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 3 

INTRODUCCIÓN. 
 
 
La prolactina (PRL) es una hormona lactogénica que es sintetizada y secretada 

por las células de la parte anterior de la hipófisis (1), se conocen alrededor de 

300 actividades biológicas que se pueden agrupar en cinco distintas 

categorías: 1) reproducción, 2) osmorregulación, 3) desarrollo y crecimiento, 4) 

metabolismo de carbohidratos y lípidos e 5) inmunorregulación (2). La secuencia 

de aminoácidos de la PRL es similar a la de la hormona lactógeno placentaria 

(PL) y hormona del crecimiento (HG), debido a la existencia de esta homología 

comparten características genómicas, estructurales e inmunológicas que nos 

permite agruparlas en la familia de proteínas llamada PRL/GH/PL (1-3). 

 

La síntesis y la secreción de la PRL dependen de un mecanismo de 

retroalimentación tónico. La secreción es estimulada por los estrógenos, 

serotonina, hormona liberadora de tirotropina, péptido intestinal vasoactivo, 

antagonistas dopaminergicos (cloropromazina metoclopramida, etc.), 

interleucina (IL) 1, embarazo, estimulación del pezón y estrés, mientras que la 

dopamina y sus agonistas como la bromocriptina inhiben su secreción (2,3). 

 

El gen que codifica para la PRL en el humano (hPRL) se encuentra localizado 

en el brazo corto del cromosoma 6 y esta compuesto de cinco exones y cuatro 

intrones con un peso aproximado de 10kp (914 nucleótidos) (2,4), este gen es 

regulado a nivel transcripcional por dos distintos promotores. El promotor 

proximal (promotor hipófisiario) y el promotor extrahipófisiario, el gen se 

encuentra en distintos tipos celulares como: neuronas, células del epitelio 

mamario, tumorales, timocitos, esplenocitos, fibroblastos, etc (2,3). EL mRNA  de 

la PRL tiene una longitud de 1Kb y codifica para una proteína de 227 

aminoácidos, que incluye un péptido señal (28 residuos), que es eliminado de 

la proteína al entrar al retículo endoplásmico. La proteína presenta una 

conformación estructural de α hélice (2,4,5) (Figura 1) y esta formada por una 

cadena de 199 residuos de aminoácidos (23 kDa) con tres puentes disulfuro 

que se forman intramolecularmente entre seis residuos de cisteína (2,4,6). 
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Figura 1. Estructura tridimensional del hPRL (6). 

 

Las diferentes isoformas de la PRL resultan de las modificaciones post-

trasnscripcionales (proceso de splicing alternati vo de los exones), post-

traduccionales como los diferentes cortes de la proteína (16 kDa) ó por 

modificaciones en su cadena de aminoácidos  como la dimerización, 

polimerización (causantes de las macroprolactinas), fosforilación, glicosilación 

(25 kDa) y sulfatación además de su interacción con otras proteínas como los 

anticuerpos (big big PRL de 150 kDa) (7,8). 

 

El receptor de la PRL (PRL-R) en humanos, es una proteína transmembranal, 

su gen se encuentra en el cromosoma 5 y codifica para tres diferentes 

isoformas (Figura 2), las cuales difieren en longitud y composición de la porción 

intracitoplásmica, denominándolas como receptor: corto (42 kDa), mediano (65 

kDa) y largo (85-90 kDa). Las diferentes isoformas exhiben un dominio 

extracelular idéntico, con aproximadamente 200 aminoácidos (aa). Este 

dominio se divide en dos subdominios (cada uno de ~100 aa) con 

características conservadas a los receptores de citocinas tipo 1 (2,4,9). En ratón 

se han descrito una isoforma larga y tres cortas (2,6,9). 
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Figura 2. Representación esquemática de las tres isoformas del receptor de prolactina. El 

dominio            extracelular idéntico dividido en dos sub-dominios, la porción 

intracitoplasmatica difiere en tamaño y composición (3). 

 

El primer subdominio presenta dos puentes disulfuro (Cys12- Cys22, Cys51- 

Cys62) y el segundo un motivo penta péptido denominado WS (Trp-X-Trp-Ser). 

El dominio transmembranal posee 24 aminoácidos, mientras el intracelular 

presenta diferente tamaño y composición dependiendo de ello la isoforma del 

receptor. En esta porción, existen dos regiones conservadas denominadas caja 

1 y caja 2. La región próxima a la membrana se denomina caja 1, presenta una 

zona rica en prolinas (Ile-Phe-Pro-Pro-Val-Pro-X-Pro) y es importante en la 

interacción con JAK2. La región denominada caja 2 es menos conservada y se 

pierde en la isoforma corta  (2,4,9). 

