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Introduccién

El Lupus Eritematoso Sistémico (LES) es una enfermedad auto-inmune caracterizada por la produccion de
auto-anticuerpos con manifestaciones pleomorficas y de etiologia multifactorial.1

La prevalencia se ha estimado entre 15 y 50 casos por cada 100,000 habitantes, dependiendo del pais y la
metodologia utilizada para determinar esta2; en base a esta prevalencia se puede estimar que en el pais
existen entre 15,000 y 50,000 individuos con LES, principalmente del sexo femenino en una proporcion es
de 6 a 10 mujeres por cada hombre2. Al ser en su mayoria mujeres jovenes, no pocas ocasiones padecen
dificultades de fecundidad y en la evolucion del embarazo hasta su termino3. Se ha adjudicado estas
diferencias a factores hormonales en particular a la prolactina y estrogenos, ya que la elevacion de los
niveles plasmaticos de estas hormonas promueve la activacion y supervivencia de células B autoreactivasa.
En la ultima década diversos investigadores han reportado la asociacion entre la Prolactina (PRL) y la
actividad del LES, ya que cerca del 20-30% de los pacientes con lupus presentan hiperprolactinemia; estos
niveles serologicos aumentados de PRL se asocian con mayor actividad por parte de la enfermedads-io,
subsecuentemente la disminucion de la misma coincide con la disminucion de la actividad de la enfermedad
11.

La prolactina (PRL) es una hormona polipeptidica de 23 KD producida en la hipofisis anterior y en otros
tejidos incluyendo células inmunes (linfocitos y monocitos), dicha molécula es idéntica en todas las fuentes.
Sustancias como la IL-2 induce la sintesis de PRL en linfocitos asesinos activados (células LAK), mientras
que los retinoides estimulan la expresion de PRL por parte de los linfocitosi2-14. Dentro de los efectos fuera
del tejido mamario se ha observado que In Vitro actia como factor mitdgeno necesario para la proliferacion
de linfocitos, basado en la produccion de PRL y receptores para PRL en células progenitoras, siendo una
citoquina hematopoyetica que favorece la linfopoyesis de manera autocrina, dicho efecto solamente se
presenta bajo condiciones de estrés y no en condiciones de homeostasis. Una funcion similar se observo en
cultivos de lineas celulares de leucemia de linfocitos T14-17.

La PRL es capaz de inducir la diferenciacion de mononucleares en combinacion con factor estimulante de
colonias de granulocitos-monocitos (GM-CSF) a células dendriticasis. Las células dendriticas (DC) son
grupo de células heterogéneas encargadas de capturar, procesar y presentar diversos antigenos ante las
diferentes variedades de linfocitos, efectos como la activacion clonal de linfocitos virgenes, coordinar el
tipo de respuesta producida de acuerdo al perfil de citocinas; siendo el interferon gamma (IFN-y) clave para la
respuesta de la subpoblacion de linfocitos T colaboradores 1 (Th1), la interleucina 4 (IL-4) para la respuesta de
la sub-poblacion de linfocitos T colaboradores 2 (Th2); y la interleucina 10 (IL-10) reguladora de la
actividad de linfocitos. La células dendriticas se pueden dividir en de acuerdo a su estirpe en células
dendriticas mieloides (mDC) que incluyen a las células de Langerhans e intersticiales y las células
dendriticas plasmocitoides (pDC), las cuales son localizadas en los 6rganos linfoides como el timo, médula
Osea, bazo y ganglios linfaticos.

Las células dendriticas de origen mieloide sufren un proceso de maduraciéon que va de monocitos a célula
dendritica inmadura (CDi) y finalmente células dendriticas maduras. Las células dendriticas inmaduras
poseen una gran capacidad fagocitaria y son importantes en el mantenimiento de la auto-tolerancia, una vez
activadas por algin estimulo, maduran y migran a un ganglio linfatico donde llevan acabo su funcion de
presentadoras de antigenos y coordinadoras de la respuesta inmune. 19-24.

