Las muestras con PRL fueron sujetas a SDS-PAGE
en un gel al 12% en condiciones reducioras. Las moléculas de PRL fueron identificadas por Western blot
usando un anticuerpo monoclonal anti-hPRL marcado con '#*1 (Cis bio International, France). Las
bandas fueron detectadas por autoradiografia. Carril 1: PRL humana hipofisiaria (NIDDK); Carril 2:
PRL humana recombinante (Genzyme); Carril 3: PRL hipofisiaria de rata (NIDDK rPRL).

Efecto de las diferentes muestras con PRL en la proliferacion de células Nb2

El anilisis por Western blot de la big big PRL (complejo PRL-IgG), mostré que la PRL
unida al autoanticuerpo fue exclusivamente de 23 kDa, en cambio, en las fracciones de
filtracién en gel con liitle PRL y en suero total ademas de la PRL de 23 kDa, también
estaba presente la PRL glicosilada (25 kDa). De igual forma, la presencia de la PRL
glicosilada en la hPRL fue la caracteristica distintiva por Western blot de la rechPRL,
Estos datos, junto a la mayor actividad biolégica en células Nb2 encontrada en las
fracciones con big big PRL, nos hizo sospechar que la PRL no glicosilada pudiera tener
mayor actividad bioldgica en las células Nb2 que la PRL glicosilada. La figura 12,
muestra la actividad bioldgica de células Nb2 por diferentes concentraciones y tipos de
muestras con PRL. La curva dosis-respuesta de la big big PRL (complejo PRL-igG)
ohtenida por filtracidn en gel de Ins pacientes con antoanticuerpos anti-PRE. mostrd tener

la mayor actividad proliferativa en células Nb2 y fue similar la respuesta por la rechPRL,
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ambas sin la presencia de PRL glicosilada. Cuando se usé el suero de una paciente con
LES sin autoanticuerpos anti-PRL, cuya forma molecular por filtracion en gel fue casi
exclusivamente little PRL y que por Western blot contenia principalmente PRL no
glicosilada y en menor grado PRL glicosilada, la respuesta proliferativa fue menor.
Finalmente, cuando se probé la hPRL (el esténdar que se utilizé en los bioensayos para

calcular la relacion Nb2/IRMA) fue la que tuvo la respuesta proliferativa més baja.

CPM
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Figura 12. Evaluacién del efecto de dosis incrementadas de big big PRL (complejo PRL-IgG) obtenido
por filtracién en gel de pacientes con autoanticuerpos anti-PRL (#), rechPRL {w), suero de una paciente
con LES sin auteanticuerpos anti-PRL y con presencia en suero de PRL de 23 kDa y25kDaen
menor proporcién (e), y PRL humana hipofisiaria {4} sobre la estimulacién del crecimiento en
oélulas de linfoma Nb2. El crecimiento celular fue determinado a los 3 dias por medio de Ia
incorporacién de [*H]-timidina. Los datos representan la media + EE de las mediciones hechas por
triplicado. Los valores de la EDs, para las cuatro muestras fueron: 104.2 pg/mi, 110.5 pg/mi.,
124.6 pg/mL y 161.1 pg/mL, respectivamente.

La big big PRL tuvo una respuesta proliferativa méxima 2 la concentracién de 1,257.6
pg/mL; la respuesta proliferativa a esta misma dosis con rechPRL no mostrd diferencia.
En cambio, la respuesta proliferativa fue significativamente menor en el suere ylahPRL a
ia misma dosis (ANOVA p — 0.0001). Todas ias curvas dosis respuesta mostraron un fase

ascendente (estimulacién maxima) y posteriormente tuvieron una disminucién de la
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respuesta proliferativa al incrementar la concentracién de PRL, la estimulacion maxima
para la big big PRL y rechPRL fue de 1257.6 pg/ml., para el suero de 648.2 pg/mL y
para la hPRL de 324.4 pg/ml..

La EDs, para la big big PRL fue de 104.2 pg/mL, para la rechPRL de 110.5 pg/mL, para
el suero de 124.6 pg/mL y para la hPRL de 161.1 pg/mL. Estos resultados indican que Ja
big big PRL en esta prueba es 1.55 veces mads activa que la hPRL, 1.20 mas que el suero

y semejante (1.06) que la rechPRL.