 

La interacción PRL – PRL-R activa principalmente la vía de señalización Jak - 

Stat (Figura 3), la cual es usada por diferentes receptores de citocinas. Jak es 

una familia de proteína tirosina cinasas que incluye Jak1, Jak2, Jak3 y Tyk2, 

los receptores de citocinas I y II trabajan en combinación con Jak cinasas 

transmitiendo señales celulares. La región intracelular próxima a la membrana 

Neevia docConverter 5.1



 6 

del PRL-R en su forma inactiva (monómero) se encuentra constitutivamente 

asociada a Jak2, la unión de la PRL a su receptor induce la dimerización del 

mismo activando a Jak2, posteriormente Jak2 fosforila a Stat (Stat1, Stat3 y 

Stat5) que presenta cinco diferentes dominios: a) el de unión al DNA, b) el 

parecido a SH2, c) el similar a SH3, d) amino terminal y e) carboxilo terminal. 

Las tirosinas fosforiladas de Jak2 se unen con el dominio SH2 de Stat el cual 

es fosforilado por la asociación PRL-R - Jak2. Al encontrarse fosforilado, Stat 

se disocia del receptor formando un heterodímero que es translocado al núcleo 

activando el dominio de unión a DNA; la secuencia que reconoce el 

heterodímero de Stat (Stat1/Stat1, Stat3/Stat3, Stat5/Stat5 o Stat1/Stat3) en el 

núcleo es GAS (secuencia que activa interferón γ), que consiste en una 

secuencia palindrómica (TTCXXXGAA) presente en diferentes promotores(2,3,9-

13). Se ha demostrado que la expresión del receptor se encuentra distribuido en 

células del sistema reproductivo , cerebro, retina, cartílago, piel, pulmón, 

corazón, páncreas, hígado, bazo, timo, riñón, linfocitos (T,B), macrófagos etc 
(2,3). El PRL-R junto con el de IL-2, IL -3, IL-4, IL -5, IL-6, IL -7, IL-9, IL -11, IL-13, 

IL-15, GM-CSF, G-CSF, hormona del crecimiento, pertenecen a la superfamilia 

de receptores de citocinas hematopoyéticas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PRL-R largo PRL-R corto 
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Figura 3. Representación esquemática del camino de señalización del receptor de prolactina 

de rata (largo y corto) (3). 

 

El sistema inmune es capaz de participar en la regulación de la secreción de 

prolactina. Las citocinas IL-1, IL-6, TNF-α pueden actuar como reguladores 

parácrinos o endocrinos en la liberación de PRL hipofisiaria (14). La relación 

entre prolactina y el sistema inmune se evidenció en 1930, cuando Smith 

observó atrofia de timo en ratas  hipofisectomizadas (15). Tiempo después, Nagy 

y Berci, reportaron la inmunodeficiencia en ratas hipofisectomizadas, en las 

cuales al administrar PRL, HG y PL, se  reestableció su actividad inmunológica 

y en 1983 se repitieron estos experimentos con bromocriptina (agonista 

dopaminérgico) para inhibir selectivamente la secreción de prolactina, los 

resultados fueron similares, disminución en la respuesta inmune tanto celular 

como humoral, recuperándose al suspender la bromocriptina (16). 

 

 

 

Existe suficiente información que demuestra la participación de la PRL en la 

respuesta inmune. Los linfocitos son capaces de sintetizar y secretar PRL, la 

cual tiene actividad biológica mediada por bioensayos en células Nb2 (17), esta 

PRL puede actuar como un factor de crecimiento para las células en una forma 

autócrina y parácrina (18). Los linfocitos expresan alrededor 360 receptores de 

PRL y las células NK de 660 (19). La PRL induce la trascripción del factor 

regulador de interferón 1 (IRF-1), que es importante en la diferenciación y 

maduración  de linfocito B y T. Además de ser requeridos en la respuesta Th1 

(IFN?) (14). También interviene en la producción de superoxido en macrófagos, 

la expresión de CD69 y CD154 en linfocitos CD4+(20), incrementa la secreción 
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de anticuerpos IgG e IgM en hibridomas(21), aumenta la proliferación celular de 

esplenocitos, timocitos y células mononucleares al incubarse con Concavalina 

A (Co A). Además los anticuerpos anti-PRL son capaces de inhibir la 

proliferación de células mononucleares estimuladas con CoA (22).  

 

La inducción de hiperprolactinemia en ratones aumenta la respuesta humoral 
(23) y los bajos niveles de ésta, se han asociado con atrofia en timo 

(inmunodeficiencia). Evidencias recientes han demostrado el papel de la PRL 

en la expresión clínica y en la patogénesis de las enfermedades autoinmunes, 

principalmente en LES. 

