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RESUMEN

OBJETIVO:

Determinar la participacién de la prolactina (PRL) en el proceso de activacién de linfocitos
provenijentes de pacientes con lupus eritematoso sistémico (LES) activo ¢ inactivo. a través
de la expresién de las moléculas de superficic CD69 y CD40L.

MATERIAL Y METODOS:
Mediante gradiente de densidad se separaron células mononucleares (CMN) de sangre

periférica provenientes de 12 personas sanas, 12 y 15 pacientes con LES inactivo y aclno
respectivamente. Los ensayos se realizaron en placas de 96 pozos, se colocaron 2x10*
cel/pozo en las siguientes condiciones: a) medio AIM-V, b) prolactina (50 ng/mL). ¢)
mitégeno (ConA 2ug/mL para CD69 y PMA (Sng/mL}/lonomicina [0.6 pg/mL] para
CD40L), d) mitégeno mds PRL y €) mitdgeno mds anticucrpo anti-PRL, como control de
éste se utilizé6 un anticuerpo no relacionado. Las placas sc¢ incubaron durante 4 h para
CD40L y 18h pura CD69. Las células se cosecharon y marcaron con los anticuerpos anti
CD40L, CD69 y CD4, y sc analizaron por citometria de flujo.

RESULTADOS:

La expresién de CD69 y CD40L no se modifico al incubar las células solamente con PRIL..
Con mitégeno, se encontrd un aumento en la expresién de ambas moléculas en todos los
casos. con respecto a las condiciones basales. El porcentaje de células CD4” que expresaron
CD69 en sujetos sanos fue de 31.21%, en pacientes inactivos de 36.45% y en activos de
15.25%, y no se modificéd cuando las células se co-incubaron con PRL, en sanos (32.1%),
inactivos (33.17%) y activos (15.43%). En contraste, se observé una disminucion
estadisticamente significativa (p<0.05) en el porciento de células que expresaron CD69 al
agregar simultdneamente ¢l anticuerpo anti-PRL: en sanos (15.49%), inactivos (19.54%) y
activos (5.07%). La expresion de CD40L mantuvo un comportamicnto similar, al estimular
las CMN con mitégeno se obscrvd aumento en el porciento de células que expresaron
CD40L en sanos (56.04%), inactivos (44.57%) y activos (38.10%). Esta expresion no se
modificé al co-incubar con PRL; en sanos (56.99%), inactivos (43.45%) y activos
(35.72%). También se encontré una disminucion estadisticamente significativa (p<0.05) en
el porciento de células que expresaron CD40L al co-incubarlas con anticuerpo anti-PRL, en
sanos (33.6%),inactivos (17.75%) y activos (9.72%).

A pesar de las diferencias en las cxpresiones de CD69 y CDJ0L entre activos ¢ inactivos, al
someter las células a nuestro modelo los tres grupos estudiados mostraron un
comportamiento similar.

CONCLUSIONES:

Confirmamos que la prolactina por si sola no tiene la capacidad de activar a los linfocitos
provenientes de pacientes con LES. La PRL es secretada por los linfocitos y actua de forma
autéerina y desempeila un papel relevante en el proceso de activacion medido por la
expresion de CD69 y CD40L.



INTRODUCCION
Prolactina;

La hormona lactogénica prolactina (PRL) es una hormona peptidica producida y secretada
por la hipéfisis anterior, su sintesis y secreciéon no estd limitada a la pituitaria, existen
numerosos sitios que la producen incluyendo: glindula mamaria, suprarrenales. corazon,

higado, bazo, y células del sistema inmune como los linfocitos T, B y NK (1-3).

La PRL es una proteina globular de una sola cadena de 199 aminodcidos (a.a.), con tres
puentes disulfuro intra-moleculares entre scis residuos de cisteina (Cys 4-Cys 11, Cys 58-
Cys 174, y Cys 191-Cys 199) (1-3), con un peso molecular de 23 kDa y de 25 kDaen la
forma glicosilada, la cual presenta menor actividad bioldgica, esta forma ha sido
encontrada en la hipéfisis de una gran variedad de especies de mamiferos y aves. El grado

de glicosilacion varia entre las especies y los estados reproductivos (1-3).

Las diferentes isoformas de la PRL pueden resultar de: empalme alternativo de Ia
trascripcion primaria, protedlisis y otras modificaciones post-traduccionales de la cadena de
aminodcidos. Estas incluyen la dimerizacién, polimerizacion, fosforilacion, glicosilacion,
sulfonacion, deamidacién (2), o por la union con otras proteinas como los anticuerpos (big
big PRL 150 kDa) (5-7). Aunque también sc ha descrito la isoforma de 16 kDa producto de
la protedlisis (4).

La sintesis y secrecién de PRL depende de un mecanismo de retroalimentacion ténico
regido por la dopamina, corticosteroides, progestagenos, androgenos, opidceos y agonistas
dopaminérgicos como la bromocriptina. La secreciéon es estimulada por estrédgenos.
serotonina, hormona liberadora de la tirotropina, péptido intestinal vasoactivo. antagonistas
dopaminérgicos (cloropromazina mctoclopramida, ete.), interleucina-1, embarazo.

estimulacion del pezén y estrés (1-3).

i
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Se han documentado diferentes funciones biolégicas de la prolactina que pucden ser

divididas en categorias como: reproduccién, homeostasis, crecimiento, osmoregulacion,

sinergismo con esteroides, etc. Aunque, algunos autores prefieren clasificarlas de acuerdo a

los mecanismos de accién como (2):

1) Balance agua-clectrolitos.

2) Desarrolio y crecimiento.

3) Endocrinologia y metabolismo
4) Cerebro y comportamicnto.

5) Reproduccion.
6) Proteccion.

De acuerdo a sus caracteristicas genéticas, estructurales y funcionales, la PRL pertenece a

la ‘misma familia de la hormona de crecimiento y lactégeno placentario. Los genes que

- codifican para estas hormonas provienen de un gen ancestral comun. El gen de la PRL se
~ encuentra-localizado en el cromosoma 6 y contiene 16 kb, esta compuesto por S exones y 4

intrones (3). La expresién de este gen se ha confirmado en varias regiones del cerebro,

miometrio, timo, bazo, médula ésea, linfocitos T y B, algunas lineas de células tumorales,

elc. (3,8-10).

" El receptor de prolactina (PRLR) es una proteina transmembranal que pertencee a la familia

"deé receptores de citocinas hematopoyéticas. donde encontramos los receptores para 11.-2,

I3, IL-4, IL-6, IL-7, IL-9, IL-12. IL-15, GM-CSF. GCSF, EPO y hormona del

‘c“rec'_i'micnto (11,12). Esta compuesto por tres dominios, ¢l extracelular con 210 aa,

involucrado en la activacién del receptor por la dimerizacion secuencial inducida por su
ligando, el transmembranal que posee 24 a.a. (su participacién en el proceso de activacion
del PRL-R atn se desconoce) y el intracclular que tiene una importante participacién en ¢l

mecanismo de iniciacién de las seifales de transduccién asociadas con ¢l receptor de PRL

).

El gen que codifica para el receptor de prolactina en el humano se¢ encuentra en el

cromosoma 5, contiene por lo menos 10 exones y codifica para tres diferentes isoformas,



aparentemente como resultado de la trascripcién iniciada en sitios alternativos de los
diferentes promotores, Estas isoformas difieren en el tamafio y composicion de la porcion
intracelular; exhibiendo un dominio extracelular idéntico. las tres isoformas se describieron
en rata y son: la corta, (291 a.a.), la intermedia (393 a.a.) y la larga (591 a.a.) (3,13,13,15).
La regulacién trascripcional se establece por tres diferentes regiones promotoras tejido-
especificas. El promotor I es especifico de las génadas, el promotor Il de higado y el

. promotor Il es “genérico”, estd presente tanto en tejido gonadal como no gonadal (2,58).

El.RNAm del receptor de PRL también se ha ecncontrado en numerosas partes del SNC,
hipotalamo, corteza cerebral, bulbo olfativo, amigdalas, etc. Y en érganos periféricos como
glandula pituitaria, corazén, pulmdn, timo, bazo, higado, pincreas, rifon, glandula adrenal,

tracto intestinal, Gitero, musculo esquelético, picl, linfocitos T, B y macrofagos (2).

La PRL ha sido clasificada como una citocina que scilaliza a través de receptores
especificos de membrana que pertenecen a la superfamilia de receptores hematopoyéticos
(1). La unién de PRL a su receptor induce la sefalizacion mediante fosforilacion de
tirosinas (Tyr) en distintas proteinas intracelulares incluyendo al receptor. La region
intracelular proxima a la membrana se encuentra constitutivamente asociada a JAK2 (3,16).
Las proteinas de la familia de la sefal transductora y activadora de la trascripcion (Stat) son
la principal sefial transductora para el receptor de citocinas. JAK/Stat es la via mas
importante en la iniciacion de la activacion del PRL-R, la familia de Stat esta constituida
por ocho miembros, cuatro de ellos, Statl, Stat3 y especialmente StatSa y StatSb, han sido
identificadas como moléculas transductoras del PRL-R. Stat$ es reconocida como el
transductor mas importante de las isoformas larga ¢ intermedia del receptor de prolactina

(3.16).

