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RESUMEN

La prolactina (PRL) es una hormona producida pstirdas estirpes celulares, interviene
en diferentes funciones fisioldgicas, entre elagdulacion del sistema inmune. Utilizando
diferentes estimulos (medio de cultivo [AIMV], PREO ng/mL], anticuerpo anti-igM [20
pg/mL], PRL mas anticuerpo anti-lgM, anticuerpoi-&®D40 [10 pg/mL] y anticuerpo
anti-CD40 méas PRL) se determiné la produccion dewrpos en linfocitos B maduros
encontrando que al incubar con PRL y anti-IgM s®lpjeron anticuerpos del isotipo IgM
(0.6 £ 0.3). En cambio, cuando las células B seliamn con anti-CD40 mas PRL se
observé un incremento en la produccion de antiosede los isotipos IgM (1.8 + 0.3) e
IgG (1.2 £ 0.1), de igual forma se determino ladoiecion de citocinas encontrando solo un
incremento significativo en TNf-al estimular a los linfocitos B maduros con aghél
(205.6 + 29 pg/mL) y co-estimulados con PRL (211 28.8 pg/mL). La literatura muestra
gue los linfocitos B expresan el receptor de PRIUilizdndo PCR-tiempo real nosotros
confirmamos que las distintas subpoblaciones decitos B maduros (Foliculares, Zona
Marginal) expresan el RNAm del receptor de PRL. linfocitos B de Zona Marginal
presentan mayor expresion del mMRNA del receptdtRle (6.9 + 0.58) que los linfocitos B
Foliculares (3.74 £0.22). El efecto de la PRL solardiferenciacion de las diferentes
poblaciones de linfocitos B maduros se determindcgometria de flujo encontrando que
los linfocitos B Foliculares no presentaron ningicremento significativo. Sin embargo, la
PRL co-incubada con anti IgM incrementa el porgenda linfocitos B de Zona Marginal a
las 24 h (12.4 = 0.8). Este estudio es importaatgye en modelos murinos y en ensayos
clinicos, se ha relacionado a la PRL con la pategjé de las enfermedades autoinmunes
en cuanto a la funcion y diferenciacion de linfositB y T ocasionado una produccion

exacerbada de autanticuerpos.



INTRODUCCION

Maduracion del linfocito B

El proceso de maduracion del linfocito B inicia emedula 6sea donde las células
precursoras pasan por diferentes etapas de difacént las cuales se caracterizan por
presentar un patrén especifico de expresion desgeeeinmunoglobulinas (Ig's) y
proteinas de superficie. El primer estadio es dinflecito Pro-B en el cual se presenta la
primera recombinacion de genes de la cadena pesatia,estadio se divide en pro-B
temprano donde se realizan rearreglos del gen @iJyo-B tardio en el cual se realizan
los rearreglos del gen V-DJ dando paso a la sintlssia cadena pesada 4 que se une a la
cadena ligera subrogada (idéntica en todos losditafs). Posteriormente comienza el
estadio de pre-B en el cual se da el reordenamimttos genes de la cadena ligera;
primero se rearregla la caderaen un cromosoma, si este arreglo no es exitose o s
reconocen antigenos propios se rearregla el seguodwsoma. Si estos rearreglos no son
exitosos se rearregla la cadena ligeen el primer cromosoma y Si esto no es exitoso se
rearregla el segundo cromosoma. Una vez sintetiletadadena ligera se une a la cadena
pesada p para formar la molécula de IgM la cuaixpeesa en la superficie del linfocito B
inmaduro (IgM), en esta etapa es cuando el linfocito B sale eguta 6sea y migra hacia
bazo (Figura 1)(1,2).
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Figura 1. Rearreglos de genes en los estos de maduracion del linfocito f (1,2)

Para diferenciar s linfocitos B inmaduros que se encuentran enufaedisea de los qt

viajan a bazose ha utilizado etérmino de linfocito B transitorio (TAllman y Colleman

sugieren que en bazo existen ttipos de linfocitos B transitoriodos transitorio 1 (T1)

que presentan el

fenotipcCD93'B220"CD231gMM9™,

los tansitorios 2 (T2

CD93'B220'CD23 IgM"¥" y |os transitorios 3 (T3) CDIB220°CD2%" IgM™" (Figura 2)

3).
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Figura 2. Subpoblaciones de linfocitos B inmadurc. Los linfocitos B transitorios fuerc
purificados por medio de citometria de flujo y fueridentificados de acuerdo al fenotipo
presentaban. Transitorios 1 (T1) B2z'CD93CD23IgM""  transitorios 2 (T2
B220'CD93'CD231gM™®", transitorios 3 (T3) B20"'CD93'CD23IgM"" (3).