 

LES es una enfermedad reumática autoinmune de etiología desconocida, se ha 

asociado con factores genéticos, ambientales, infecciosos, inmunológicos y 

hormonales (24) que desempeñan un papel importante en la regulación de la 

tolerancia inmunológica y en la formación de autoanticuerpos (25). Afecta 

principalmente a mujeres en edad reproductiva con una relación mujer/hombre 

de 10:1, este predominio al sexo femenino se ha atribuido a las propiedades 

inmunoestimulatorias de las hormonas. Además tiene una tendencia a 

exacerbarse o presentarse durante el embarazo, cuando los niveles séricos de 

PRL están elevados (26,27).  Estudios realizados en familiares y gemelos 

idénticos, sugieren predisposición genética hasta en un 12% de pacientes con 

LES que 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 

asociación entre las moléculas de clase I y II del HLA, especialmente con B8, 

DR2 y DR-3 (28). Entre los factores ambientales que pueden desencadenar la 

enfermedad destacan la exposición a luz UV-ß, metales pesados, alimentos 

como semillas o germen de alfalfa, fármacos del tipo de procainamida, 

hidralaza, metildopa cloropromazina, etc. Los agentes infecciosos virales y 

bacterianos han sido relacionados con el desarrollo de la autoinmunidad a 

través de mecanismos como mimetismo y/o reactividad cruzada que pueden 

dar lugar a una falla de la tolerancia inmunológica o a un estimulo anormal de 

la respuesta inmune  (28-30). 
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LES presenta un amplio espectro de manifestaciones clínicas y alteraciones 

inmunológicas, las cuales están caracterizadas por anormalidades tanto en 

linfocitos B como en T, especialmente durante la actividad de la enfermedad. El 

suero de los pacientes con LES se caracteriza por la reactividad que presenta a 

gran variedad de autoantigenos, particularmente a nucleoproteinas, entre estos 

autoanticuerpos se encuentran los que se unen a ADN, ARN, Sm, RNP, LA, Ro 

é histonas que han sido extensamente estudiados (31). Algunos autoanticuerpos 

como anti-dsDNA y anti-Sm muestran especificidad para LES, otros 

autoanticuerpos están asociados con manifestaciones particulares de la 

enfermedad. Por ejemplo, los auto-anticuerpos anti Ro están asociados al 

lupus cutáneo subagudo, lupus neonatal y lupus seronegativo y los anticuerpos 

anti-La están presentes en los pacientes con LES que tienen Síndrome de 

Sjögren (24,29-31).  

  

Se han utilizado modelos murinos para tratar de entender mejor la enfermedad. 

Las cepas de ratones utilizadas son NZB/NZW, BxSB, MRL/MpJ y MRL/MpJ-

Faslpr, que presentan una enfermedad semejante a LES en humanos (32,33). 

 

 

 

 

La cepa MRL/MpJ (MRL) proviene de una cruza de ratones C57BL/6, 

C3H/HeDi, AKR/J y LG/J, durante la cual se presentó una mutación 

espontánea del gen Fas en la 12ª generación obteniéndose así la cepa 

MRL/MpJ-Faslpr (MRL/lpr). Clínicamente presentan depósitos de complejos 

inmunes, vasculitis, esplenomegalia, hipergamaglobulinemia, producción de 

anticuerpos anti-nucleares principalmente aquellos dirigidos contra ADN y 

glomérulo que a menudo es la causa de muerte temprana (50% en 6 meses 

para la cepa MRL/lpr y 50% en 17 meses para la cepa MRL/MpJ) (34-36). La cepa 

MRL/lpr ha servido para demostrar la importancia de los linfocitos B en el 

desarrollo de LES ya que los ratones deficientes de linfocitos B muestran una 

enfermedad menos agresiva (disminución de glomérulonefritis, vasculitis y 

linfocitos T), en comparación con los ratones que presentan linfocitos B  (37,38).  
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Cabe mencionar que en los modelos murinos de lupus las hembras desarrollan 

la enfermedad más temprano que los machos y su vida media es menor, 

además el tratamiento con prolactina exacerba la actividad de la enfermedad y 

causa una mortalidad temprana, lo que sugiere la importancia de la PRL en la 

enfermedad (39,40). 

 

Ratones NZB/NZW a los que se ha inducido un estado de hiperprolactinemia 

producen altos niveles de anticuerpos anti-ADN, hipergamaglobulinemia,  

depósitos autoinmunes en riñón provocando muerte prematura. (39) En 

contraste estos animales tratados con bromocriptina (agonista dopaminérgico) 

muestran una disminución de anticuerpos anti-ADN y aumento en la sobrevida 

(45,46).  Los ratones transgénicos BALB/c R4A-γ2b (transgénicos para un 

anticuerpos patógeno dirigido contra ADN), no desarrollan lupus ni presentan 

linfocitos autoreactivos. Sin embargo, al inducirles hiperprolactinemia 

moderada, el número de linfocitos B autoreactivos incrementa, así como el 

número de anticuerpos anti-ADN y depósitos de complejos autoinmunes en 

glomérulo, demostrando que la PRL es capaz de romper la tolerancia e inducir 

autoinmunidad (47).  