Aclaramiento plasmdtico del complejo PRL-IgG

Las curvas de aclaramiento plasmatico de la inyeccién intravenosa del suero total de los
pacientes con LES con o sin autoanticuerpos anti-PRL en ratas se muestran en la figura
13. El porcentaje de la PRL humana inmunorreactiva en el plasma de 1a rata cuando fue
inyectado el sucro de pacientes con autoanticuerpos anti-PRL fue significativamente mas
alto desde el minuto 5 hasta el minuto 90 que duré el experimento (p < 0.001). M4s del
50% de la PRL del suero de los pacientes sin autoanticuerpos anti-PRL fue depurada de
la circulacidn sanguinea de la rata al minuto cinco, en cambio, mas del 50% de la PRL del
suero de los pacientes con autoanticuerpos ain permanecfa en el suero de la rata hasta el
minuto 90. Lo anterior muestra claramente que el complejo PRL-IgG es removido de la

sangre més lentamente que la forma libre o monomérica de la PRL.
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Figura 13. Curvas de desaparicién de la PRL humana inmunorreactiva del plasma de ratas anestesiadas
después de la administracién intravenosa de 1 mL de suero de pacientes con LES con autoanticuerpos
anti-PRL, n = 7 (*} 0 sin autoanticuerpos anti-PRL, n = 7 (#}. Los valores representan la media + DE del

porcentaje de la PRL inmumorreactiva en cada tiempo con respecto al minuto 1. El valor de p es la
comparacion entre cada tiempo (¢ de Student para muestras dependientes).



Discusion

Estudios recientes han aportado evidencias que sugieren que la PRL puede tener un papel
patogénico en varios trastornos autoinmunes (105). Especificamente en LES, la
enfermedad es més frecuente en mujeres en edad reproductiva y tiende a exacerbarse o
aparecer durante el embarazo, lo que indica que las hormonas reproductivas influyen en
esta enfermedad. En el modelo murino (NZB/W) que padece una enfermedad similar al
LES, se ha demostrado claramente que la PRL influye en el curso de a enfermedad, en
donde el proceso de autoinmunidad esta acelerado ¥ ocurre una mortalidad temprana
cuando se provoca hiperprolactinemia por transplante singénico de gléndulas hipofisiarias
(8,9). En los pacientes con LES se han reportado niveles séricos clevados de PRL (65,66}
¢ incluso, Ia frecuencia de hiperprolactinemia es de 15 — 30% (68,70-72,93), en contraste
8 los modelos murinos, los estudios realizados en humanos, han dado resultados
controversiales e inconsistentes, algunos estudios muestran uma asociacién entre
hiperprolactinemia y actividad de la enfermedad (68,72), pero otros reportes no
confirman esta asociacién (70, 71,73), sin embargo, muchos de estos estudios involucran
un nimero relativamente pequefio de pacientes y muestran un bajo poder estadistico del
estudio (75). Otra explicacién a los estudios que no muestran asociacién entre PRL y
LES cs el hecho de no haberse considerado las diferentes isoformas de la PRL que
pueden ser encontradas en la circulacién sanguinea. Con respecto a este punto, el
advenimiento de las técnicas para cuantificar PRL muestran resultados variables entre ltas
mismas muestras (106), en donde, la presencia de formas moleculares de la PRL de alto
peso molecular con una técnica puede dar resultados altos ¥ con otra resultados més
bajos o incluso dentro de rangos normales. La presencia de autoanticuerpos anti-PRL ha
mostrado interferir en la estimacién de los niveles verdaderos de PRL en algunas técnicas
de RIA de uno o dos anticuerpos (77,106-108). En un estudio reciente que involucrd un
gran niimero de pacientes con LES, encontramos que ¢l incremento de los niveles séricos
de PRL fue una variable asociada en forma independiente a la actividad lipica (77),

asimismo en un subgrupo de estos pacicntes clasificados con hiperprolactinemia
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idiopética se encontré que el 40.7% presentaba una forma de la PRL dc alto peso
molecular, la cual esta formada por un autoanticuerpo anti-PRL y la PRL. De manera
interesante, los pacientes con autoanticuerpos anti-PRL tenfan menor actividad clinica y
seroldgica de la enfermedad en comparacién a los pacientes con hiperprolactinemia
idiopatica pero sin la presencia de autoanticuerpos anti-PRL (93). Estos datos sugieren
que la determinacion de PRL sérica inmunorreactiva en forma aislada no correlaciona con
las manifestaciones clinicas en un subgrupo de pacientes con LES y por lo tanto, esta sea
una razon més que explique las controversias entre LES y PRL.