La relacidn entre la prolactina y el sistema inmune se evidencié desde 1930, cuando Smith
observé que el timo de ratas hipofisectomizadas sufria un proceso de atrofia (17). Tiempo
después Nagy y Berczi, publicaron su trabajo ya clasico donde la inmunodeficiencia
caracteristica de las ratas hipofisectomizadas se restituia al administrarles prolactina,

hormona de crecimiento y/o lactégeno placentario (18). En 1983 se emularon estos



experimentos en una forma mucho mas clegante, utilizando bromocriptina, la cual inhibe
selectivamente la secrecién de PRL, se encontraron resultados similares a los anteriores. Es
decir, disminucion en la respuesta inmune tanto celular como humoral (19). En la literatura
se sugiere que la prolactina puede potenciar la respuesta inmune y la expresién de su
receptor (RPRL). Recientemente han sido identificados receptores de PRL en células
mononucleares (CMN) de sangre periférica, pudiendo entonces estar involucradas en el

proceso de inmunidad mediado por células (1-3).

Se ha demostrado que la prolactina producida por los linfocitos presenta una bioactividad
similar a la PRL pituitaria (2). La importancia de la prolactina en el mantenimiento de la
inmuno-competencia ha sido demostrada en experimentos con animales, donde ¢l
tratamiento con PRL revierte la inmunosupresion inducida por hipofisectomia y restaura la
inmunocompetencia en ratas de cdad avanzada (20) Ademds, estudios in vitro mostraron
que actiia como un factor de crecimiento para linfocitos (20). Actuando como co-mitdégeno
junto con la Concanavalina A en la estimulacién de esplenocitos, timocitos y CMN.
Ademas, induce la trascripcién del factor regulador de interferon 1 (IRF-1), el cual se

encuentra relacionado con la diferenciacién de linfocitos B y resistencia a virus (3,11).

E!l estado hiperprolactinémico se ha asociado a multiples enfermedades autoinmunes como
tiroiditis, uveitis, hipofisitis linfocitica, insuficiencia renal autoinmune, y lupus eritematoso
sistémico (LES) (21-23). Por otro lado s¢ ha encontrado asociacién entre los estados
hiperprolactinémicos sin enfermedad autoinmune, con la presencia de auto-anticuerpos.
Mientras que las mujeres con normoprolactinemia no presentaron ninglin auto-anticucrpo

(24,25).

LES:

El lupus eritematoso sistémico (LES) es una enfermedad autoinmune no-érgano especifica,
se presenta a cualquier edad; aunque afecta principalmente a mujeres en edad reproductiva
con una relacion de hombre-mujer de 1:10 (26-28). Este predominio en ¢l sexo femenino ha

sido atribuido a las propiedades inmuno-estimuladoras de las hormonas (27-29). LES




pfcsenta ademds una tendencia a iniciar o presentar exacerbaciones durante ¢l embarazo o
en el bost-pano. condiciones que se acompaian de niveles elevados de hormonas, entre
cllas’ la prolactina. En la etiopatogenia de LES se encuentran involucrados factores
genéticos, ambientales, infecciosos, inmunoldgicos y hormonales que desempeian un papel
importante en la regulacion de la tolerancia inmunolégica y en la formacién de

autoanticuerpos (27).

Los estudios realizados en familiares y gemelos idénticos sugieren predisposicion gendtica,
hasta un 12% de pacientes con LES tienen un pariente de primer grado con la misma
enfermedad y existe mayor concordancia entre gemelos idénticos (60%) que en gemelos no
idénticos (9%). Se ha reportado también asociacién entre las moléculas de clase 1 y 1 del

HLA y la enfermedad especialmente con B8, DR2 y DR-3 (30).

Entre los factores ambientales que pueden desencadenar la enfermedad destacan: la
exposicion a luz UV-f, metales pesados, alimentos como semillas o germen de alfalfa,
farmacos del tipo de procainamida, hidralaza, metildopa, cloropromazina, ete. (27). Los
agentes infecciosos (virales y bacterianos) han sido relacionados con el desarrollo de
autoinmunidad a través de mecanismos como mimetismo y/o reactividad cruzada que
pueden dar lugar a una falla de la tolerancia inmunoldgica o a un estimulo anormal de la

respuesta inmune (30).

Una de las caracteristicas primordiales de LES es la activacioén inespecifica de linfocitos T
y B que resulta en una produccion exacerbada de auto-anticuerpos (31). por lo que ¢l sucro
de estos pacientes muestra multiples auto-anticuerpos dirigidos contra componentes
celulares, citoplasmaticos y nucleares, entre los que se encuentran aquellos dirigidos contra
dsDNA, ssDNA, RNA (33), ribonucleo-proteinas como Ro, La, Sm, RNP y antigenos de
cito-esqueleto. Algunos de estos auto-anticucrpos como los anti-dsDNA y anti-SM,
muestran una alta asociacion con el LES, mientras que los anticuerpos anti-Ro estan
relacionados con el lupus cutdneo sub-agudo y lupus neonatal. Los anticuerpos anti-La en

pacientes con lupus estdn usualmente presentes en aquellos con co-existencia de sindrome



de Sj8gren (32,33). Otras anormalidades seroldgicas incluyen hipo-complementemia, hiper-

gamaglobulemia e inmunocomplejos circulantes (33.34).

La presencia excesiva de autoanticuerpos pudiera ser el reflejo de una falla en la tolerancia,
lo que parece ser ¢l punto central de la fisiopatologia de LES (30). La asociacién de LES
con alelos de moléculas de MHC clase 11 y la maduracién de la afinidad en la produccién
de auto-anticuerpos de clase IgG, sugiere que las células T juegan un papel importante en la
patogénesis. Estudios adicionales indican que ¢l bloqueo en el proceso de activacion celular
o en la interaccion entre células T y B pueden prevenir la produccion de autoanticuerpos y

la enfermedad (26).

Las manifestaciones clinicas de LES involucran multiples organos y sistemas, por lo que
éstas son extremadamente diversas y variables. Dentro de las caracteristicas clinicas no

especificas estan: la fatiga excesiva, perdida de peso, ficbre, anorexia y linfoadenopatia.

En 1982 “The American College of Rheumatology™ (ACR). establecié los criterios clinicos
para el diagnostico a fin de obtener una mejor clasificacion de los pacientes con LES (35).
El diagndstico se establece si el paciente presenta al menos cuatro o mas de los once
criterios, con una sensibilidad de 98% y especificidad del 97%. Los criterios diagndsticos
del ACR se encuentran en la tabla A. Cabe mencionar que ¢l comun denominador en esta
enfermedad es una lesién tisular citologica caracterizada por el depdsito de autoanticuerpos

e inmuno-complejos en el tejido (34).

Desde hace mds de 40 afios se sabe que niveles bajos de complemento estan asociados con
la actividad en LES (34). Se ha demostrado que ¢l complemento se fija por complejos
inmunes localizados en los tejidos, particularmente en ¢l rifdn, la unién de los fragmentos
C3a y CSa provoca la secrecion de aminas vasoactivas de mastocitos, ademids la
permeabilidad vascular puede incrementarse por fragmentos de C2. lo que permite la

localizacién de complejos inmunes como causa de la inflamacién aguda (34).




El eVenld central en la generacién tanto de la respuesta inmune celular como humoral es fa
activacién y expansién clonal de las células T. El proceso de activacion de los linfocitos T
es iniciado por la interaccion del complejo TCR-CD3 con un péptido antigénico procesado
y expresado en el contexto de la molécula de MHC clase 1l en la superficie de una célula
presentadora de antigeno (CPA). Esta interaccion de la célula T con el antigeno y la
consiguicnte activacion de sefiales involucra también diversas moléculas accesorias de
membrana tanto en la célula T como en la CPA. La interaccion de la célula T con el
antigeno desencadena una cascada de eventos bioquimicos capaces de iniciar el ciclo
celular de los linfocitos (transicidn Go a G1). Las células T activadas progresan a través del

ciclo celular, proliferando y diferenciandose en células de memoria o células efectoras (37).

Una de las primeras caracteristicas que aparece en la poblacion de células activadas es el
‘czimbi.b en el patrédn de expresion de algunas moléculas de superficie. La sub unidad o del
: i'cé;:pfor de [L-2 (CD25), el receptor de transferrina (CD71), CD40L y CD6Y son algunos
‘éjemplos. A cstas moléculas se les han denominado marcadores de activacion celular (38).
La ekprcsién aberrante de algunas de estas moléculas probablemente esta retlejando
» evemés que participan en la fisiopatologia de LES (36). Diversos estudios indican que los
- linfocitos de sangre periférica de pacientes con LES frecucntemente expresan niveles altos
de moléculas accesorias como CD154 (CD40L), CD80, 'y CD86 en relacion con los
- linfocitos de adultos sanos. El aumento en la expresion de CD80 o CD86 probablemente
esta contribuyendo en la presentacién patoldgica de antigenos propios a las células T y/0 a

la produccién patoldgica de autoanticuerpos anti-DNA (39).

CD154 (CD40L) es una proteina transmembranal de 30 KDa que pertenece a la familia del
receptor de TNF, se expresa en la superficie de los linfocitos T activados. Su ligando es

- CD40 (molécula coestimulatoria expresada constitucionalmente en CPA) (39).

La interaccién CD40-CD40L induce una segunda sefal esencial para el crecimiento y
diferenciacién de los linfocitos B, lo que inicia una cascada de eventos que resultan en la
activacion caracterizada por la expresion de una gran variedad de moléculas accesorias de
superficie como CD80 y CD86 (39,40).