La produccioén in Vitro de IgG a partir de mononucleares de pacientes con LES estimulados con prolactina y
la no produccion en los controles sugieren una alteracion en la fisiologia inmunoldgica de estos pacientes
relacionada con las acciones de la prolactinazs; estas acciones pueden evidenciarse en estudios donde la
asociacion de esta hormona con el GMCSF induce la maduracion de DC inmaduras favoreciendo la
presentacion de antigenos por estas ultimas 18, 26; otro efecto observado es el aumento en la expresion de
CD69 y CD25 por parte de monocitos estimulados con prolactina (CD 69 glicoproteina marcador de
superficie que indica activacion celular, CD25 forma parte de la cadena alfa del receptor de IL-2) en
mujeres sanas 27.

Al parecer la PRL realiza un efecto local debido a que las concentraciones en el plasma pueden permanecen
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constantes y no todos los individuos con LES presentan hiperprolactinemia; estudios in Vitro ponen de
manifiesto que las células del sistema inmune sintetizan PRL, esto aumenta su concentracion localmente,
favoreciendo la expansion clonal de linfocitos e inhibiendo la apoptosis de estos mismos, por medio de la
activacion de abl-2, bcl-XL, pim-1 Y XIAP 16,28 .La via de senalizacion de la PRL es JAK/STAT, donde
STAT1 es necesaria para la activacion de la produccion de IFN- vy y STAT-5 necesaria para la sintesis de IL-
229.

Analisis del gen de la prolactina, pone de manifiesto una sobre expresion de este en aquellos individuos con
LES comparados con sus controles, lo que podria explicar la perdida de homeostasis de produccion de PRL
en individuos con LES, lo que produce asociado a GMCSF una mayor cantidad de DC que inducen la
pérdida de auto-tolerancia periférica con la consecuente produccion de linfocitos auto-reactivos que se ven
favorecidos por la PRL productores de auto-anticuerpos causantes de la fisiopatologia del LES 2s.
Observaciones recientes sugieren que la produccion de PRL por la hipofisis en individuos con LES se ve
disminuida en repuesta probablemente de la circulante producida por las células inmunes 30. Existen
diferentes tipos de prolactina (prolactina, little prolactina, big-big prolactina); que ponen de manifiesto que
un incremento en la fraccion libre de prolactina o de su fraccion little se relacionan con actividad del LES
31, individuos con aumento en la bigbig prolactina han presentado una enfermedad sumamente activa 32.
Uno de los efectos mas relevantes es la capacidad que tiene la PRL de inhibir la apoptosis inducida por
esteroides 33, lo que podria explicar en parte el por que la elevacion de esta hormona se relaciona con
actividad de LES, lo que explica los resultados en muchos ensayos realizados con células de individuos en
control.

Recientemente se ha observado que las células dendriticas de individuos con LES presentan una sobre
expresion de CD89 en comparacion con individuos sanos, lo que sugiere una preactivacions4. A pesar de
que se ha estudiado el efecto de la prolactina en las células dendriticas inmaduras en individuos sanos, este
comportamiento no se a evaluado en individuos con LES.



Justificacion

El LES es una enfermedad auto-inmune de etiologia multifactorial y manifestaciones pleomorficas con una
prevalencia estimada entre 15 a 50 casos por 100,000 individuos (variando de pais a pais) con una relacion
mujer / hombre de 6 a 10:1, con predominio en mujeres jovenes en edad reproductiva 1,2. Se ha propuesto la
participacion de factores hormonales en la fisiopatologia de este padecimiento basados en el predominio del
sexo femenino 3, 4, 35.