Los pacicntes del grupo [ tenian hiperprolactinemia persistente, detectada por lo menos
13 meses antes del estudio y en todas las ocasiones mostrd que el suero contenia big big
PRL como la forma predominante. La proporcién de la PRL de alto peso molecular
separada por dos métodos fueron diferentes, por cromatografia de afinidad con proteina
G fue de 45.2 + 10.6% y por filtracién en gel de 83.8 + 6.4%. Estos resultados pudieron
ser debidos a tres posibles causas que no pueden ser excluidas: 1) disociacién de la PRL
de la 1gG durante el proceso de purificacién en la columna de proteina G, resuitando ¢n
una subestimacién de Ja PRL unida a 1gG, 2) presencia de otras formas de alto peso
molecular de Iz PRL no asociadas a autoanticuerpos y 3) presencia de autoanticuerpos
anti-PRL de un isotipo diferente a la igG, como Ig M o Ig A, como ocurre con otros
autoanticuerpos contra autoantigenos encontrados en el suero de pacientes con LES y
que no son unidos por la proteina G. Estos casos tienen mucha similitud a la
macroprolactinemia no asociada a autoanticuerpos anti-PRL, 1a cual se caracteriza por
hiperprolactinemia persistente y ausencia de signos clinicos de hiperprolactinemia
(trastornos menstruales y/o galactorrea) (81,83,88). Las pacientes de este estudio con
autoanticuerpos anti-PRL ninguna presentaba trastornos mensturales y/o galactorrea e
incluso una de ellas (caso 1) posterior al diagndstico de autoanticuerpos anti-PRL logré
un embarazo a término sin tratamiento para la hiperprolactinemia, en cambio las pacientes
del grupo 11 y III (sin autoanticuerpos anti-PRL), cuya forma circulante en sangre por
filtracién en gel fue la little PRL, el 30% y 57.1%, respectivamente tenian trastomos
menstruaies. De igual form.a., las pacientes con autoanticuerpos anti-PRL, ninguna tenfa

una causa que explicara el aumento en los niveles séricos de PRL, en cambio, el 41.7% y
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71.4% de las pacientes del grupo Il y III tenian causas que pudieron explicar la
hiperprolactinemia. Si bien, las pacientes estudiadas en este grupo no se seleccionaron en
forma aleatorizada, s6lo una de ellas tenia actividad Wipica al momento del estudio, con
manifestaciones serolégicas y articulares, previo al estudio esta paciente, como el resto
del grupo [ se habian mantenido sin actividad clinica.

Los niveles de PRL sérica en las pacientes del grupo I fueron més elevados que los de!
grupo Il y I, pero no fueron significativamente diferentes, debido a que las pacientes del
grupo II y Il fueron incluidas sélo si tenian hiperprolactinemia. En el suero de las
pacientes con autoanticuerpos anti-PRL, la concentraciéon de PRL por IRMA fue
significativamente més alta que la obtenida por RIA, en cambio, en el resto de los grupos
fue la misma, estos datos son consistentes a lo reportado previamente por nosotros, en
donde la presencia de autoanticuerpos anti-PRL interfiere con las mediciones de PRL por
RIA de doble anticuerpe subestimando los valores reales de PRL, en cambio el
rendimiento de la técnica de IRMA empleada no es afectada por la presencia de
autoanticuerpos anti-PRL (77,107).

Dado que los pacientes con LES, hiperprolactinemia y autoanticuerpos anti-PRL tenfan
menor actividad de la enfermedad que aquellos con hiperprolactinemia pero sin
autoanticuerpos anti-PRL, especulamos que la PRL unida a la IgG podria tener baja
actividad biologica. Sin embargo y todo lo contrario, la actividad bioldgica en células
Nb2, tanto del suero total, como de las fracciones séricas que contenian big big PRL por
filtracién en gel de los pacientes con autoanticuerpos anti-PRL fue mayor que la de los
sueros del grupo 11 al V, como de las fracciones séricas que contenian little PRL (forma
libre de PRL) por filtracién en gel, tanto de los pacientes con o sin autoanticuerpos anti-
PRL e independientemente de la actividad de la enfermedad. Los autoanticuerpos anti-
PRL parece que no enmascaran los sitios importantes para su actividad bioldgica;
entonces, por qué los pacientes con autoanticuerpos anti-PRL carecen de signos clinicos
de hiperprolactinemia (in vivo) a pesar de que el complejo PRL-IgG es completamente
biactivo ¢ incluso mas que de la forma libre de PRL in vitro. Una posibilidad es una
oncm-\lidnA
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s de PRL 0 en a5 vias de iransduccion post-receptor, pero