La informacién acerca de la expresién de CD40L en pacientes con LES es controversial.
Existen reportes donde las CMN provenientes de pacientes con lupus activo presentan un
aumento en la expresion de CD40L, lo que pudicra favorecer la expresiéon de moléculas
inmuno-accesorias cn células B, como las proteinas de la familia de B7 (CD80, CD86) que
promueven la diferenciacion de las células T interaccionando con su ligando CD28 (39,40).
En contraste, otros autores han reportado que no existen cambios en la cxprcsié!\ de CD40OL
en pacientes con LES. Es mds, la expresion de CD40L es baja durante la inactividad de la
enfermedad y no se incrementa durante los periodos de actividad (36). A pesar de la
informacion controversial se han realizado ensayos clinicos controlados donde tratan a los

pacientes con LES con anticuerpos anti-CD154 (41-43).

La co-estimulacion a través de CDJ40/CD40L regula la produccion de 11-12 en células
dendriticas y macrofagos, necesaria para ¢l desarrollo de la respuesta Thl. Por otro lado el
bloqueo de las interacciones CD40/CD40L. desvia el patrén de citocinas hacia Th2.
Fendmeno que en algunos animales de experimentacion mejora las manifestaciones clinicas

de algunas enfermedades autoinmunes como la colitis. Ademds, la union CDI0/CD40L. en

_ monocitos es importante para la produccion de IL-1a, IL-1b, TNFa, IL-6 ¢ IL-8, asi como

para el rescate de los monocitos circulantes de la muerte por apoptosis. En macréfagos, la
unién de CD40/CD40L se requiere para la produccién de oxido nitrico ¢ IL-12. Asi mismo,

las células NK que expresan CD40L lisan células blanco que expresan CD40 (44).

La expresion de CD69 en leucocitos se ha correlacionado con la actividad de la enfermedad
en pacientes con LES. (45). CD69 sc expresa como un homodimero de 28 Kda formado por
“la unién de dos polipéptidos. s una proteina de membrana tipo 11 con un dominio C-tipo
lectina, aparece a las pocas horas de activacion, se presenta en diferentes células del sistema
‘ inmune. A CD69 se le ha denominado como una molécula inductora de activacién (44).
© CD69 promueve el flujo de Ca . la sintesis de citosina v sus receptores, asi como la

¥ c-fos. Ademas participa en la

induccio'l} de la expresion de protoncogenes como c-myc
promocion de lisis mediada por células NK (37). La informacién acerca de la expresion de
CD69 en pacientes con LES es contradictoria, lo que probablemente manifiesta las

anormalidades inmuno-reguladoras observadas en estos pacientes (38).
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Los ensayos clinicos acerca dec la relacion entre PRL y actividad del LES han sido
contradictorios e inconsistentes, debido en parte al disefo de las pruebas, a los métodos
estadisticos inadecuados y/o al bajo poder estadistico del estudio (46). Sin embargo, es
consenso que niveles séricos altos de PRL se asocien con pacientes con LES (20,46). La
frecuencia de hiperprolactinemia (HPRL) en pacientes con LES oscila entre 15.3% y 31%.
En nuestro laboratorio encontramos una frecuencia del 15.8% ¢n 259 pacientes con LES en
donde la hiperprolactinemia corrclaciond con la actividad de la enfermedad (5.6). En este
mismo grupo sc encontré que ¢l 31.7% de los pacientes con HPRL presentaron anticuerpos
anti-PRL, los cuales mostraron menor actividad en comparaciéon con aquellos pacientes que
no tuvieron este anticuerpo, sugiricndo que la actividad de la PRL fue atenuada por los
anticuerpos (22,32). Esto fue apoyado por ¢l seguimiento de una mujer embarazada con
LES donde la persistencia de macroprolactinemia (big big PRL) se debid a la presencia de
anticuerpos anti-PRL, observdndose también una menor actividud probablemente por la
presencia del anticuerpo. En contraste, la forma prcdominante en mujercs sanas y

embarazadas es la PRL monomérica de 23 kDa. (47).
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JUSTIFICACION

El lupus eritematoso sistémico es una enfermedad reumadtica auto-immune que afecta
principalmente a mujeres en edad reproductiva, aunque no existen datos estadisticos del
LES en el IMSS, constituye gran parte de la consulta de reumatologia. Sus manifestaciones
clinicas van desde trastornos leves hasta ser una enfermedad mortal.

Los niveles séricos clevados de PRL se han asociado con la actividad de la enfermedad ¥ la
exacerbacién de la misma, ademas del hecho de se ha demostrado que la PRI desempeiia
un papel importante en la respuesta inmune, asi pucs nos parccio interesante investigar el
papel de la PRL ¢n el proceso de activacion de linfocitos provenientes de pacientes con

lupus activo ¢ inactivo en un modelo in vitro.
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la respuesta inmune se¢ ha encontrado que la PRL es esencial para que la IL-2 induzea
proliferacidn en linfocitos T, estimula la expresién de receptores de 1L-2, induce al factor |
regulador de interferdn, las propias células del sistema inmune producen y secretan PRL,
ademds de expresar receptores para clla. En el LES sc ha encontrado una asociacion directa
entre los niveles séricos de la PRL con la actividad de la enfermedad. hecho que se ha
corroborado en modelos animales. Por lo anterior decidimos evaluar el papel de la PRL ¢cn

el proceso de activacion de linfocitos provenientes de pacientes con lupus activo ¢ inactivo.

Los linfocitos provenientes de pacientes se someticron a diferentes condiciones de PRL “in
vitro” y se determiné la activaciéon a través de la expresion de CD69 y CD154 bajo el

. ‘espectrb de las siguientes preguntas:

'y ¢ Cudl es el papel de la prolactina en la activacién de las células del sistema inmune
' provenientes de pacientes con LES?
ey Participa la prolactina en el proceso de activacién de los linfocitos provenientes de

los pacientes con lupus activo e inactivo?




HIPOTESIS Y OBJETIVOS

e HIPOTESIS:

Los linfocitos provenientes de pacientes con lupus activo expresardn un mayor

grado de activacién en comparacién con los de pacientes inactivos e individuos

sSanos.

La prolactmn favorecc ¢l proceso de activacion de los linfocitos provenientes de

.pacucm S con lupus (activo ¢ inactivo), en contraste la PRL no favorcce la

L acuvuclé dc linfocitos de personas sanas.

e OBIJETIVO “GENERAL:

‘Determinar la participacion de la prolactina en el proceso de activacion de los
linfocitos provenientes de pacientes con lupus critematoso sistémico activo ¢

: inactivo a través de la expresion de las moléculas de superficie CD69 y CD40L.

e - OBJETIVOS PARTICULARES:

1.

Evaluar la expresidn de las moléculas de superficie CD69 y CD40L en linfocitos

antes y despuds de someter a las células a nuestro modelo de estudio.

Analizar las diferencias en la expresion de CD69 y CD40L en el proceso de

activacion de los linfocitos provenientes de pacientes con lupus activo ¢ inactivo.

Establecer la participacién de la PRL en la expresion de CD69 y CD40L durante ¢!

proceso de activacién de linfocitos provenientes de pacicntes con LES.




MATERIAL Y METODOS.
Disefio: Se trata de un disefio de tipo experimental.

Pacientes: Los 27 pacientes con lupus eritematoso sistémico fueron captados en los
servicios de Reumatologia de los Hospitales de Especialidades del Centro Médico Nacional
“Siglo XXI", de “La Raza™ y del Hospital General de Zona No. 25. El diagnéstico se
establecié solo cuando los pacientes presentaron 4 o mds de los criterios del “ACR™. Los

controles fueron 12 personas sanas.

Criterios de inclusién:
-Pacientes con LES inactivo.
e Pacientes de sexo femenino con diagndstico de LES (que cubrieran al menos 4 de
los 11 criterios del *ACR" para diagnéstico de LES a lo largo de su enfermedad).
e [Edad (18 =51 afos).
e Sin actividad, medida por SLEDAI (indice de actividad de lupus eritematoso
sistémico), se considerd inactivo cuando se le otorgd una calificacion igual a cero.
e Sin tratamiento con inmuno-supresores en los tltimos 2 meses (azatrioprina,
ciclofosfamida)
e - Que aceptaron participar en el estudio donando sangre, solicitada mediante carta de

consentimiento.

_Pacientes con LES dc‘:t‘_i@.f ‘
. -Pa‘ciex{tﬁe' de serxidife:'nenino con diagnéstico de LES de acuerdo a los criterios del
CwAcRh.
e Edad (18 =51 alos).
" e Con actividad medida por SLEDAI, Se considero “Activos™ cuando la calificacién
fue mayor de cuatro.
e Sin tratamiento con inmuno-supresores en los ultimos 2 meses (azatrioprina,

ciclosporina) y sin pulsos de metilprednisona y ciclofosfamida.
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e Que aceblnron'p'nrticipar en ¢l estudio donando sangre.

e Sin enfermedad infecciosa concomitante,

" -Personas sanas.
e Edad (18 -51 afios)
e Con niveles de prolactina menores o iguales a 20 ng/mL

e Que aceptaron participar en ¢l estudio donando sangre.

Criterios de exclusién:
Todos aquellos pacientes cuyas células no fueron suficientes para cumplir con las

expectativas de nuestro modelo.
METODOLOGIAS UTILIZADAS.