Los linfocitos B T1migran de mdula 6sea a bazo en donde se sigiramcipalmente elel
exterior de lébolsa linfoide periarterioral (PALS) y posteriornterse diferencian hacia i
linfocitos B T2 y T3 que ssitian en los foliculos primariog&igura %) (4). En bazo los
linfocitos B transitorios se diferencian a licitos B maduros que pueden <Foliculares
(FO) con el siguiente fenotiplCD93CD21"CD23""CD24"IgD""gM™ o de Zona
Marginal (ZM) con el siguiente fenotipcCD93CD21""CD23CD24""gM "M gD'w,
(Figura 4) (5).



Linfocitos B CD19 | CD93 | B220 IgM CD23 | CD21
Transitorios 1 + + + high - -
Transitorios 2 + + + high + -
Transitorios 3 + + + low + -
Foliculares + - + - high int
Zona Marginal + - + - low high

Tabla 1.- Fenotipogmoléculas presentes en la superficie ce, que se utiliza para la clasificaci
de células) de las difererst subpoblaciones de linfocitos B; transitoriotransitorios 2, transitoric
3, Foliculares y de Zona adginal(5).

o

o @B "k @ @
E:"_,, o.\ij: /"o Anti d5 \ iOJ: ) ,//
—— - tigeno endégeno ‘/\ \7"
Medula 6sea //»'- J ’
A0V

BAZO

Transitorias

/

L
ay Foliculo

[ransitorias a
Traﬁ'toriﬂi
©

Linfocito folicular
maduro

Figura 3. Estadios de maduracion del linfocito E. Los linfocitos B T1 migran de médula 6se
bazo y se sitian principalmente en el exterioradmlsa linfoide periarterioral y se diferenca T2
y T3. Una vez en bazo se diferencian a linfocitasdgiuros (FO o de ZI. (4).
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Figura 4. Subpoblaciones de linfocitos B madurc. Los linfocitos B maduros B2 CD93
fueron identificadogor citometria de flujo Vas diferentes subpoblaciones de acuerdo al fem
que presentabahos linfocitos deZona Marginal (ZM)presentan la expresién de CI™" CD23,
mientras que los linfocitosoficulares FO) expresan CD21CD23"%" (6).

Linfocitos B maduros

Durante el proceso de maduracion del linfocito Bteépasa por diversos puntos
seleccion con el fin de eliminar clones autorreastique puedan romper la toleranci

contribuir al desarrollo de autoinmunid

Los linfocitos B maduros se distinguer otros linfocitos por la sintesis y presentacior
su membrana de moléculas de inmunoglobulina, querscomo receptores antigenos.
La interaccién dl antigenccon el receptor ddinfocito B (BCR) madur, asi como la
interaccion de éste caal linfocito T induce la activacion y diferenciaci del linfocito B.
En este proceso, el linfocito B se divide en vadeasiones y se diferencia en un peri
de 4 a 5 dias, generando una poblacion de célalagedoricy otra de célule plasmaticas,

las cuale secretan anticuerpc7,8).

En bazo se encuentrdiferentes subpoaciones de linfocitos B madui, los B1 y los B2
(5). Los linfocitos B se localizan principalmente en la zona pleurah el peritoneo, es
subpoblacion awsvez se divide ellinfocitos Bla y Bb. Los linfocito: Bla producen

anticuerpos naturales que proporcionan protecaidata contra las infecciones biianas,
6



mientras que los linfocitos B1b funcionan indepentémente produciendo anticuerpos de

vida larga que responden a polisacaridos y propoacinmunidad adaptativa (7).