Observaciones por diversos autores han propuesto la relacion entre la prolactina y LES,donde al parecer que
niveles altos de prolactina serica se relaciona con mayor actividad de la enfermedad 4-11, 32,33 estudios in
Vitro han puesto de manifiesto la capacidad de producir auto-anticuerpos por accion de la prolactinaz2sasi
como su efecto sobre las células dendriticas de individuos 25,26,33

La prolactina hipofisiaria se produce ante diversos estimulos, tiene un efecto antagénico con los esteroides,
actuando como una citocina pro inflamatoria, favoreciendo la activacion y sobreviva de células del sistema
inmune como las células dendriticas,32 las cuales son elementos claves en la respuesta inmunoldgica; la
funcion de las células dendriticas es el procesamiento de distintos antigenos incluyendo los propios desde
tejidos periféricos hasta su presentacion a los linfocitos en los ganglios linfaticos 14, 18, 22, 23. Estas células
son susceptibles a la accion de diferentes citocinas ya que dependiendo del tipo de citocinas favoreceran
una respuesta tipo Th determinada23, 24. Siendo la prolactina una citocina con efecto sobre células efectoras
del sistema inmunologico resulta preponderante observar si los efectos observados en individuos sanos sean
los mismos que en individuos con LES; lo que explicaria en parte el efecto de la PRL en individuos con
LES 36,38.

La adecuada comprension del eje neuro-endocrino-inmunoldgico se pone de manifiesto en esta entidad
debido a los diversos efectos que presenta la prolactina sobre los monocitos y linfocitos, induciendo la
produccion de células dendriticas con presentacion antigénica alterada y la consecuente perdida en la auto
tolerancia.



Planteamiento del Problema.

Los pacientes con LES presentan una actividad alterada en su inmunidad celular manifestada por perdida de
la auto tolerancia y produccion de autoanticuerpos. Se ha observado que la prolactina juega un papel en esta
perdida de auto-reconocimiento, al verse alterada la funcion de las células dendriticas, favoreciendo la auto-

inmunidad.

¢Es la prolactina un factor que aumente la expresion del complejo mayor de histocompatibilidad 11
(MHC-1I) de las células dendriticas inmaduras derivadas de monocitos de individuos con LES?



Objetivos
A) General:

Evaluar el efecto de la Prolactina en la expresion del Complejo Mayor de Histocompatibilidad II de las
Células Dendriticas inmaduras de pacientes con Lupus Eritematoso Sistémico

B) Especificos:

1.-Medir la expresion de MHC-II de DCi de individuos con LES y sanos estimuladas con prolactina.
2.-Comparar la expresion de MHC-II de los cultivos de CDi de pacientes con LES con los individuos
control.



Hipadtesis:

“Las células CDi de individuos con LES y cultivadas con prolactina tiene una expresion MHC-1I mayor que
los individuos sanos.”



Metodologia:

A.-Universo de trabajo:

Pacientes del servicio de Reumatologia del Centro Medico Nacional “La Raza” con diagnostico de LES activo
segin la American Rheumatology Asosociation.

B.-Tipo de estudio

Experimento

C.-Descripcion de variables.

C.1. Independientes:

C.1.1 Prolactina

Variable continua ng/mL.

C.2 Dependientes.

C.2.1 Expresion de moléculas de MHC-II.

Variable ordinal, expresada Intensidad Media de Fluorescencia (IMF) por citometria de flujo.

E.-Seleccion de la muestra.

E.1 Todos los pacientes con diagnostico de LES activo que acepte la participacion mediante consentimiento
informado por escrito (ver anexol), mayores de 18 afios, con o sin tratamiento en el momento de la obtencion de
la muestra.

E.2 Grupos de estudio.

2 grupos de estudio:

A) Pacientes con LES.

B) Grupo control: individuos voluntarios disponentes sanguineos del BCS.

E.1 Criterios de inclusion:

E.1.1 Todos aquellos pacientes con LES activo o inactivo sin tratamiento en el momento de

obtencion de la muestra.

E.1.2 Sin ningin padecimiento comorbido al momento de la toma de la muestra o ingesta de

medicamentos para alguna de estas condiciones comorbidas.

E.1.3 Todo disponente sanguineo que acepte participar en el estudio

E.1.4 Pacientes de los que se obtenga el consentimiento informado firmado

E.2 Criterios de exclusion:

E.2.1 Pacientes de los que no se obtenga el consentimiento informado para ingresar al estudio

E.2.2 Pacientes con cualquier tipo de inmunodeficiencia

E.3 Criterios de eliminacion:

E.3.1 Complicaciones técnicas o logisticas que impidan obtener y/o procesar la muestra de las muestras de
sangre venosa.