Determinancién de PRL en suero:
Se utilizé un kit comercial (RIA-gnost Prolactin) y conforme a las instrucciones del mismo,

se procedié de la siguiente mancra: Sc agregaron 50 pl. de suero o del estindar de
prolactina en tubos sensibilizados con anticuerpo anti-PRL, s¢ incubaron 30 minutos a
temperatura ambiente con agitacién. Los tubos se lavaron con 2 mL de regulador de lavado,
" se colocaron 100 uL de anticuerpo anti-PRL marcado con I'** y se¢ incubaron 30 min a
temperatura ambiente con agitaciéon. Posteriormente se lavaron y¥ por tltimo se leyeron en

un contador de radiacidn gamma (Wallac/Wizard 1470).

Scparacién de células:

10 mL de sangre periférica fueron diluidos en PBS en una relacién de 1:3, se agregaron 4
ml de Lymphoprep (NYCOMED) por cada 7 mL de sangre diluida. Se centrifugaron a 350
g/45 min. Las células mononucleares se colectaron de la interfase del gradiente, se¢ lavaron
dos veces con PBS y una vez con medio AIM-V (Gibco). La viabilidad celular se

determiné por exclusién con azul Tripan.
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Proliferacién cclular:

Las CMN fueron cultivadas en placas de 96 pozos. a una concentracién de 2X10°
células/pozo, se incubaron a 37°C en un ambiente con 5% de CO; durante 72 horas,
probando diferentes concentraciones de mitdgeno. 18 horas antes de cosechar, las células
fueron marcadas con 1uCi de JH-TdR (Amersham), por pozo. Entonces las células se
cosecharon sobre papel filtro (Whatman), utilizando un cosechador multiple (cosechador de
células 8 NUNC M%), el papel filro se colocé en frascos con liquido de centelleo

(Ecolumen) y se leyd en un contador beta de centelleo (Packard 1900TR).

Bioactividad de Ia PRL:

Se cvalué la proliferacién en células Nb2 (linfoma de rata) las cuales tienen la
particularidad de proliferar en presencia de prolactina, hormona de crecimiento y lactégeno
placentario. El rango de concentracidon hormonal capaz de producir estimulacion estd entre
60-500 pg/mL. Arriba de 1 ng/mL se produce una inhibicién de la proliferaciéon. Las
células Nb2 se crecieron en medio de mantenimiento (medio Fisher complementado). 24
horas antes del bioensayo las células se colocaron en medio estacionario (medio Fisher,
10% SC, 1% SFB). Las células en confluencia se centrifugaron (1,200 rpm/10 min), y sc
resuspendieron en medio de bioensayo (medio Fisher, 10% SC) y se ajustaron a una
concentracion de 2X1.05 células/mL, en placas de 96 pozos en un volumen de 100 ul de la
suspension anterior. Para la curva de PRL se¢ colocaron concentraciones crecientes de hPRL
(de 0 a 30 ng/mL). Las células Nb2 sc incubaron durante 72 hrs y 6 hrs. antes de
cosecharlas se marcaron con 1 pCi de *H-TdR. sc cosecharon y contaron en un contador
betn, Se utilizd una curva estdndar con concentraciones conocidas para determinar la

concentracién de nuestras muestras.

Identificaciéon de CD69 y CD40L.

Las CMN fueron cultivadas en placas de 96 pozos, a una concentracién de 2X10°
células/pozo, posteriormente se incubaron a 37°C/5% CO; durante 18h para ¢l caso de
CD69 y 4h para CD40L bajo las siguientes condiciones a) medio b) prolactina (50ng/ml) ¢)
mitégeno mas prolactina, d) mitégeno y e) mitdégeno mas anticuerpo anti-prolactina
(elaborado en conejo). El anticuerpo anti-PRL s¢ empleéd diluido 1:50 en medio AIM-V.
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g eélulas se cosechnton y se luvaron dus veees con | ml de PBS-BSA 0.2% Na;N 0.2%,
se centrifugnron a 200 /% imin, posteriormente fucron incubadas con diferentes anticuerpos
monoctonales conjugndos n un uorocromo determinado. Todas las incubaciones se
renlizaron n 6YC/20 min. | ns célulax se lavinon con Tl de PBS-BSA 0.2% NayN 0.2% sc
gultd el sobrenadnnte v se ljnon con 35 pl. de PRS-p-formaldehido 1%. Por ultimo las
célulay se resuspendivion en 350 pl de USheat Fluid™ pars su lectura en el citdmetro

(FACSCalibwr DBecton & Dickinson).

Los mitdgenos wilizados fueron ConA para la determinacion de CD69 vy PMA+lonomicina

en el easode CDHOL

Con el I de utilizar i concentracion dptima de cada uno de los anticuerpos. todos ellos

fueron ttados

1 andlisiy de los datos se realizo en el programa WinMDE version 2 8

Andlisis estadistico:
Nuestron datos de activacion cetular en las diftrentes condiciones de nuestro madelo de

trabaje ne presentaron una distribucron npormal deacuerdo con 1a prucha de¢ normahdad
reatizada (Nhapiro WikY, povr fo gque ja madida de resumen empleada fue maoduana
cuartites I3 v 78 Los datos fecron anahizados utthizando e prucha de Kruskall-Wallis para
compariy fas varrables ontre hos tres grupos de o ostandiog a fin deosaber que grupes diferian se
emploe fa procha Jde U Jde Mana-Wheney Las difvrencias inira-grupe se determunaron

madante fa prucha do Wilconon, Flonovel doosigmificaneta en tados Jox Sasos Tue uma

datos se reabizo

7

pG.OS para una hipotess Jde I oookas P oanahsis estadisive Je
utitizande i programa de compane SFIR 1A para WINDOWS

REACTIVOR UTH IZADOSN:

Mitogenos:

o PNLA (1 2.pursstatos ! 3-acctate de forboi), S outilize 2 una concentacion de S ngrmi
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lonomicina. Se utiliz6é a una concentracién de 0.6pug/mL

ConA (Concanavalina). Sc utilizé a una concentracién de 2pg/mL

Todos los mitégenos fueron preparados en medio AIM-V enriquecido.

Anticucrpos:

Control de Isotipo-FITC (BD PharMingen).
Control de Isotipo-PE (BD PharMingen).
aCD69-FITC (BD PharMingen).
aCD4-PE (BD PharMingen).
aCD40L-FITC (BD PharMingen).

Anticuerpo anti-prolactina:
El anticuerpo anti prolactina humana se claboré en la UIMI mediante inmunizacién de un

conejo y se observé que no tiene reaccion cruzada con hormona de crecimiento.

Como control de anticuerpo sc utilizé suero normal de concjo.

Prolactina:
Prolactina pituitaria humana (NIDDK-hPRL-SIAFP-B3), la cual fue donada por el National

Hormone & Pituitary Program,
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ESQUEMA GENERAL DE TRABAJO

SANGRE PERIFERICA

l

SEPARACION DE CMN,
AJUSTAR A 2X10* POR
POZO

% de CMN que expresan % de células CD4* que expresan
CD40L con: CD69 con:

¢ MEDIO + MEDIO

e PRL » PRL

s PMA ¢ ConA

e PMA+PRL e ConA+PRL

e PMA+ADb anti-PRL o ConA+Ab anti-PRL

| ANALISIS CITOMETRICO |

I

ANALISIS DE LOS DATOS
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RESULTADOS

Se estudiaron 39 mujeres con un promedio de edad dec 36%7 aios, divididas en tres grupos:
como grupo control 12 mujeres sanas. Todas las pacientes con LES tuvicron al menos
cuatro manifestaciones clinicas de los once criterios del “ACR"™. 12 de ellas fueron
clasificadas como inactivas por que al momento de la toma de muestra presentaron valor de

SLEDAI = 0. 15 fucron clasificadas como activas por tener valor de SLEDAI > 4 (X =
14xS).

TABLA 1. Descripcion de la poblacién de estudio.

GRUPO N Edad TRATAMIENTO % de pacientes SLEDAI
promedio bajo tratamiento

1-SANOS 12 31%10

2-LES 12 4348 Prds 10 mg/dia 714

INACTIVO Prds 10 mg/dia + Clrq 0
75-400 mg/dia 28.6
Prd 10-60 mg/dia 31.2

3-LES 15 3449 Prd 25-60 mg/dia + Clrq 1415

ACTIVO 50-150 mg/dia 43.7
sh 18.0

Prd = Prednisona, Clrq = Cloroquina, S/t = sin tratamiento.

No se encontrd diferencia estadisticamente significativa entre los niveles séricos de
prolactina de los controles y los pacientes con LES. Sin embargo, los pacicntes con
actividad lupica mostraron niveles séricos mds altos de PRL. incluso 25% de ellos

presentaron hiperprolactinemia (figura 1).

La figura 2 muestra la estandarizacién de la concentracién de ConA en el proceso de
proliferacién de CMN provenientes de personas sanas medido a través de incorporacion de

timidina [*H-TdR]. Las mejores respuestas se encontraron en las concentraciones de 2y §

png/mL
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FIGURA 1 *25% de los pacientes activos presentan hiperprolactinemia.
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FIGURA 2. Proliferacion celular medida a través de incorporacién de [*H-TdR], a fin de establecer la
“ concentracion éptima de ConA (pug/mL). Se utilizaron CMN de sangre periférica a una concentracion
de 2X10° células por pozo. Los datos estan representados como la media + 1 SD.
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Utilizando concentraciones similares a los ensayos de proliferacién se determind la
activacién a través de la expresién de CD69 en células TCD4" provenientes de personas
sanas. Las CMN fueron estimuladas con ConA a 2 y 5 ug/mL (concentraciones éptimas
segin el ensayo de proliferacién). Encontramos que a la concentracién de 5 pg/mL la
expresién de CD69 fue del 28.27 %. Sin embargo, se decidié utilizar 2ug/mL ya que las
células presentaron mayor viabilidad (78.1%) en comparacion con aquellas que fueron

sometidas a 5 pg/mL (63.5%), Tabla 2.