esto parece improbable desde un punto de vista clinico, en el caso 1, la paciente se
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embarazb y al avanzar la gestacion se le detectd un incremento en ta forma libre de PRL y
al término del embarazo presenté galactorrea, cuya manifestacién es dada por la
hiperprolactinemia, lo que indica que la unién de la PRL a su receptor y sus mecanismos
post-receptor estan intactos. En células humanas de leucemia linfocitica crénica (células
B), el complejo PRL-IgG obtenido de humanos ha mostrado ser co-estimuladora en su
proliferacion y esta accion proliferativa fue bloqueada cuando se incubaron previamente
estas células con rechPRL libre y/o con fragmentos Fc (109), sugiriendo que en estas
células, sélo cuando el receptor de la PRL y del Fc para inmunoglobulinas es
entrecruzado al acoplarse en ellos el complejo PRL-IgG desencadena la cascada de
sefiales de transduccién, sin embargo, esto no explica el aumento de fa proliferacion en
las células Nb2 por el complejo PRL-IgG de estos pacientes con LES, debido a que las
células Nb2 son derivadas de un linfoma de células pre-T y carecen de receptores para el
Fc de las inmunoglobulinas ¢ incluso, no podemos descartar que el complejo PRL- IgG
aislado en ese estudio haya sido diferente al que encontramos en estos pacientes con
LES, debido a que ese complejo PRL-IgG que provocd proliferacidn en las células
leucémicas fue incapaz de inducir proliferacion sobre las células Nb2. Otra posibilidad
para explicar el aumento en la proliferacién sobre las células Nb2 era la presencia de un
factor sérico y que estuvicra presente en las fracciones que contenian big big PRL en [a
filtracién en gel y con actividad sobre las células Nb2 (110), sin embargo, esta posibilidad
puede ser descartada practicamente por €l hecho que al utilizar el anticuerpo policlonal
anti-hPRL y anti-hGH se aboli6 completamente la proliferacion de células Nb2,

Una explicacion més plausible del aumento de la bioactividad en las células Nb2 del
complejo PRL-IgG surgid del andlisis hecho por Westemn-blot, en donde la
inmunoprecipitacion de las fracciones que contenian big big PRL por filtracién en gel era
invariablemente una PRL de 23 kDa, en cambio, los sueros de los pacientes del grupo 11
al V, como de las fracciones que contenian little PRL por filtracion en gel, ademas de la
PRI de 23 kDa, estaba presenta una PRL de 25 kDa. Asi mismo, la hPRL hipofisiaria
usada como estandar en las curvas de proliferacion, contenfa principalmente la banda de
23 kD, pero iambién ia de 25 kiDa, como de otras bandas de menor intensidad. La PRL

de 25 kDa, representa |2 forma monomérica de la PRL glicosilada y la unién de
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carbohidratos a la PRL puede tener implicaciones farmacocinéticas y farmacodinamicas
de la hormona, independientemente de su inmunorreactividad (111,112). La forma
glicosilada de la PRL porcina tiene dos veces menor actividad sobre la proliferacion de
células Nb2 que de la forma no glicosilada (113). Asimismo, utilizando rechPRL
glicosilada y no glicosilada, se reporta que la forma glicosilada de la rechPRL fue 3 ~ 4
veces menor su actividad en la proliferacion de células Nb2 que de la rechPRL no
glicosilada (114). La hPRL usada como estindar en nuestros bioensayos, cuando fire
pasada por la columna con concanavalina A encontramos que el 12.1% de la hormona
estaba glicosilada (determinada por IRMA), un porcentaje similar de PRL glicosilada fue
encontrada en el suero de una paciente con prolactinoma (13.5%). Las fracciones
retenidas por la columna de concanavalina A cuando fueron inmunoprecipitadas y
analizadas por Western-blot correspondieron a la PRL de 25 kDa. Estos datos, aunados
al andlisis por Western-blot usando el anticuerpo monoclonal anti-hPRL marcado con '21
del estuche comercial de IRMA, donde la autoradiografia mostré la presencia de tres
bandas de PRL (23, 25 y 20 kDa), lo que indica que la técnica de IRMA que empleamos
detecta formas glicosiladas y no glicositadas de la hPRL.