 

 

En humano se han relacionado los niveles altos de PRL con la actividad de la 

enfermedad, entre 15 - 30% de los pacientes con LES presentan 

hiperprolactinemia, en comparación con sujetos sanos (1.3%) (26,41-44). Se han 

reportado anticuerpos anti-PRL en pacientes con LES que presentan 

hiperprolactinemia, lo que evita la unión de PRL a su receptor (45). Un estudio 

que analizó la presencia de isoformas circulantes de la PRL en pacientes con 

LES e hiperprolactinemia idiopática, mostró que los pacientes con 

autoanticuerpos anti PRL (con predominio de la forma molecular big big PRL de 

150 KDa), tuvieron menor actividad clínica y serológica de la enfermedad que 

los pacientes sin autoanticuerpos anti-PRL (con presencia exclusiva de la 

forma de 23kDa) (8). Por lo que nos parece importante explicar la expresión del 

PRL-R en linfocitos B de modelos murinos autoinmunes. 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

 

Lupus Eritematoso Sistémico (LES) es una enfermedad reumática autoinmune 

que se caracteriza por la presencia de autoanticuerpos y linfocitos B 

autoreactivos, tiene una tendencia de inicio o exacerbación durante el 

embarazo, condición que se acompaña de niveles elevados de PRL. Entre el 

15-30% de los pacientes con LES presentan un estado hiperprolactinémico. En 

modelos murinos la hiperprolactinemia provoca que los síntomas de la 

autoinmunidad aparezcan más temprano y la sobrevida disminuya. 

 

Se ha demostrado la presencia del  PRL-R en linfocitos B. Sin embargo, la 

relación entre el desarrollo de la enfermedad y la expresión del receptor no ha 

sido estudiada. El propósito de esta investigación será comparar la expresión 

del  PRL-R en modelos de ratón autoinmunes MRL/MpJ y MRL/lpr con su 

control C57BL/6. 
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HIPOTESIS. 

 

  

§ La expresión del PRL-R en linfocitos B de ratones MRL/lpr y MRL 

incrementa conforme a la edad y al desarrollo de la enfermedad. 

 

§ La concentración sérica de PRL en ratones MRL/lpr y MRL incrementa 

conforme a la edad y al desarrollo de la enfermedad.  
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OBJETIVOS. 

 

 

General. 

 

Estudiar la expresión del receptor de prolactina en modelos murinos que 

presentan una enfermedad similar a lupus a las 9 y 25 semanas de edad. 

 

 

Específicos. 

 

§ Demostrar el desarrollo de lupus en el modelo MRL/lpr y MRL conforme 

a la edad, mediante la cuantificación de anticuerpos anti-DNA  y 

proteinuria. 

 

§ Determinar la concentración sérica de prolactina a las 9 y 25 semanas 

de edad en ratones MRL, MRL/lpr y C57BL6. 

 

§ Cuantificar el ARNm del receptor de prolactina a las 9 y 25 semanas de 

edad en ratones MRL, MRL/lpr y C57BL6. 
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MATERIAL Y METODOS.

Animales.

Se utilizaron ratones de 9 y 25 semanas de edad de las cepas MRL/MpJ (MRL) 

y MRL/MpJ-Faslpr (MRL/lpr) (Jackson Laboratory) y C57BL/6 (Harlan) 

provenientes de Estados Unidos. Figura 4. Los cuales se alojaron en cajas de 

policarbonato con micro aislador esterilizadas por autoclave. Se les dió

alimento estéril conteniendo 18% de proteína cruda, 6% de grasa y no más de 

3% de minerales. El agua fue potable y esterilizada por autoclave. La 

administración de agua y alimento fue libre acceso, se les proporcionó los 

cuidados y la atención veterinaria especifica según la Norma Oficial Mexicana-

062-ZOO-1999.

                                          A                                                                      B

Figura 4. A) Ratón MRL/lpr de 9 semanas. B) Ratón MRL/lpr de 25 semanas.

Nivel de Bioseguridad.

El nivel de bioseguridad de nuestro experimento fue de 1, debido a que se 

trabajo con material biológico (células de ratón) que no producen enfermedad y 

no son un riesgo para la salud de las personas y el medio ambiente.

Cuantificación de proteinuria.
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Antes de cada experimento se tomó una gota de orina y se colocó en la tira 

reactiva de Uri-Quick de Stanbio Laboratorios, se  registró el cambio en la 

banda antes del minuto; las lecturas se reportaron en mg/dL. Figura 5.

Figura 5. Toma de muestra de orina para medir proteinuria.

Obtención de suero de ratón.

Los ratones se anestesiaron en una cámara saturada de éter etílico y se 

procedió a tomar la muestra de sangre ocular con capilares heparinizados, 

recolectándola en viales. La sangre obtenida se centrífugó a 10000 rpm por 15 

min, se separó el suero y se dosifico en viales etiquetados que fueron

almacenados hasta su uso a -35 °C. Figura 6.
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Figura 6. Toma muestra de sangre ocular.

Obtención de células de bazo.