F.- Material y Métodos:

Se procedio a la obtencion de sangre venosa de seis pacientes con LES en el servicio de reumatologia

Se precedi6 a obtener sangre venosa de disponentes sanguineos del BCS del CMN “La Raza” pareandolos de
acuerdo a edad y sexo con los pacientes con EDTA como anticoagulante, se procedid a la obtencion de células
mononucleares de sangre periférica (CMSP) por gradiente de centrifugacion con uso de Ficoll-Paque, se lavaron
3 veces con RPMI-1640 (Gibco BRL, Gaithersburg, MD) suplementado con SmM de EDTA, y 2% de suero fetal
bovino, se procedi6 a realizar seleccion positiva por medio de columnas magnéticas y anticuerpos anti-CD14+,
posteriormente se adicionaron en cajas de cultivo a una concentracion de 2x106 por mL resuspendidas en 2 mL
de suero RPMI [adicionado de insulina bovina (Libre de Na, Zn, Spg/mL), holo transferian humana (5pg/ml) y
selenito de sodio (5ng/mL).] GM-CSF (10ng/mL), IL-4 (10ng/mL) r-PRL (10-20-200ng/mL, como se indique)
se adicionaran al inicio, al segundo y cuarto dia; al dia seis de haber sido sembradas se realizo citometria de flujo
para medir expresion de MHC-II por parte de las CDi.

La evaluacion de la formacion de células dendriticas se llevo acabo por medio de la medicion de expresion de
CD14 y CD11c+ para medir la conversion de monocitos (CD14+, CD11-) a células dendriticas (CD14- CD11c+)
por citometria de flujo. Posteriormente se midi6 la expresion de MHC II en las células DCi de los diferentes
grupos por citometria de flujo y se compararon.



Resultados

Se estudiaron la expresion de las células de seis pacientes con LES y seis controles sanos; pareados por
edad y sexo.

Los pacientes con LES activo fueron dos femeninos de 19 y 42 afios respectivamente y un hombre de 31
afios.

Los paciente con LES inactivo fueron femeninos de 37, 55, 41 afios respectivamente.

Los controles se parearon por edad y sexo.

El promedio de CDi en el medio de cultivo al dia de la cosecha fue de 90%.

La Intensidad Media de Fluorescencia promedio se observa en el cuadro 1 y grafical.

La intensidad media de fluorescencia entre los controles se observa en la grafica 2 y la de los pacientes con
LES en la grafica 3.



Cuadrol
Expresion de Intensidad Media de Fluorescencia del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad IT de Individuos Sanos y con LES a diferentes concentraciones de
PRL (0, 20,200ng/mL)

HLAIMF
ICondicion Promedio N Std. Deviation
IControl sin PRL 31.0800 6 9.0540
IControl 20ng PRL 33.5733 6 5.3616
IControl 200ng PRL 30.8167 6 9.6081
ILES sin PRL 152.0600 6 40.0207
ILES 20ng PRL 135.6167 6 21.9987
ILES 200ng PRL 166.9917 6 33.5012
Total 91.6897 36 65.2603
Grafica 1:

Expresion Media de Fluorescencia por grupo.

(C =CONTROL, 20 = CONTROL + 2(ng PRL, 200 = CONTROL + 200ng PEL,
LES=LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO, LES20 = LUPUS ERITEMATOSO
SISTEMICO + 20ng PRL, LES200 = LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO + 200 ng
PRL)
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El analisis de ANOWVA entre el grupo de pacientes ¥ controles conuna p=0.000.
El analisis de ANOWA entre los pacientes con LES obtuvo una p=0.2352.

El anilisis de ANOWVA enfrs los controles obtuvo una p=0.782.
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Al observar que aunque no fue significativa el analisis entre los pacientes con LES graficamente se puede
observar algunas diferencias, por lo que se realizo un analisis de los resultados de los pacientes teniendo lo
siguiente:

Se comparo el promedio de la IMF del MHCII de los cultivos celulares sin prolactina de los pacientes con
LES activo y LES inactivo (grafica 4).