Las curvas dosis-respuesta de diferentes muestras con PRL sobre la proliferacion en
células Nb2, mostraron que las fracciones por filtracién en gel que contenfan big big PRL
fue 1.55 veces mds activa que la hPRL usada como estindar en los bioensayos, de igual
forma, la rechPRL, cuyo porcentaje de PRL glicosilada fue minimo (0.23%) fue 1.46
veces més activa que la hPRL hipofisiaria. Estos datos sugieren que la PRL glicosilada
tiene menor actividad biologica sobre las células Nb2 que la PRL no glicosilada. La
relacién Nb2/IRMA elevada en el suero con autoanticuerpos anti-PRL y en las fracciones
por filtracién en gel con big big PRL puede ser explicado porque toda o la mayor parte
de Ia PRL unida al autoanticuerpo anti-PRL no esta glicosilada y ademds porque el
estindar que usamos en nuestras curvas de proliferacin contenia formas no glicosiladas y
glicosiladas de la PRL, en cambio, cuando sec compard con una forma no glicosilada de la
PRL tuvo una actividad biokdgica igual. La relacion ND2Z/IRMA de ks muestras séricas y
por SltraciSa o gol do bos grupos i al V fue cercana a |, io que puede indicar un

porcentaje siniar o mayor de PRL glicosilada a el estandar empleado. De igual forma, la
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relacion RIA/IRMA y Nb2/RIA en el suero de los grupos Il at V fue cercana a la unidad,
pero en el suero de los pacientes con autoanticuerpos anti-PRL, [a relacién RIA/IRMA
fue significativamente menor y la relacion Nb2/RIA significativamente mayor, esto es
explicado ademas de lo antes descrito en relacién a la presencia de PRL glicosilada,
debido a que la presencia de autoanticuerpos anti-PRL interfiere con el sistema de RIA
(77,114), ocasionando resultados falsamente bajos de la PRL.

La menor actividad clinica en los pacientes con autoanticuerpos anti-PRL no puede
deberse a la falta de actividad bioldgica del complejo PRL-1gG. Mas bien, el mecanismo
para explicar por qué la PRL unida a la [gG no pueda ejercer su bioactividad in vivo,
puede ser debido a que el acceso de la PRL a sus células blanco a través de la pared
capilar esta restringido debido a su gran tamafio molecular o cambios en la carga neta de
la molécula.

Hattori (91) estudid cuatro mujeres con autoanticuerpos anti-PRL sin enfermedad
autoinmune, en donde la inmunorreactividad de la PRL fue medida por un ensayo
inmuno-enzimatico (EIA), encontrando una relacidon Nb2/EIA de 1.3 + 0.3 y no fue
diferente a los sujetos normales o con prolactinomas, sin embargo, estos datos deben ser
tomados con cautela con respecto a nuestros resultados, ya que a pesar de que menciona
que la presencia de autoanticuerpos anti-PRL no interfirié con la técnica de EIA que
empleo, la sensibilidad de esta prueba fue de 0.05 pg/L, veinte veces mds baja que para su
bioensyo (1pg/L), en cambio nosotros empleamos una técnica inmunoradiométrica con
una sensibilidad semejante, pero nuestro bicensayo resulté mucho mis sensible 3
pg/mL). Tampoco mencioné que estindar de PRL utilizé como referencia en sus
bioensayos, pero al igual que nosotros encontré qué la PRI del complejo PRL-IgG de
sus pacientes fue una PRL de 23 kDa. En dos de sus cuatro pacientes la relacién
Nb2/EIA fue de 1.5 y 1.6, semejante a la encontrada por nosotros, pero debido al
reducido niimero de pacientes y controles estudiados, aunado a no haber considerado Ia
presencia de formas glicosiladas de la PRL en su estudio pueden explicar las diferencias
entre sus resultados y los nuestros. De forma semejante, Leite (92), estudi6 11 pacientes
con autoanticuerpos anti-PRL sin enfermedad autoinmune, él utilizé dos métodos para