Los animales se sacrificaron utilizando éter etílico.  Se obtuvo el bazo y se 

colocó en una caja petri para inyectarle solución salina,  enseguida se pasó por 

un filtro estéril con tela de nylon de 70 μm (BD Falcon) en el cual se maceró

con el embolo de una jeringa, se lavó con solución salina y se centrifugó a 1200 

rpm durante 10 min, el sobrenadante se decantó y a las células se les agregó  

1.5 ml del regulador de lisado (SIGMA) durante 1.5 minutos, las células se 

lavaron con solución salina, se centrifugaron a 1200 rpm durante 10 min. Las 

células se resuspendieron en regulador para MACS (PBS, BSA 0.5%, EDTA 2

mM) y se contaron utilizando una cámara de Neubauer. Figura 7.
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Figura 7. Extracción de bazo.

Purificación de linfocitos B.

Los linfocitos B se purificaron por selección positiva. Células provenientes de 

bazo (10 millones) se incubaron con 10 μl de anticuerpo anti-CD19-PE (Miltenyi 

Biotec, Germany) y 90 µl de regulador MACS. Las células se incubaron a 4 °C, 

por 10 min en oscuridad, se lavaron y resuspendieron en 80 µl de regulador. Se 

agregaron 20 µl de anticuerpo anti-PE acoplado a perlas magnéticas (Miltenyi 

Biotec, Germany), se incubaron 15 min a 4 °C, al termino de este tiempo se 

lavaron, se resuspendieron en 500 µl y pasaron por columna de separación 

MACS LS (Miltenyi Biotec, Germany) previamente lavada con 2 ml de regulador 

MACS, la pureza se verificó por citometria de flujo (FACS Calibur BD).

Extracción de ARN de células B de ratón.
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Linfocitos B (pureza >98%) se resuspendieron en reactivo de Trizol (Invitrogen), 1 

ml por cada millón de células, se incubó 5 min en hielo, se adicionó 220 µl de 

cloroformo grado biología molecular (Sigma Chemical), se homogenizó en vórtex

durante 1 min, se centrifugó a 11000 rpm durante 15 min, se recuperó la fase 

acuosa y colocó en un tubo limpio, se agregó 500 µl de isopropanol (JT Baker) se 

incubó a -20 oC durante 30 min y se centrifugó a 11000 rpm durante 15 min, el 

exceso de isopropanol se eliminó y al botón de ARN se adicionó 1 ml de etanol 

(Sigma Chemical) al 75%, se centrifugó a 10000 rpm durante 10 min, se eliminó 

todo el etanol hasta dejar el botón de ARN seco, el material se almacenó a -70 oC 

hasta su utilización.

La cantidad de ARN fue cuantificado en un espectrofotómetro GENE QUANT 

pro a 260 nm y la integridad de ARN se verificó mediante un corrimiento del 

material genético en gel de agarosa al 1.5%  en una cámara de electroforesis 

BIO RAD POWER PAC 200.

Transformación de RNA a cADN.

Se utilizó 1 µg de material genético. Se preparó una primera mezcla compuesta 

por 1µl de oligo DT, el volumen equivalente a 1 µg de material genético y se 

ajustó el volumen a 11 µl con agua DEPC. Esta mezcla se programó en un 

termociclador (Lyer Cycler) 10 minutos a 70 °C.

Se preparó la mezcla de reacción compuesta por: 5 µl de buffer 5X, 2µl de 

Ditiotritol (DTT) y 1 µl de dNTP 10 mM. Una vez terminado el ciclo se adicionó

8 µl de mezcla de reacción y 1 µl de enzima Súper Script o Transcriptasa 

Reversa (Invitrogen). Se inicio un nuevo programa en el termociclador: 4 min a 

37 °C, 1 h a 42 °C, 10min a 80°C y 4 °C hasta sacar las muestras. Las 

muestras fueron almacenadas a -35 °C hasta su utilización.

PCR tiempo real para amplificar el PRL-R a partir de células B de ratón.
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Se emplearon sondas de hidrólisis (Taqman de Roche) especificas para el 

PRL-R y el gen constitutivo de β actina. Para todas las amplificaciones se partió

de 1µg de material genético.

Se preparó una mezcla sonda/primer para el PLR-R con primer sentido y 

antisentido (2.5µl) a una concentración 20μM, 1μl de la sonda específica para 

PRL-R y 4 µl de agua para tener un volumen final de 10 µl, a partir de ésta se 

preparó otra mezcla de reacción que contiene 1 µl de la mezcla sonda/primers 

más 2.5 µl de Master Mix 5x de el Kit (LightCicler, Taqman Master de Roche) 

que tiene la enzima (Taq polimerasa) y 4.5 µl de agua. Con un volumen final de 

7.5µl. Finalmente se agregó a cada capilar de 7.5 µl de Master Mix 5x y 2.5 µl 

de cADN. Se sellaron los capilares y se centrifugarán a 1500 rpm por 1 minuto. 

De la misma manera se procedió con las mezclas para el gen constitutivo de β-

actina. Además se metió un control negativo que no contenía nada de cADN 

para asegurarnos de que trabajamos bajo condiciones confiables.