TABLA 2. Activacién celular medida como porciento de expresion de CD69 en células TCD4A" a

fin de establecer la concentracion Optima de ConA.

ConA (ug/mL) % de células CDS’ que Viabilidad (18h)
expresan CD69
2 23.75 78.8
5 28.27 63.5

La figura 3 muestra la cinética de expresion de CD40L, donde se encontré que el tiempo

éptimo de expresion de esta molécula fue entre 4 y 6 horas, Decidimos utilizar 4 horas por

_ser el tiempo mds adecuado de acuerdo a los horarios de la recoleccion y el procesamiento

de las muestras. Para CD69 no se realizd cindtica de expresion ya que esta estandarizacion

se establecid previamente en el laboratorio con un tiempo éptimo de 18 horas.

[.a figura 4; muestra los resultados de la estimulacion con diferentes concentraciones de
PMA/lonomicina. Encontramos que la concentracion adecuada de PMA fue de 5 ng/mL.
Sin embargo, fue necesario establecer una segunda adecuacién de la concentracién de

ionomicina por cambio de lote, este resultado se muestra en la figura 5. donde se puede

. . observar el efecto de la estimulaciéon con diferentes concentraciones de ionomicina.



mnnléniendo constante la concentracion de PMA en 5 ng/mL, obteniendo que 2 0.5, 0.6 y

0.7 pg/mL de ionomicina se observo la mayor proliferacidn celular.

25
o
e
é 20
g
E
® 15
v
0
&
& o
0]
[
v
X

18 24

Tiempo (horas)

FIGURA 3. Cinética de expresion de CD40L, ¢l tiempo dptimo de expresién de CD154 fue
de: 4-6 horas posteriores al estimulo. Se utilizaron CMN de sangre periférica de sujetos sanos
a una concentracién de 2X10° células por pozo.
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FIGURA 4. Proliferacién celular medida a través de incorporacién de [JH-TdR). a fin de
establecer la dosis éptima de PMA (ng/mL)/lonomicina (ug/mL ). Se utilizaron CMN de sangre
periférica a una concentracién de 2X10% células por pozo. Los datos representan la media de las

mediciones + 1 SD.
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FIGURA 5. Proliferacién celular medida por incorporacién de [*H-TdR] a fin de
establecer la concentracién éptima de PMA/lonomicina, tomando como concentracién
base de PMA 5 ng/mL. Se utilizaron CMN de sangre periférica de individuos sanos, a
una concentracion de 2X10* células por pozo.

La figura 6 muestra la estandarizacidén de la concentracidén ionomicina mediante un ensayo
de activacion celular, medida como por ciento de CMN que expresan CD40L. Sc utilizaron
las mismas concentraciones que en el ensayo de proliferacion (0.5, 0.6, 0.7 pug/mL). Se
mantuvo constante la concentracién de PMA (5 ng/mL). La combinaciéon éptima de

PMA/lonomicina es de 5 ng/mL y 0.6 ug/mL respectivamente.
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FIGURA 6. Activacién celular medida por la expresion de CD40L (CD154) en
respuesta al estimulo con diferentes concentraciones de mitégeno, con ¢l fin de obtener
la concentracion Optima de PMA (ng/mL)lonomicina (pg/mL) tomando como
concentracion base 5 ng/mL de PMA. Sc utilizaron CMN de sangre periférica de un
individuo sano a una concentracién de 2X10° células por pozo.




Con el fin de comprobar que la PRL utilizada en nuestro estudio es biolégicamente activa
se realizé un ensayo de proliferacidn utilizando células Nb2. La figura 7 muestra una curva

dosis respuesta dependiente de la concentracion de PRL.
La expresion de CD40L y CD69 en células provenientes de sujetos sanos, se analizd por
citometria de flujo en tinciones simples y dobles respectivamente, a fin de establecer el

porciento de células que expresan cada una de estas moléculas en respuesta a los diferentes

estimulos propuestos en nuestro modelo.
La figura 8 ejemplifica la compensacidn electronica del citémetro.
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Concentracion de PRL ng/m

FIGURA 7. Bioensayo con células Nb2, la ordenada muestra incorporacién de [’H-TdR].
Encontramos una curva dosis respuesta por prolactina humana.

Se utilizaron células derivadas de linfoma (células T) de rata macho estrogenizado
(células Nb2), a una concentracion de 2X10° células por pozo. Los datos representan la

media x 1SD.
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FIGURA 8. Compensacién electrénica. (a) Blanco de células, (b) CMN de sangre
periférica tefiidas con un anticuerpo de especificidad irrelevante (c ) Células teflidas con
CD4-PE (FL-2). (d) Tincién con CD4-FITC (FL-1)

Un ejemplo del comportamiento en respuesta a los estimulos propuestos en nuestro modelo

se puede observar en la figura 9.
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(a) Porcentaje de expresion de CD69 en estado basal, sin estimulo. (b) células incubadas
durante 18 hrs. en medio, (c) células incubadas en presencia de PRL (50 ng/mL) (d) con
ConA (2 pg/mL) en presencia de PRL (e¢) con ConA (2 pg/mL), (f) con ConA en
presencia de anticuerpo anti-PRL (1:50).



Los datos fueron analizados individuo por individuo en el citémetro de flujo hasta
complebtar ‘cada uno de los grupos, se decidio presentar los datos como la mediana y
cuartiles. Nuestro modelo mostré que en los linfocitos provenientes de sujetos sanos no hay
diferencia estadisticamente significativa cntre ¢l porcentaje de células TCD4” que expresan
CD69 en condiciones basales, al incubar con medio y con PRL. En contraste, la
estimulacién con ConA (2 pg/mL) incrementd el porciento de células que expresan CD69 a
31.21%, incremento que fue estadisticamente significativo (p<0.05), dicho aumento no se
modifica al agregar PRL (50 ng/mL). La adicién del anticuerpo anti-PRL (1:50) a las
células estimuladas con ConA mostré una reduccién en el porciento de células TCD4' que
expresan la molécula CD69, éste decremento fue de aproximadamente 50% como se
observa en la figura 10. Mientras con suero normal de conejo no encontramos disminucion

el porciento de células TCD4" que expresaron CD69 (datos no mostrados).
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FIGURA 10. % de células CD4" que expresan CD69.
CMN de sangre periférica de: voluntarios sanos. La figura representa el valor de la

mediana =+ los percentiles 25 y 75. a3




Al éompurar las variables intra grupo, los pacientes con LES independientemente de la
ﬁctividnd de la enfermedad mostraron una diferencia estadisticamente significativa
(ps0.05) en el porciento de células TCD4® que expresaron CD69 en condiciones basales al
combnrarlas con las células incubadas con medio. No hay diferencias entre las células
eslimhlndns con mitdégeno y mitdgeno+PRL en ninguno de los casos. Sin embargo, sc
encontré diferencin estadisticamente significativa (p<0.05), al comparar la respuesta a
mitédgeno contra los cultivos con medio solo. No se encontré efecto aditivo al agregar PRL
al medio de cultivo, aunque, se mantuvo la diferencia observada con el mitdgeno respecto a

las condiciones basales y de medio de cultivo.

El anticuerpo anti-PRL bloquea la prolactina producida por las CMN provocando una
disminucién en el porciento de células que expresan CD69 respecto a la estimulacién con

ConA, reduccion que fue estadisticamente significativa (ps0.05).

La coxhpqracién entre sujetos sanos y pacientes con LES agrupados independicntemente del
[indice de actividad de la enfermedad, no mostré diferencia estadisticamente significativa en
el porcic'nto de células TCD4" que expresan CD69 en ninguna de las condiciones
evaluadas, aunque la frecuencia de células que expresaron CD69 en respuesta al mitégeno

fue mayor en el grupo de sanos (35%) que en el de pacientes (28%).

La adicién de PRL no mostré efecto aditivo. Sin embargo, mantuvo la diferencia observada
- con el mitdgeno respecto al medio y al medio+PRL. En contraste, al agregar ¢l anticuerpo
anti-PRL disminuyé el porciento de células que expresaron CD69 en ambos grupos. Los

. valores estan representados en la Figura 11,
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FIGURA 11. Activacion celular medida como expresién de CD69 en linfocitos TCD4”.
CMN de sangre periférica provenientes de: voluntarios sanos y pacientes con LES a una
concentracion de 2X10* células por pozo. en las diferentes condiciones de nuestro modelo.
Los valores estan representados como la mediana + percentiles 25 y 75.

Al comparar el porcentaje de células TCD4” que expresan CD69 entre ¢l grupo de sanos y
los dos grupos de pacientes divididos de acuerdo a la actividad de la enfermedad,
encontramos que ninguno de los grupos cstudiados mostré diferencia estadisticamente
significativa en el porciento de células TCD4" que expresan CD69 al comparar las
condiciones basales, de medio y medio+PRL entre si.