medir la inmunorreactividad de la PRL, pero no mostrd datos para determinar si los
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autoanticuerpos anti-PRL interferian en sus pruebas, como sea, é! encontrd que los
valores de big big PRL fueron significativamente mas bajos cuando emple6 una técnica de
IRMA al compararla con una técnica de RIA. Sus datos mostraron en los pacientes con
autoanticuerpos anti-PRL una relacién Nb2/IRMA en suero total de 1.57 + 0.61,
semejante a la nuestra, pero esta relacién fue menor en las fracciones de filtracidn en gel
que contenian big big PRL (0.86 + 0.17), a diferencia de nuestros resultados que fue
semejante esta relacidn tanto en suero total, como en las fracciones por filtracion en gel
que contenian big big PRL. La discrepancia de sus resultados con respecto a los nuestros,
puede ser explicada de forma semejante al estudio de Hattori, en donde, el estindar de
hPRL que empled en los bioensayos el analisis por Western-blot mostrd que sdlo
contenia una banda de 23 kDa y otra de 48 kDa y ademds su bioensayo al igual que
Hattori se baso en el recuento de células (Coulter) con la consiguiente menor sensibilidad,
a diferencia de nosotros que usamos la incorporacién de timidina tritiada, lo que hizo a
nuestro bioensayo mas sensible a la medicién de PRL; finalmente, Leite tampoco
determind si la presencia de autoanticuerpos anti-PRL interferfa en sus técnicas que
emple6 para medir la PRL inmunorreactiva,

Nosotros previamente demostramos que la técnica de IRMA que empleamos no da
resultados erréneos de la concentracién de PRL en presencia de autoanticuerpos anti-
PRL (77,107) y en este estudio la técnica de IRMA mostré no diferir de las estimaciones
de PRL tanto en los pacientes con autoanticuerpos anti-PRL como sin autoanticuerpos
ant-PRL, en cambio fue diferente su estimacion con RIA en los pacientes con
autoanticuerpos anti-PRL, pero semejante en los pacientes del grupo I al V. Todo lo
anterior, sugiere que la relacion Nb2/inmunorreactividad, tanto del complejo PRL-IgG,
como de las formas libres de PRL dependen de la técnica empleada para medir ia
inmunorreactividad de la PRL, como la presencia y concentracion de las isoformas de
PRL (incluyendo el porcentaje de glucosilacién) usados como estandar en las curvas de
proliferacién en células Nb2.

Las controversias en los estudios clinicos que abordan la asociacion entre PRL y
actividad lipica, ademss de su bajo poder estadistico, puede ser explicado en base a las

evidencias encontradas en el presente trabajo ¥ que no se han considerado para su analisis
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en los estudios hasta ahora publicados en pacientes con LES; como es la presencia de
diferentes isoformas de la PRL, el grado de glucosilacién de la PRL y el rendimiento de
las técnicas para medir la concentracién real, como de las isoformas de la PRL
inmunorreactiva.

Nosotros previamente demostramos que en los pacientes con LES y autoanticuerpos anti-
PRL existe una correlacion significativa y positiva entre los titulos de autoanticuerpos
anti-PRL y los niveles séricos de PRL, considerando que los autoanticuerpos anti-PRL
puden ser la causa que explicara la hiperprolactinemia en estos pacientes (77,93). Los
estud-ios de aclaramiento plasmético usando ratas mostré que al inyectar el suero que
contenia autoanticuerpos anti-PRL el aclaramiento de la PRL de la circulacién sanguinea
fue significativamente retardado que cuando se inyect6 suero sin autoanticuerpos anti-
PRL. La PRL debido a su uni6n con la IgG no es filtrada a través de los glomérulos y
escapa a la eliminacioén por el rifién, de igual forma, el mecanismo de retroalimentacion
negativa a nivel hipotaldmico por los altos niveles de PRL esta bloqueado debido a que ¢l
complejo PRL-IgG no llega al hipotalamo a través de sus capilares. Estos datos sugieren
que la presencia de autoanticuerpos anti-PRL en los pacientes con LES puede ser la
causa de la hiperprolactinemia.

En conclusién, se demostrd que el complejo PRL-IgG de los pacientes con
autoanticuerpos anti-PRL esta formado por la unién no covalente de una IgG a ta PRL de
23 kDa y que tiene una actividad biolégica completa in vitro. Estos datos sugieren qué el
complejo PRL-IgG no ejercen su actividad biolégica in vivo debido a su alto peso
molecular que le impide atravesar las paredes capilares para llegar & sus células blanco.
De forma semejante, debido al alto peso molecular del complejo PRL-IgG, el
aclaramiento plasmético de la PRL esta retardado y esto tiende al desarrollo de la

hiperprolactinemia.