Grafica 4

Comparacion entre LES activo e inactivo sin PRL
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Se comparo el promedio de la IMF del MHCII de los cultivos celulares con prolactina a 20ng /mL de los

pacientes con LES activo y LES inactivo (grafica 5).

INTESIDAD MEDIA DE FLUORESCENCIA MHCII
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Grafico 5

Comparacion entre LES activo e inactivo con PRL a 20ng/mL

CULTIVO CON PRL 20ng/mL: 1.-LES ACTIVO / 2.-LES INACTIVO
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Se comparo el promedio de la IMF del MHCII de los cultivos celulares con prolactina a 200ng /mL de los
pacientes con LES activo y LES inactivo (grafica 6).

Grafica 6

Comparacion entre LES activo e inactivo con PRL a 200ng/mL
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Se utilizo la prueba de rangos de Wilcoxon teniendo los siguientes resultados en cada una de las
combinaciones con los siguientes resultados (tabla 2):

Tabla 2
COMPARACION DE LES ACTIVO E SIGNIFICANCIA ESTADISTICA A 2
INACTIVO COLAS
sin prolactina 0.109
con prolactina a 20ng/ml 0.285
con prolactina a 200ng/ml 0.109




Analisis y Discusion.

Con los resultados obtenidos podemos observar que los individuos independientemente de su estado de
actividad de la enfermedad lupica sus células se encuentran en un estado de activacion mas alta que de los
individuos control, lo que pone de manifiesto una sobreactividad del sistema inmunoldgico; esta sobre-
actividad se ve manifestada por la sobreexpresion del MHCII de las mCDi condicionando que estas sean
mas eficientes en la capacidad de presentar antigenos ya que durante esta etapa tienen una alta capacidad
fagocitica, con este aumento en la actividad es posible que una mayor cantidad de autoantigenos sean
presentados con mayor eficiencia en el ganglio linfatico a las células efectoras (linfocitos) resultando en una
produccion de auto-anticuerpos.

Estadisticamente no hay diferencias entre la expresion del MHCII de las células cultivadas en diferentes
condiciones (sin PRL, con PRL a 20ng/mL y PRL a 200ng/mL) pero al observar la grafica 2 y 3, podemos
observar cambios en el comportamiento en la expresion del MHCII de mCDi, la expresion en el cultivo sin
prolactina tiene una dispersidon amplia mientras que se ve mas organizada en el cultivo con 20ng/mL
probablemente el efecto de la PRL sobre las células menos activadas y ademds coordine una respuesta mas
organizada del MHCII en todas las células ya que se observa una tendencia a homogenizar la IMF, mientras
que en el cultivo con 200ng/mL se puede observar una expresion mas dispersa pero también una tendencia a
expresarse con mayor intensidad en la mayoria aunque en algunas disminuye.

Al compara los individuos con LES activo e inactivo encontramos que aunque estadisticamente no hay
diferencias, se puede observar que al aumentar la concentracion de la prolactina aumenta la expresion del
MHCII principalmente a la concentracion de 200ng/mL en los cultivos de los pacientes con LES activo,
aunque a 20ng/mL esta expresion se ve disminuida en los activos pero con un aumento en los inactivos. Al
parecer la PRL ejerce un efecto activador en los individuos inactivos a una concentracion de 20ng/mL
mientras que a 200ng/mL este efecto se hace evidente en los activos.
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Conclusion:

Los pacientes con LES presentan un estado de activacion continua independientemente del estado de
actividad de la enfermedad.

La prolactina ejerce un efecto activador en los individuos con lupus inactivo a una concentracion de
20ng/mL manifestado por un aumento en la IMF del MHCII de las mCDi. La prolactina ejerce un efecto
activador en los individuos con lupus activo a una concentracién de 200ng/mL manifestado por un aumento
en la IMF del MHCII de las mCDi.
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Aspectos Eticos

El presente proyecto no interfirié en ningin momento con la atencion del paciente, se le informo de manera
amplia y lo mas clara posible en que consistid su participacion asegurando la confidencialidad de su
persona, ademas de que los procedimientos estan de acuerdo con las normas éticas, el Reglamento de la Ley
General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud y con la declaracion de Helsinki, se anexa carta
de consentimiento informado.