La respuesta a mitégeno fue menor y estadisticamente diferente (p<0.05) en el grupo de
pacientes activos, no se encontré diferencia entre pacientes con LES inactivo e individuos
sanos. La adicién de PRL no generd ninguna modificacién importante comparindola con la

respuesta al mitégeno en ninguno de los grupos. En los tres grupos estudiados se observo
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una clara diéirrnin’uciéhbén el_'pvor'éi"e:ito de células TCD4" que expresan CD69 al adicionar el

anticuerpo anti-PRL (figura ‘1:2). :
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FIGURA 12. Linfocitos T CD4" que expresan CD69: partiendo de CMN de sangre
periférica provenientes de voluntarios sanos, pacientes con LES inactivo y activo, a una
concentracién de 2X10° células por pozo. Se muestra la mediana £ percentiles 25 y 75.

La figura 13 muestra un ejemplo del porciento de CMN que expresan CD40L en un

individuo sano, en respuesta a los diferentes estimulos propuestos en nuestro modelo.
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FIGURA 13, Porciento de CMN de sangre periférica que expresan CD40L (CD154).

(a) Expresion de CD40L en estado basal, (b) células cultivadas durante 4 hrs en medio, (c) medio ¢
presencia de PRL (50 ng/mL), (d) con PMA (5ng/mL) + lonomicina (0.6 pg/mL), (¢) con PM
(Sng/mL) + lonomicina (0.6 pg/mL) + anticuerpo anti-PRL (1:50).
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El porciento de CMN que expresaron CD40L mostré ¢l mismo comportamiento que CD69

--en el grupo de sanos como se puede apreciar en la figura 14.
La estimulacién con PMA/lonomicina incrementé ¢l nimero de CMN que expresaron

CDA40L, incremento que fue estadisticamente significativo (p<0.05) y éste no se modifico al
agregar PRL (50 ng/mL). En contraste, la adici6én del anticuerpo anti-PRL (1:50) provocd
una disminucién de aproximadamente 35% de las CMN que expresaron CD40L. Mientras

que ¢l suero normal de conejo no altera ¢l porciento de CMN que expresan CD40L.

809

0 9
Basal PRL ConA+PRL

Medio ConA ConA+ADb anti-PRL

FIGURA 14, Ensayo de activacion celular medido como expresién de CD40L.

Se muestra el % de CMN que expresan CD40L en voluntarios sanos, a una
concentracién de 2X10° células por pozo. sometiéndolas a las diferentes condiciones
de nuestro modelo. La figura representa el valor de la mediana + percentiles 25 y 75.
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La Figura 15 muestra la comparacién entre sanos y pacientes con LES agrupados
independientemente del grado de actividad de la enfermedad. No se encontrd diferencia en
el porciento de CMN que expresan CD40L en condiciones basales para ninguno de los
grupos, La estimulacidn con PMA/lonomicina incremento significativamente el % de CMN
que expresaron CD40L, siendo mayor el cfecto en ¢l grupo de sanos, dicho aumento no se
altera al co-incubar las células con mitégeno mis PRL. Sin embargo, con la adicion del
anticuerpo anti-PRL se encontré una reduccion estadisticamente significativa (ps0.05), en

el porciento de células que expresan CD40L de aproximadamente 42% en el grupo de

sanos y 56% en cl grupo de pacientes.
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FIGURA 15. Porciento de CMN que expresan CD40L. Células provenientes de:
voluntarios sanos y pacientes con LES, a una concentracién de 2X10° células por pozo,
sometiéndolas a las diferentes condiciones de nuestro modelo. La figura representa la

mediana % percentiles 25 y 75. 37




El porciénto de CMN que expresaron CD40L no mostré diferencia en ninguna de las
condidiox{cs evaluadas cntre pacientes activos ¢ inactivos. En respuesta al mitégeno, sc
_increment6 el porciento de células que expresan CD40L. encontrindose diferencia
" estadisticamente significativa (p<0.05) entre sanos y pacientes activos, donde los sujetos
sanos presentaron mejor indice de respucsta al mitogeno.
El porciento de células que expresaron CD40L al incubarlas con mitogeno mas PRL fue
estadisticamente mayor (ps0.05) en sujetos sanos que en enfermos (activos ¢ inactivos).
En todos los casos ln adicion del anticuerpo anti-PRL produjo una reduccion del porciento

de CMN que expresan CD40L: 40% en sanos. 51% en pacientes inactivos y 69% en activos

(figura 16).
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FIGURA 16. Ensayo de activacién celular medido como porciento de CMN que
expresan CD40L (CD154).

CMN de sangre periférica provenientes de: voluntarios sanos, pacientes con LES
inactivo y activo a una concentracién de 2X10° células por pozo, en las diferentes
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DISCUSION

La PRL fue identificada originalmente como una hormona neuroendécrina de origen
pituitario, en la actualidad se sabe que es producida en numerosos sitios extrahipofisiarios,
estudios recientes han aportado cvidencias que sugieren que la PRL tiene un papel

importante ¢n la respuesta inmune (48).

En modelos animales que padecen una enfermedad similar a LES, se ha demostrado que la
PRL exacerba el curso de la enfermedad. En contraste, ratones tratados con bromocriptina
muestran una presentacion de la enfermedad mas tardin, menos agresiva y con una mayor
sobrevida (49). A pesar de esto los cnsayos clinicos han sido controversiales ¢
inconsistentes, algunos encuentran una correlacion entre hiperprolactinemia y actividad de

la enfermedad (46), mientras que otros no confirman esta asociacion (50,54).

Se determinaron los niveles séricos de PRL de los individuos que formaron parte de éste
estudio con la idea de caracterizar a nuestros pacientes, dado el tamaino de la muestra
estudiada, éste resultado no es significativo para establecer una correlacion. clinica entre los
niveles de PRL y la actividad de la enfermedad. Nosotros no cncontramos diferencia
estadisticamente significativa entre los niveles séricos de prolactina y la actividad de la
enfermedad en pacientes con LES. No obstante, encontramos una tendencia a niveles mas
altos de PRL en pacientes con mayor actividad de la enfermedad. Incluso 25% de los
pacientes activos presentaron hiperprolactinemia (figura 1), lo que concuerda con
resultados previos, en donde se ha reportado una frecuencia de hiperprolactinemia en
pacicntes con LES de cntre 15-30% (32,46), correlacionando con la actividad de la

enfermedad.
El delimitar las interacciones inmuno-reguladoras de las hormonas y sus mecanismos in

vivo resulta esencial en la comprensién de la dicotomia sexual de las enfermedades

autoinmunes y ¢n las aplicaciones clinicas de la inmuno-modulacién hormonal (51).
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CD40L se¢ expresa transitoriamente en células T y sc unc a CD40 en células B.
transduciendo una segunda seflal co-estimuladora. Esta sedal es esencial para el
crecimiento, diferenciacién y generacién de células B de memoria. Algunos estudios han
reportado hiper-expresion de CD40L en los linfocitos T provenicntes de pacientes con LES
(52), reflejando la hiperactividad de las células T en las enfermedades autoinmunes (36,39).
El incremento en los niveles de expresion de CD40L puede propiciar una prolongada o
excesiva scflalizacién via CD40 promoviendo la activacién de células T y B y la

produccién de autoanticuerpos (39).

Algunos autores afirman que la estimulaciéon con anti-CD3 induce mayor expresion de
CDA40L cn células T de pacientes con lupus cn comparicion con personas sanas, a pesar que
la cinética de expresion de CD40L fuc similar entre pacientes con LES y sujetos sanos
cuando las células fueron estimuladas con PMA/lonomicina (55). Estos ultimos resultados
concuerdan con los nuestros, ya que no encontramos diferencia estadistica en la expresion
de CD40L en condiciones basales, al incubar con medio y medio+PRL en los tres grupos
estudiados. La respuesta al mitégeno, sin embargo, fue claramente diterente a lo reportado
por Desai-Mehta, ya que nuestros resultados muestran que las personas sanas expresan
mucho mas CD154 en respuesta a mitdgeno que los pacientes con lupus. (Que tanto podria
estar participando el tratamiento en el grupo de pacientes?. (O bien es parte de la
fenomenologia de la enfermedad?. Es dificil establecerlo. No obstante, estos resultados
concuerdan con lo reportado por Bijil M. quien demuestra que no existen cambios en la
expresién de CD40L en linfocitos de pacicntes con LES (36). Es mads, nosotros tampoco
encontramos diferencia en la expresion de CD154 independientemente de la actividad de la
enfermedad en ninguna de las condiciones estudiadas, sugiriendo efectivamente que la
expresion de CD40L no se encuentra alterada en los pacientes con lupus. Es mas, algunos
autores afirman que la expresion de CD40L e¢s baja cuando la enfermedad esta inactiva y no
se incremente durante los periodos de actividad (36). Nuestros resultados junto con los ya
mencionados incrementan la controversia en torno a la expresion de CD40L, ya que otros
autores han encontrado correlacion entre la expresion de ésta molécula y Ia actividad de la
enfermedad e incluso han iniciado tratamientos a nivel experimental bloqueando CD40L

con anticuerpos humanizados anti-CD154 (41-43),
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Por otro lado, la prolactina por si sola no gjercid ningin efecto en la expresién de CD154.
Sin embargo, si concomitantemente a la activacién de los linfocitos se bloquea la PRL con
el anticuerpo anti-PRL encontramos una inhibicién considerable en la expresion de este
marcador de activacién, sugiriendo que la prolactina producida por las células del sistema
inmune es necesaria para la expresion de CD154 y su ausencia disminuye ¢l porciento de
células que expresan dicha molécula, sugiriendo que afecta directamente ¢l proceso de
activaciéon celular, Ademas muestra que la PRL es producida por los linfocitos y actia de

forma autécrina,

En un reporte reciente la proporcion de expresion de CD69/CD3 en células recién obtenidas
de pacientes con lupus corrclaciond con la actividad de la enfermedad (53). Nosotros, sin
embargo, no encontramos cambios en la expresiéon de CD69 en linfocitos T CD4” obtenidos
de los tres grupos estudiados. Es mas, los pacientes con lupus activo presentaron el mismo
nivel de expresion de CD69 que los pacientes inactivos y las personas sanas. Al estimular
las células in vitro en nuestro modelo observamos que los linfocitos de pacientes activos
maostraron una expresién disminuida de CD69 en respuesta al mitdégeno en comparacidon a

los otros grupos, a pesar que dicha expresion debicra correlacionar con la actividad de la

enfermedad (38, 53).