52
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Figura 14. Mecanismo propuesto para la elevacion de la concentracion sérica de PRL y su menor
actividad bioldgica in vive en presencia de autoanticuerpos anti-PRL en pacientes con LES,
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ANEXO1

CRITERIOS REVISADOS PARA LA CLASIFICACION DEL LUPUS ERITEMATOSO

SISTEMICO *

Criterio

Definicién

t. Eritema malar

2. Eritema discoide

3. Fotosensibilidad
4. Ulceras orales
5. Artritis

6. Serositis

7. Alteracion renal

8. Alteracién neurolégica

9. Alteracion hematolégica

10. Alteracién inmunolégica

11. Anticuerpos antinucleares

Eritema fijo, plano o elevado sobre las eminencias malares, con
tendencia a la discmninacién a partir de los surcos nasolabiales.

Placas eritematosas elevadas con cicatrizacion queratdtica adherente
y tapones foliculares, la cicatrizacién atréfica puede ocurrir en
lesiones vigjas.

Eritema cuténeo como resultado de una reaccién inusual a la luz del
sol, por historia det paciente u observacion por un médico.

Ulceracidn oral o nasofaringea, usualmente dolorosas y observadas
por un médico.

Artritis no erosiva que involucren 2 o mds articulaciones petiféricas,
caracterizadas por tumefaceion o sinovitis.

a) Pleuritis. Historia convincente de dolor pleuritico o frote
escuchado por 1m médico o evidencia de derrame pleural. 6

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

a) Proteinuria persistente mayor de 0.5 gr./dia 6 mayor de 3+ sf la
cuantificacién no es realizada. 6

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

a) Convulsiones. En la ausencia de drogas o alteraciones metabélicas
conocidas, por cjemplo uremia, cetoicidosis 6 desoguilibrio
electrélitico. ¢

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

a) Anemia hemnolitica, con reticulocitosis. 6

b) Leucopenia, menos de 4,000/mm® en dos o mas ocasiones. &

¢) Linfopenia, menos de 1,500/mm’ en dos o mas ocasiones, [{]

d) Trambocitopenia, menos de 100,000/mm?® en la ausencia de 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 antfgeno nuclear Sm. 6

d) Prueba serolégica falsa positiva para la sifilis, positiva por lo
menos durante 6 meses y confirmada por prucba de inmovilizacién al
Treponema pailidum o por absorcién con anticuerpos fluorescentes
treponemicos.

Un titulo anormal de anticuerpos  antinucleares por
inmunofluorescencia o una prueba equivalente durante algin punto
en ¢l tiempoymlaausmciadcdrogasqueseoomcencsmr
asociadas con el sindrome “lupus inducido por drogas™,

* La clasificacion propuesta esta basada en 11 criterios. Con &l propésito de identificar paciemes en estodios
clinicos, vnia  persona se dice que hene LES si reine cuatro o mas criterios de los 11, en forma seriada o
simultineamente durante algin intervalo de cbservacidn
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ANEXOQ2

iNDICE DE LA ACTIVIDAD DE LA ENFERMEDAD EN PACIENTES CON LUPUS

Anote la ponderacién en Ja columna de calificacién

oen los dltimos 10 dias previos

SLEDAI

del SLEDAI si la descripcitn esta presente al tiempo de la visita

Pesa Calificacién  DESCRIPCION DEFINICION
SLEDAS

8 Convulsiin [rscio reciente. Excluir causa melabilica, mfecciosa o por drogas

8 Psicosis Capnddadmuuhﬁnimsd:hmivichdmul&:bidoamd:smbiosmla
percepcidn de la realidad. incluye: alucinaciones, incoherencia, pérdida marcada de las

isciones, ido del [ N empobrecido, pensamiento ilégico eviderte,
ducta grotesca, desorganizada o dnica. Excluir p 14 de sindrome urémico o
mgesta de drogas.