El equipo se programó de la siguiente manera: Preincubación; 95 °C por 10 

minutos (1ciclo). Amplificación; 95 °C por 10 segundos. Tm 59 °C por 20 

segundos. Extensión donde se captura la fluorescencia 72 °C por 1 segundos. 

(40 ciclos). Enfriamiento: 40°C por 30 segundos. 

ELISA PRL.

Se sensibilizó una placa de 96 pozos (Nunc MaxiSorp) con 100 µl del 

anticuerpo monoclonal anti prolactina de ratón (R&D Systems) clona 207518 a 

una concentración de 4μg/ml en PBS (Regulador de fosfatos 0.04M pH 7.4) se 

incubó la placa toda la noche a 4 ºC, se lavó con PBS-Tween 0.05% (PBS-T) y  

bloqueó con 200 µl de PBS-BSA 2%-Tween 0.05% (PBS-BSA-T) durante 1 hr a 

37 oC. Se adicionó 100 µl de los sueros problema diluidos 1:10 y el estándar de 

prolactina a distintas concentraciones (250, 125, 62.5, 31.25, 15.6, 7.8, 

3.9ng/ml) se incubó a 4 oC toda la noche y 45 minutos a 37 oC, se lavó y 

adicionó 100 µl del anticuerpo anti prolactina biotinilada (R&D Systems) a una 

concentración de 0.1 μg/ml, se incubó a temperatura ambiente 2 h, se colocó 
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50 µl de avidina acoplada a fosfatasa alcalina (Zymed Laboratories) diluida 

1:400 e incubó 20 minutos a temperatura ambiente, se lavó y adicionó 100 µl 

de sustrato para fosfatasa alcalina (Sigma Chemical) se incubó durante 30 

minutos en oscuridad y se leyó en un lector de ELISA (Dynatech MR5000) a 

405 nm. 

ELISA anti ADN .

La determinación de anticuerpos anti-ADN se realizó por el método de ELISA. 

La placa se sensibilizó con antígeno (ADN de timo de carnero [SIGMA]) a una 

concentración de 5 µg/ml,  se incubó toda la noche a 4 °C y se lavo 2 veces 

con  PBS-Tween. La placa se bloqueó con 200 µl de PBS-BSA-Tween, se 

incubó 1 h a 37°C y se lavó 2 veces. Se adicionó 100 µl del estándar de 

anticuerpo anti-DNA (Chemican International) a distintas concentraciones (250, 

125, 62.5, 31.25, 15.6, 7.8ng/ml)  y 100 µl de los sueros problemas diluido 1:50, 

la placa se incubó a 37 °C /1h y se lavó 4 veces. Se colocó 100 µl del 

conjugado (Ig´s de conejo anti IgG de ratón unido a fosfatasa alcalina [Zymed-

Invitrogen]) se incubó 45 min. a 37 °C y se lavó 4 veces. Finalmente se 

adicionó 100µl de sustrato para fosfatasa alcalina y se leyó a los 20 min. a 405 

nm en un lector de ELISA (Dynatech MR5000).

Análisis estadístico.

Los resultados se describieron de acuerdo a la distribución de los datos (media 

y desviación estándar). Para determinar la distribución de los datos se utilizó la 

prueba normalidad Shapiro Wilk. Las variables independientes cuantitativas se 

compararon mediante T de student.  Las diferencias entre grupos se determinó

utilizando la prueba de anova. Se consideró significativo un valor de p < 0.05, el 

análisis estadístico de los datos se realizó utilizando el programa de cómputo 

SPSS 12 para Windows.
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RESULTADOS. 

  

La exacerbación del lupus en modelo murino se determinó a través de 

proteinuria y anticuerpos anti-DNA. No existió una diferencia estadísticamente 

significativa en los niveles de proteinuria a las 9 y 25 semanas de edad en los 

ratones de la cepa C57BL/6 (control) y MRL (cepa que muere a los 18-24 

meses de edad), ni en la cepa MRL/lpr (vida media 6 meses) a las 9 semanas. 

Sin embargo, se observó un incremento estadísticamente significativo en los 

niveles de proteínas en orina en los ratones MRL/lpr a las 25 semanas (X= 166 

+/- 33mg/dL).  Figura 8. 
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Figura 8. Determinación de proteinuria. Se tomó una gota de orina de las cepas C57BL/6, 
MRL y MRL/lpr en tiras reactivas de Uri-Quick de Stanbio Laboratorios. En barras abiertas 
ratones de 9 semanas y en barras cerradas ratones de 25 semanas de cada una de las cepas. 
¯p=0.05 
 

Se determinaron  los niveles séricos de anticuerpos anti-DNA del isotipo IgG. 