) ,‘VNu‘es‘tro modelo pretende determinar el papel de la PRL en el proceso de activacion de los
~ linfocitos provenientes de pacientes con lupus (activo o inactivo), utilizando como control

_la respuesta de un grupo de personas sanas a fin de establecer si la hiperprolactinemia que

presentan los pacientes con lupus ¢s un disparador de la actividad de la enfermedad; ¢s por
ello que se traté de simular un estado de hiperprolactinemia “in vitro . En nuestro modelo
la prolactina agregada no cjercié ningun efecto por si sola en los linfocitos, cuando menos
en la expresion CD69 en los tres grupos estudiados. En contraste, si en el proceso de
activacién de los linfocitos con mitégeno bloqueamos la PRL entonces encontramos una
disminucién considerable en el porciento de células que expresan CD69, indicando que: La

PRL solo actia una vez que se inicia ¢l proceso de activacion ya sea por un antigeno o un
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mitégéno y que los linfocitos producen y secretan la PRL que participa en el proceso de

activacién independientemente de la que exista en el micro-ambicnte.

CONCLUSIONES

Confirmamos que la prolactina por si sola no ticne la capacidad de activar a los linfocitos
de pacientes con LES, la PRL que participa en la respuesta inmune c¢s secretada por los
linfocitos actuando de forma autdcrina, desempeila un papel relevante en el proceso de
activacién, especialmente en lo mecanismos de expresidon de CD69 y CDJ0OL y por
resultados previos s¢ sabe que presenta un efecto aditivo en la proliferaciéon de los
linfocitos T y B. Estos resultados podrian sugerir que dado que los linfocitos producen PRL
una vez que son activados, pudiera ser que los estados hiperprolactinemicos de los
pacientes con LES solo estén manifestando la activacion inespecifica de los linfocitos de

estos pacientes.
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APENDICE

Medio AIM-V Enriquecido (GIBCO BRL)

Glutamina 0.2M fmL
Piruvato de sodio 100mM ImL
Antibidticos100x
Penicilina 10000U ImL
Estreptomicina 10ng/mL ImL
Medio AIM-V 96ml.

Lymphoprep (NYCOMED PHARMA)
Timidina |5'-I|]“(Amcrsham)

Anticuerpo anti-prolactina
El anticuerpo anti prolactina humana se clabord en la UIMI mediante inmunizacion de un conejo y

se observé que no tiene reaccidon cruzada con hormona de crecimiento.

Prolactina
Prolactina pituitarin humana (NIDDK-hPRL-SIAFP-B3), la cual fue donada por cl National

Hormone & Pituitary Program.

MEDIO DE FISHER COMPLEMENTADO (Medio de mantenimiento)

Medio RPM-1 (GIBCO BRL) complementado con 10% suero fetal de bovino (FBS) como fuente de
lactégeno (GIBCO ,GBRL), 10% de sucro dc caballo (GIBCO GBRL), 10* mol/L de 2p-
mercaptoctanol (SIGMA Chemical CO), 2 mM de L-glutamina (SIGMA Chemical CO), 50 lU/mL

de penicilina y 50 pug/mL estreptomicina
KH:PO, IM(®)

KH;PO; 40.335
Agua destilada 300mL

43



K:HPO, IM(O)
K;HP04 52253

Agua destilada 250mL

REGULADOR DE FOSFATOS 1M (©)
KH;PO.: M 300mbL

K;HPO. IM 250mL
Mezclar los voliimenes (3:2)y ajustar el pH a 7.4 con la solucidén de K2ZHPO4 1M restante

PBS 10x: (NaCl 1.SM,FOSFATOS 0.1M) (©)

NaCl 87.66g
Regulador de fosfatos 1M 100 ml.
Agua destilada aforara 1L

Pesar el NaCl y disolverlo en aproximadamente 800 mL de agua destilada, agregar 100 mL de

Regulador de fosfatos, ajustar a pH 7.4 y aforar a 11. con agua destilada.

PBS IX (@)
Hacer una dilucién 1:10 def PBS 10X con agua destilada. Ajustar el pH a 7.4

PBS-BSA 0.2%-AZIDA DE SODIO 0.2% (©)

BSA 2g
Nay N 2g
PBS 1X aforara 1L

Pesar las sales y disolver en PBS 1X, ajustar ¢l pH a 7.4 y aforar a 1L con el mismo PBS.

l’BS-p-FORMALDEHiDO 1% (©)

p-FORMALDEHIDO lg
PBS 1X aforar 100mL

Calentar previamente el PBS hasta aproximadamente 56 °C, agregar el p-formaldchido, ajustar el

pH a-7.4, y aforara 100 mL
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SHEAT FLUID 10X(©)

NaCl 81.2g
KH;PO, 2.6g
KiHPO, 23.5g
KCl 2.8g
EDTA Na, 3.6g
LiCl 43g
Agua destilada aforara 1L

Pesar cada una de las sales, disolver en agua destilada y mezclar, ajustar ¢l pH a 7.4 y aforara I1L.

( © ) Todas las soluciones se filtran al vacio en membranas de 0.22 u (msi micron separatios inc).
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TABLA A

Criterios de clasificacion del Lupus Eritematoso Sistémico

1.-Eritema malar Eritema fijo, plano o elevado sobre los pémulos.
2.-Eritema discoide Placas elevadas de eritema con descamacidn
queratositica adherente y taponamiento folicular, a
veces, s¢ observan cicatrices atrdficas.

3.-Fotosensibilidad

4.-Ulceras bucales Ulceras bucales y nasofaringeas observadas por ¢l
médico.

5.- Artritis Artritis no erosiva con afectacidn de dos o mas
articulaciones periféricas, que se caracteriza por
dolor.

6.-Scrositis Pleuritis o pericarditis documentada mediante ECG,
roce o signos de derrame pericdrdico.

7.-Alteraciones renales Proteinuria mayor de 0.5g/dia o de 3 + cilindros
celulares.

8.-Alteraciones ncuroldgicas Convulsiones sin ninguna otra causa o psicosis o
psicosis sin ninguna otra causa conocida.

9.-Trastornos hematoldgicos Anemia  hemolitica o  leucopenia  (menos

ded4000/mm?), linfopenia (menos de 1500/mm’ ), o
trombocitopenia (menos de 100000/mm* ), después
de descartar dailo iatrogénico por medicamentos.

10.-Trastornos inmunolégicos Preparacién positiva de la célula LE o anticuerpos
anti- dsADN o anti-Sm o prucba VDRL falsamente
positiva.

11.-Anticuerpos antinucleares Titulo anormal de ANA mediante

inmunofluorescencia o una técnica cquivalente en
cualquier momento, después de descartar dailo por
medicamentos que inducen ANA.

*Si se observan cuatro de estos criterios, ¢l diagnéstico de lupus sistémico s¢ puede
establecer con una especificidad del 98% y una sensibilidad del 97% en cualquier momento

de la enfermedad.
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ANEXO 1
HOJA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

CONSENTIMIENTO PARA PARTICIPAR EN UN ESTUDIO DE INVESTIGACION.

Titulo del estudio de investigacién: Papel de la prolactina cn ¢l proceso de activacion de
linfocitos provenicntes de pacientes con Lupus Eritematoso Sistémico activo ¢ inactivo.

Este es un estudio sobre la prolactina y su relacién con la enfermedad (lupus eritematoso sistémico)
la prolactina es unn hormona que se ha encontrado elevada en pacientes con lupus eritematosos

sistémico.
El objetivo el estudio es: Estudiar ¢l papel de la prolactina en la activacién de los linfocitos a través
de la expresién de moléculas de superficic en linfocitos de personas normales y pacientes con lupus

activo ¢ inactivo.
PROCEDIMIENTO

Este consiste en lo siguiente:

1. Responderé a preguntas sobre mi enfermedad (historia clinica), que durardn aproximadamente
10 minutos.

2. Se revisard mi expediente clinico.

3. Aceptare donar sangre (10 ml aproximadamente) de! brazo con una aguja, para hacer los
andlisis de prolactina y otros.

BENEFICIOS Y RIESGOS

Los resultados de la investigacion se anexaran a su expediente para uso del médico tratante. La
toma de muestra es la habitual para determinar hormonas en sangre (la aguja a veces produce una
molestia que dura menos de un minuto, en ocasiones se produce un hematoma, pero ésto ocurre con
muy poca frecuencia y no tiene complicaciones), no se hardn otros procedimientos mas que la toma
de sangre, por lo que no presenta ningun riesgo.

CONFIDENCIALIDAD.