Recursos Financieros y Factibilidad.

Se cuenta con la infraestructura necesaria para la obtencion de la muestra, el procesamiento de la misma los
cultivos necesarios y la evaluacion por citometria de flujo, en el Banco Central de Sangre del Centro
Medico La Raza junto con el personal acorde para el desarrollo de este proyecto, al tener personal
capacitado en la obtencion, separacion de la muestra al igual que con los cultivos celulares y la evaluacion
de la citometria de flujo. Se cuenta con apoyo al financiamiento de proyectos de investigacion (Fondo de
Fomento a la Investigacion) FOFOI 2005.

Presupuesto Ver anexo 2

Cronograma: Ver anexo 3.
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Anexol

Carta de consentimiento informado para participacion proyectos de investigacion
cientifica

Mexico DE. a de del 2003

Por medio de la presente acepto participar en el proyecto de mvestigacion:

“EFECTO DE LA PROLACTINA EN LA EXPRESION DEL COMPLEJO MAYOR

DE HISTOCOMPATIBILIDAD II (MHC IT) DE CELULAS DENDRITICAS DE
PACIENTES CON LUPUS ERITEMATOS0 SISTEMICO (LES)".

Registrado ante el comute local de nvestigacion con el mimero 2003-3301-017. El olyetive

de este esmdio es conocer el comportamiento mmunolegico de los pacientes con Lupus
Entematoso Sistémico. Se me ha explicado que se utilizaran aproximadamente 150mL de
sangre los cuales seran tomados por medio de una puncion en la vena, realizada durante la
hospitahizacion © durante la toma de mmestras para estudios de laboratono (en caso de ser
paciEﬂt:e con LES) o durante la donacion de sangre (disponente sanguinee voluntana).
Declaro que se me ha mformado amphamente sobre los posibles nesges: moreton, dolor yo
hmchazen en el sifio de toma de la muestra de sangre, asi como los beneficios denvados de
su pariicipacion en el estudio que come son una mejor comprension de la enfermedad. El
mvestigader principal se ha compromenido responder las prequntas o cualgumer duda que vo
le plantee acerca de los procedumentos que s llevaran a cabo. Enfiendo que conservo el
derecho de retiramue en cualqwer memento del estudio sm que esto mfluya sobre la atencion
que recibo por esta mstitucion, asi como que dicha participacicn no tendra mngim costo (no
pagare por la participacion en el estudio).

El mvestigador principal me ha dado la segundad de que los datos obtemdos seran
manejados en forma confidencial. También se ha compromefido a proporcionar la

informacion acfualizada que se obtenga durante &l esmdio.

Nombre y firma del participante Nombre y firma del mvestigador

Nombre y firma de testigo Nombre y firma de testigo
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Anexo 2
Presupuesto de reactivos v materiales

Articulo Costo Subtotal
unitario

Selector de monocitos (2) §13,135 $26.270
RPMI 1640 (4) § 165 § 660
Ficoll Paque (2) § 945 $ 1,890
Suero Fetal Bovino (2) § 3,610 $11,220
Factor Estimulante de Colonias

Granulocitos -Monocitos (2) $§ 3.000 $ 6,000
Hr-Interleucina 4 § 6,070 $ 6.070
r-Prolactina (2) § 3.270 § 6,540
Anti CD 11 § 6.215 § 6215
Anti CD 14 § 6.215 § 6215
Antt MHCII § 6.215 § 6215
Insulina Bovina § 3,330 $§ 3.550
Holo-transferrina § 5.060 § 5.060
Selenito de Sodio § 740 § 740
Suscripcion anual Internet § 3,000 $ 5.000
Unidad USB portatil § 2,500 § 2,500
Suscripcion a Journals § 2,000 $ 2,000
Material de oficina § 1,000 $ 1,000
Total §70.,690 $97,145
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