Las concentraciones de anticuerpos anti-DNA fueron muy bajos tanto en la 

cepa control como la MRL a  las 9 (0 µg/ml, 0 µg/ml)  y 25 semanas (1.3 µg/ml, 

1.6 µg/ml), así como en la cepa MRL/lpr  a las 9 semanas (1.3 µg/ml). En 

contraste, los niveles de anticuerpo anti-DNA  en la cepa MRL/lpr a las 25 

semanas (10.91 µg/ml) incrementa con una diferencia estadísticamente 

significativa (p< 0.05) con respecto a las antes mencionadas. Figura 9. 
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Figura 9. Determinación de anticuerpos anti-DNA. Se obtuvo suero de las cepas C57BL/6, 
MRL y MRL/lpr a las 9 y 25 semanas de edad, la cuantificación de anticuerpos anti-DNA se 
realizó por la técnica de ELISA. ¯p=0.05 

 
Los niveles de PRL en ratones MRL/lpr aun no han sido reportados, nosotros 

encontramos que las concentraciones en suero de PRL en los ratones  MRL y 

MRL/lpr incrementaron con una diferencia estadísticamente significativa 

conforme a la edad (9 semanas [3.85 ng/ml, 3.53 ng/m] y 25 semanas [7.2 

ng/ml, 7.36 ng/ml]). En contraste, la cepa control (C57BL/6) no presentó un 

aumento en la concentración de PRL con la edad (9 semanas [2.3 ng/ml] y 25 

semanas [3.6 ng/ml]). Figura 10. 
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Figura 10. Determinación de PRL. Se obtuvo suero de las cepas C57BL/6, MRL y MRL/lpr a 
las 9 y 25 semanas de edad, la cuantificación de PRL se realizó por la técnica de ELISA.
¯p=0.05 
  
 
La presencia del receptor de prolactina en los linfocitos B con una pureza de 

más del 98% (Figura 11) en las distintas cepas, se demostró a través de PCR 
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punto final, empleando primers para la isoforma larga del receptor de 

prolactina. El transcrito se expresa en los linfocitos B de todas las cepas como 

se muestra en la figura12. 

 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11.  Pureza de linfocitos B. Histograma de la purificación por selección positiva. La 
pureza fue verificada por citometría de flujo (98%) 
 
 
 
 
    

 
Figura 12. Amplificación de PRL-R. El gel de agarosa al 1.5% muestra la amplificación 
mediante PCR punto final de linfocitos B de ratón. Además la presencia del gen de ß-actina El 
marcador de peso molecular (50pb) se observa en el carril F. 

 

La figura 13 muestra la expresión de la proteína del receptor de PRL, la cual se 

encuentra localizada a nivel de membrana celular 
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                                   A                                                           B 
Figura 13. Expresión del PRL-R. Microscopia confocal que muestra la expresión de la 
proteína (PRL-R) en linfocitos B. Se realizó de manera indirecta  con PRL-biotinilada. A) 
Control negativo (linfocito B con Streptavidina-FITC). B) Linfocitos B incubados con PRL 
biotinilada más Streptavidina-FITC. 

 

La cuantificación de la expresión del PRL-R se realizó utilizando la técnica de 

PCR tiempo real. En la figura 14 se observa una curva de amplificación para el 

PRL-R que comienza a amplificar en el ciclo 25 y para β-actina que amplifica 

en el ciclo 12.  

 

        

 

 
Figura 14. Amplificación de PRL-R por PCR tiempo real. Las líneas que amplifican en el 
ciclo12 corresponden al control de ß–actina en las diferentes cepas de ratón y las líneas que 
amplifican en el ciclo 25 corresponden al PRL-R 

 

 

La figura 15 muestra la expresión relativa del PRL-R en las distintas cepas. En 

la cepa control a las distintas edades no se encontró una diferencia en la 

expresión del PRL-R ni con la cepa MRL a las 9 semanas, en esta cepa se 

PRL-R β-actina 
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observó un aumento estadísticamente significativo a las 25 semanas. En 

comparación con la cepa C57BL/6 y MRL la cepa MRL/lpr presenta un 

incremento en la expresión del PRL-R a las 9 semanas y esta expresión 

aumenta conforme pasa la edad. Figura 15. 
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                                       Figura 15. Expresión relativa del PRL-R.¯ p=0.05 
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DISCUSIÓN. 

 

Se han empleado distintos modelos murinos (NZB/NZW, BxSB, MRL y 

MRL/lpr) para el estudio de lupus eritematoso sistémico (LES) (48,49). Nosotros 

utilizamos las cepas MRL y MRL/lpr, en esta última las manifestaciones clínicas 

comienzan a las 12 semanas y tienen una vida media de 6 meses, mientras la 

cepa MRL tiene una vida media de 17 meses y las manifestaciones clínicas son 

menos agresivas (49), como cepa control utilizamos C57BL/6. Los niveles 

elevados de proteinuria y anticuerpos anti-ADN fueron utilizados como 

parámetros para confirmar que los animales presentaban la enfermedad; 

decidimos medir estos parámetros a la 9 y 25 semanas, encontrando que 

únicamente la cepa MRL/lpr tiene la enfermedad a las 25 semanas y aunque la 

cepa MRL tienen el mismo fondo genético para desarrollar la enfermedad las 

manifestaciones clínicas se presentan más tarde (49,50). 