Los resultados de las prucbas de laboratorio se enviaran a mi médico tratante (a menos que yo
manifieste lo contrario). Con excepeion de esta revelacion, toda la informacion obtenida en este
estudio scrd considerada confidencial y serd usada solo a efectos de la investigacion, y en su caso
para mi tratamiento.

Mi participacion en el estudio es enteramente voluntaria y soy libre de rehusar a tomar parte o
abandonarlo en cualquier momento, sin afectar ni poner en peligro mi atencién médica futura.

CONSENTIMIENTO.
Consicnto en participar en este estudio, he recibido una copia dec este impreso ¥ he tenido Ia
oportunidad de leerlo.

NOMBRE (firma)
TESTIGO (firma)
TESTIGO (firma),
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ANEXO 2

HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

FECHA

MATRICULA CLINICA DE ADSCRIPCION
EDAD S SEXO: FEMENINO ( ) MASCULINO( )

DOMICILIO
TELEFONO N° PROGRESIVO

GESTA PARA ABORTOS CESAREAS
PLANIFICACION FAMILIAR: NO ( ) SI( ) ESPECIFIQUE
EMBARAZO ACTUAL: NO () S1( )YSEMANAS DE EMBARAZO
LACTACION: NO( ) SI() TIEMPO

TIEMPO DE DIAGNOSTICO DE LES
CRITERIOS DE LA ENFERMEDAD QUE HA TENIDO:

I
|
MENARCA ___AROS FUM ANOS RITMO X !

1.( ) ERITEMA MALAR TIEMPO DE APARICION
2.( ) ERITEMA DISCOIDE TIEMPO DE APARICION
3.( ) FOTOSENSIBILIDAD TIEMPO DE APARICION_
4.( ) ULCERAS ORALES TIEMPO DE APARICION
5.( ) ARTRITIS TIEMPO DE APARICION
6.( ) SEROSITIS TIEMPO DE APARICION
PLEURITIS &)
PERICARDITIS ( )
7.( )ALTERACION RENAL TIEMPO DE APARICION

BIOPSIA RENAL: NO( ) S!( ) FECHA REPORTE

8 ( ) ALTERACION NEUROLOGICA _ TIEMPO DE APARICION

CONVULSION ( )

PSICOSIS )

EVC ()

9.( ) ALTERACION HEMATOLOGICA TIEMPO DE APARICION
ANEMIA HEMOLITICA ( )
LEUCOPENIA (
LINFOPENIA (
TROMBOCITOPENIA )

10.( ) ALTERACION INMUNOLOGICATIEMPO DE APARICION

)
)

CELULAS LE ()
Ab ANTI-DNA ) TITULOS/TECNICA
Ab ANTI-Sm ) TITULOS/TECNICA
VDRL (falso positive) ()
11.( ) ANTICUERPOS ANTINUCLEARES TIEMPO DE APARICION

TITULO/TECNICA
PATRON PERIFERICO ( )

PATRON MOTEADO FINO
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OTROS DIAGNOSTICOS (sobrepucstos)

1
2.
3.
4

MEDICAMENTOS EMPLEADOS:

( ) ANTES ESPECIFIQUE DOSIS
TIEMPO DE TOMARLOS

) PREDNISONA DOSIS ACTUAL, mg/dia® TIEMPO DE TOMARLOS
) CLOROQUINA  DOSIS ACTUAL mg/dia* TIEMPO DE TOMARLOS 1

(

(

( )METOTREXATE DOSIS ACTUAL mg/dia*  TIEMPO DE TOMARLOS

( JYCICLOFOSFAMIDA DOSIS ACTUAL mg/dia* TIEMPO DE TOMARLOS

( Y AZOTIOPRINADOSIS ACTUAL mg/dia®  TIEMPO DE TOMARLOS

( ) PULSOS DE METILPREDNISONA ACTUALMENTE () ANTERIORMENTE ()
( ) PULSOS DE CICLOFOSFAMIDA: ACTUALMENTE ( ) ANTERIORMENTE ( )

*En los ultimos quince dias
OTROS MEDICAMENTOS TOMADOS EN LOS ULTIMOS 15 DIAS:

DOSIS MOTIVO
DOSIS MOTIVO
_DOsls MOTIVO

DOSIS MOTIVO
_DOsIis MOTIVO
DOSIS MOTIVO
DOSIS MOTIVO
DOSIS MOTIVO
MOTIVO

Voo Ww & LN —

[ COMENTARIOS
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RESULTADOS DE LABORATORIO:

PRUEBA

RESULTADO

PRUEBA

RESULTADO

HEMOGLOBINA

HEMATOCRITO

LEUCOCITOS

PLAQUETAS

UREA

LINFOCITOS

GLUCOSA

CREATININA

GLOBULINAS

COLESTEROL

PROTEINURIA /24 h

DEP. DE CREATININA

ERITROCITURIA x ¢

PROTEINURIA / TIRA

CILINDRURIA

LEUCOCITARIA X ¢

C4

C3

ANA

ANTI-DNA

PATRON DE ANA

ANTI-La

ANTI-Ro

ANTI-Sm

ANTI-RNP

IL-1

IL-6

ESTROGENOS

PROGESTERONA

TESTOSTERONA

TSH

13

TE TOTAL

T4 LIBRE

FSH

LH

1 CRECIMIENTO

PRL DIRECTA

ANTI-CARDIOLIPINA

PRL TOTAL

126G

1gM

OBSERVACIONES
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ANEXO 3

Anole lap
cn los Gltimos 10 dias.

INDICE DE LA ACTIVIDAD DE LA ENFERMEDAD EN PACIENTES CON LUPUS

e

enln

b de calificacion del

SLEDAI

SLEDAL sl la descripcion esta presente al tiempo de la visita o

Menor de 3,000 leucacitos por mm’, no debido a drogas

Peso | Calificacién | DESCRIPCION DEFINICION
SLEDAI
8 Convulsién Inicio reciente. Excluir causa metabdlica, infecciosa o por drogas
8 Psicosis Capacidad alterada en funciones de fa actuvidad normal debido a severos
disturbios en la percepcion de I realidad Incluye, alucinaciones, mncoherencia,
pérdida marcada de las asocinciones contenido del pensarmiento empobrecido,
pensamiento ildgico evidente, conducta grotesca, desorganizada o catatdnica
Excluir presencia del sindrome urémico o ingesta de drogas
8 Sindrome Funciéon mental alterada, con deterioro en la onentacién, memorna u ot
orgdnico cerebral | funcion intelectual de inicio ripido, manifestaciones clinicas fluctuantes Como
alguna de las siguicates: a) alteracion Del estado de conciencia con capacidad
de concentracion reducida ¢ incapacidad paras mantencr atencidén al medwo
ambicente. Mas por lo menos 2 de: b) disturbio percepiual, lenguaye incoherente,
insomnio o somnolencia durante ¢l dia. incrementd o disnunucidn de 1a
actividad psicomotora. Excluir causa metabdlica, infecciosa y por drogas
g Trastornos Cambios de retina de LES Incluye cucrpos citoides, hemorragia retiniana,
visuales exudado seroso © hemorragia en la coroides v nefritis dptica Excluir
hipertension anterial sistémica, causas infecciosas o por drogas.
R Trastornos en | Inicio reciente de ncuropatia sensonal o motora que involucre  nervios
S nervios crancales | crancales.
SR Cefalen lupica | Cefalea persistente y severa puede ser migrafosa, pero no debe responder a
analgésicos narcoticos
8- 1. Enfermedad Sindrome cercbrovascular nuevo Exclutr ateroescleross
vascular cercbral
8 f Vasculitis Ulceracion, gangrena,  nodulos  blandos  digitales,  infano penungucal,
hemorragia en astilla 0 biopsia o angiografla que apoyc vascuhiis
FIRR ER Artritis MAas de dos aniculaciones con dolor ¥y signos de inflamacidn por ejemplo
. asumento de volumen, tumefaccion o sinovitis
4. Miositis Debilidnd muscular proximal, asociada con clevacion de CPK o aldolasa,
cambios clectromiograficos o biopsia que muestre miosilis
4 Cilindros Cilindros de hemogliobina granulosos o Jde entrocitos
urinarios
4 i in >8 eritrocitos por campo. Excluir infecciones u otras causas
4 Protei ia >0.5 24 h. Inicio reciente o incremento de mas de 0.8 p24h
4 Piuria >5 leucocitos por campo. Excluir infecciones u otras causas.
2 Eritema malar | Inicio reciente o recurrencia de eritema tipo inflamatorio.
2 lopeci Inicio reciente o recurrencia de pérdida anormal de cabello.
2 Ulceras en Inicio reciente o recurrencia de ulceraciones orales o nasales
mucosas
2 Pleuritis Historin convincente de dolor peluntico con frote, derrame o engrosamicnto
pleural-
2 o Pericarditis Historia convincente de dolor pericardico. con al menos uno de los siguientes:
frote, derrame o confirmacion clectrucardiografica o ccocardiografica.
2 [ | Complemento |Di 1cion del CHS0, C3 o C4 s un valor menar del limite inferior normal
bajo para la prucba del laboratorio,
2 Jo— | Anticuerpo anti- | 25% de union por la prucba de Farr o mayor al rango normal para la prucba de
DNA laboratorio.
1 Ficbre Mayor de 38°C después de excluir infeccidn.
] Tromboci Menor de 100,000 plaquetas por mm’, no debido & drogas.

P
Leucopenia
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