8 Sindrome orgmico cerebral mekhmﬂlalulwzh.cmdmiunmhamﬁn,munahumfmih
melectual de inicio répido, manifestaciones clinicas fluctuantes Como algum de las
siguientes: a) ﬂmiinddmdodemiammddaddecmmi{m
Mﬁmemﬁdmmmﬁﬂrmﬁomﬁm.mmlomz
de: b) disturbio porceptual, laguaje incoherente, ¢ io o lenciz durante el
diz.irnunquéodimnmmdelnmiviﬂzdpsieumm Excluir cinsa metzbilica,
imfecciosa y por drogas

8 Trastonaos visuales Cambios en retina de LES. Incluye cuerpos citoides, hemorragia retiana, oudado
moiﬂmﬂgiamlaowoidns.nwﬁisénn. Excluir hipertension arterizg]
sistémnica, equsas infecciosss o por

3 Trastornas en nervios lrﬁdomiau&wm:umhlcmmhvdmmwa

craneales

3 Cefalea Nipica Ceﬁluwﬁmymm;we&mmmmmdﬁemﬂuanﬂg&em
narcéticos.

8 Enfermedad lar cercbral - Sindrome cerehy nuevo. Excluir ferois.

8 Vasculitis Ulceracidn, gangrena, niclubas blandos digital infarto periungueal, hemorragiss en
astiﬂa‘obiopsiaouwiogmﬁaqmwvnscmiﬁs

4 Artritis bhsdedusuﬁu.ﬂadmsomdolorysismsdchﬂhmwién(wcjunplq.mmde
volumen, tumefaccion o sinovitis).

4 Miositis Debilidad ler préximat, iada con elevacion de CPK o aldolass , cambios
clectromiogrificos o biopsia que muestre miositis..

4 Cilindros urinarios Cilindros de hemoglobina-granulosos o de eritrocitos.

4 Hematuria > 5 eritrocitos por campo de alto poder. Excluir litos, infeccion u otres causas.

4 Proteinuria >0.53:124|wrasInkbmiuuomdemudc(ljsr&4hu

4 Prurta > 5 leucocitos por campo e alto poder. Excluir mfeccién.

2 Eritema malar Inicio reciente o ia dt eritema tipo infl wio,

2 Alopecia lmdamimommwhdcpédidawﬁubuunmplmsodiﬂm.

2 Ulceras en mucosas kﬁn'oradmorenmux:ild:u]wmimsarduomsalu

2 Pltritis Historia cotvincente de dolar pluuiﬁmmnfmeodunmplu-ai.nmgmniemo
pleural.

2 Pericarditis Hiﬂaiacmvﬁnmudcddapedm-dim.mdnmumdelossigum:ﬁm,
damnwomfmmihemardiugﬁﬁmomdiogdﬁa.

2 Compl bajo Disminucion del CH50, C3 o C4 8 un valor menor del limite inferior normal para ta
prucha de laboratorio.

2 Anticuerpos ati-DN A >%%&uﬂénporlamxd:adeﬁnonuyualrmgommalpnllamdg
laboratario.

1 Fietre MaywchS'Cdspuéd:cxcluir infeccion.

| Trombocitopenia Menor de 100,000 plaquetas por mm?, no debide o

1 Leucopenia Menor de 3,000 leucocitos por mm’, 5o debido e drogas.

Calificacidn total del SLEDAL
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(ANEXOJ})

CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD CON CONCANAVALINA A

Uno de los ligandos utilizados para la purificacién de glicoproteinas es la lectina
concanavalina A, aislada de la Canavalia ensiformis (frijol jack). Es una metaloproteina
que contiene cuatro sitios de unién a metales. Las aplicaciones de esta columna incluye
separacidn, purificacion y caracterizacién de glicoproteinas,

Una columna de afinidad con la lectina Concanavalina A acoplada a sepharose de 1 mL
(HiTrap Con A, Amersham Pharmacia Biotech), fue usada para separar la PRL no
glicosilada y la PRL glicosilada. Cada columna tiene una capacidad de unién de 4 mg/mL
del glicopéptido transferrina. Se aplicé a la columna la muestra a probar diluida con
buffer de unién (20 mM TRIS-HCI, 0.5 M NaCl, i mM MnCl, 1 mM CaCl,, pH 7.4) a
un volumen final de 1 mL, y de inmediato se colectaron fracciones de 1 mL. Las primeras
10 fracciones se eluyeron con e! mismo buffer de uni6n y las Gltimas 10 fracciones fireron
eluidas con buffer de elucién (20 mM TRIS-HCI, 0.5 M NaCl [pH 7.4], 0.5 a-metil-D-
manosa. En cada una de las fracciones colectadas se les determiné la concentracién de
PRL por IRMA. Las columnas fueron regeneradas con 20 mM TRIS-HCI (pH 8.5) antes

de correr una nueva muestra.
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