 

Estudios recientes han reportado el papel patogénico que  tiene la prolactina 

(PRL) en enfermedades autoinmunes (20,26,51,52), específicamente en LES, 

donde aproximadamente entre el 15% - 30% de los pacientes tienen 

hiperprolactinemia(8,26). McMurray demostró en el modelo murino NZB/W que el 

incremento en las concentraciones séricas de PRL exacerba la enfermedad (39). 

Por lo que decidimos determinar los niveles de PRL en suero de nuestros 

ratones.  En la cepa control (C57BL/6) no observamos diferencia en la 

concentraciones a las distintas edades, a pesar que, Parkening y col. 

encontraron que los niveles de PRL en esta cepa disminuye con la edad, la  

diferencia en cuanto a nuestros resultados se puede deber a que Parkening 

comparó ratones de 2 meses (8 semanas) con ratones de 16-20 meses (64-80 

semanas) (54), mientras que nosotros utilizamos ratones de 9 y 25 semanas. En 

cuanto a las cepas que desarrollan lupus (MRL, MRL/lpr) no existen reportes 

donde determinen los niveles de PRL. Nosotros encontramos que existe un 

incremento estadísticamente significativo en la concentración  de PRL de 

ambas cepas conforme a la edad, lo que sugiere que existe una relación entre 

la predisposición genética para desarrolla LES y el incremento PRL. Sin 

embargo, no existió diferencia en las concentraciones de PRL entre ambas 
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cepas a pesar que los ratones MRL/lpr ya presentaban la enfermedad, este 

resultado fue contradictorio a lo esperado (mayor concentración de PRL en la 

cepa MRL/lpr),  por lo que se decidió determinar la expresión del receptor de 

PRL (PRL-R). Decidimos utilizar linfocitos B debido a los distintos estudios que 

demuestran el papel patogénico que tienen los linfocitos B en el desarrollo LES 

murino (55-58), uno de ellos fue realizado por el grupo de Slomchik con ratones 

MRL/lpr deficientes de linfocitos B los cuales muestran una enfermedad menos 

agresiva (disminución de glomerulonefritis, vasculitis), en comparación con los 

ratones que presentan linfocitos B (56). Nosotros encontramos la expresión del 

mARN y de la proteína del PRL-R en los linfocitos B de las tres cepas 

estudiadas, resultados que concuerdan con reportes previos (1-4).  

 

En la cepa C57BL/6 no encontramos diferencia en la expresión del mARN del 

PRL-R a las distintas edades. En contraste, en las cepas que desarrollan lupus 

existe un incremento del receptor con la edad, este incremento se puede deber 

a la predisposición genética de estos animales o al aumento en la 

concentración de PRL que tienen estas cepas. Sin embargo, la cepa MRL/lpr 

expresa mayor cantidad de mARN del PRL-R que la MRL y esta cantidad 

aumenta en el momento que el ratón presenta la enfermedad. En este 

momento las cepas MRL y MRL/lpr tienen los mismos niveles séricos de PRL, 

por lo que el incremento en la expresión del PRL-R tal vez no se deba a la 

concentración de PRL, sino algún otro mecanismo que tenga que ver con la 

presencia de la enfermedad. En un estudio previo utilizando ratones NZB/W se 

encontró un aumento en la expresión del PRL-R en linfocitos T con respecto a 

la edad (53), sugirieren la participación del PRL-R en el desarrollo de LES. 

Aunque seria interesante determinar si el PRL-R participa directamente en el 

desarrollo de la enfermedad o es consecuencia de la misma. 
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CONCLUSIONES. 

 

 

§ A las 25 semanas de edad la cepa MRL/lpr presenta manifestaciones 

clínicas de LES (proteinuria y anticuerpos anti-DNA) en comparación 

con la cepa MRL. 

 

§ Los niveles séricos de prolactina aumentan con la edad solamente en 

las cepas que desarrollan lupus. 

 

§ La expresión del ARNm del receptor de PRL incrementa en los ratones 

que tienen fondo genético para desarrollar LES siendo más evidente 

cuando se presenta la enfermedad. 
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ABREVIATURAS. 
 
 
 
 
 
 

ADN Acido Desoxiribonucleico  

RNA Acido Ribonucleico 

ARNm Acido Ribonucleico mensajero 

aa Aminoácidos 

HLA Antigenos Leucocitarios Humanos 

Co A Concavalina A 

G-CSF Factor estimulador de colonias de granulocitos 

GM-CSF 
 
Factor estimulador de colonias de granulocitos y macrofágos. 

TNF Factor de Necrosis Tumoral 

HG Hormona del Crecimiento 

IRF Factor Regulador de Interferón 

IL- Interleucinas 

LP Lactógeno Placentaria 

LES Lupus Eritematoso Sistémico 

PRL Prolactina 

PRL-R Receptor de Prolactina 
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