Los linfocitos B2 se dividen en linfocitos B Follates y los de Zona Marginal (5). Los
linfocitos B Foliculares o “naive” al madurar adergn la capacidad de recircular en bazo o
en medula 6sea y migran a través de la sangréinfdea las areas de linfocitos B en bazo,
ganglios linfaticos y placas de Peyer, en dondédgjaein en la presentacion de antigenos
T-dependientes a las células T activadas y emriaafcion de los centros germinales, en los
cuales se lleva a cabo la maduracion de la afinidachbio de isotipo, generacion de
linfocitos B de memoria y células plasméticas déaviarga. EI cambio de isotipo se da
cuando la molécula de CD40 expresada en forma itdhat en el linfocito B
(previamente activado a través de su BCR) intevaecicon su ligando (CD40-L)
expresado en los linfocitos T activados. La difei@cion de linfocito B a célula secretora
de anticuerpos o célula plasmatica es facilitaddgpmteraccion de los receptores tipo Toll

(TLR), pero solo si existe la previa union del B&Ru antigeno y el CD40 a su ligando

(5).

Los linfocitos B de Zona Marginal son consideradosio linfocitos de la respuesta innata,
ya que pueden ser inducidos a diferenciarse erlaséplasmaticas de corta vida en
ausencia de la activacion por BCR. Los linfocitosd® Zona Marginal también pueden
mediar el transporte a los foliculos de bazo deadodgenos por medio de complejos
inmunes por lo que pueden estar implicados enslauesta a antigenos T dependiente y

también participa en la respuesta a antigenosdgad5).

Prolactina

La prolactina es una hormona polipeptidica que ietetzada y secretada por células
especializadas de la glandula hipofisiaria anter®u liberacion es estimulada por
serotonina, hormona liberadora de tirotropina, ipépintestinal vasoactivo y es inhibida

por dopamina y opiaceos (9). Actualmente se conouéa de 300 funciones de esta



hormona, las cuales se dividen dentro de cinco godis:1) reproduccion, 2)
osmorregulacion, 3) crecimiento y desarrollo, 4Yabhelismo de carbohidratos y lipidos e
5) inmunoregulacion (10). La prolactina tambiénsagsetizada y secretada por otras
células como son los fibroblastos y células deked#ipi mamario, linfocitos T y B,
esplenocitos, entre otras (12).

En base a sus propiedades genéticas, estructyffaiesionales, la prolactina pertenece a la
familia de la hormona del crecimiento y del lactdg@lacentario, los cuales provienen de
un gen ancestral comun. El gen que codifica paskagiina se encuentra en el cromosoma
6, donde se encuentran otros genes que participda eespuesta inmune, presenta un
tamafio de 10 Kb y esta conformado por cinco exgnasatro intrones. La transcripcion

del gen de la prolactina es regulado por dos regigmomotoras independientes: el primer
promotor situado en la regién proximal dirige lapeesion especifica de la hipofisis,

mientras que el otro promotor es responsable dedeesion extrahipofisiaria (9).

La prolactina es una proteina globular de una saldena de 199 aminoacidos (aa),
formada por cuatro cadenashélice y dos sitios de union para el receptor gaptina.

(Figura 5). Aunque la principal forma de prolactiegportada en hipdfisis y suero tiene un
peso molecular de 23 kDa se han descrito otragrimals como la glicosilada (25 kDa), una
pequeia de 16 kDa implicada en el proceso de afiggsis, la macroprolactina que puede
estar constituida por dimeros y/o polimeros deitama hormona o por la unién con otras

proteinas como los anticuerpos (150 kDa) (11).
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Figura 5. Estructura tridimensional de la prolactina (PRL) (10).

Receptor de prolactina

El receptor de la prolactina (PRL-R) es una pretdfansmembranal que pertenece a la
superfamilia de receptores de citocinas de tip&rd.el humano su gen se encuentra
localizado en el cromosoma 5 y por splicing gemesisoformas del receptor: la isoforma
corta, intermedia y larga (9). En el raton, el dehreceptor de prolactina se localiza en el
cromosoma 15 y se conocen cuatro isoformas una hargres cortas. Estas diferentes
isoformas exhiben un dominio extracelular idénticopn aproximadamente 200
aminoacidos (aa), el cual se divide en dos subdomijcada uno de ~100 aa): el primero
presenta dos puentes de disulfuro (E@ys? Cys-Cys?) y el segundo un motivo penta-
péptido denominado WS (Trp-Ser-aa-Trp-Ser) (Fig)ré,10).

El dominio trans-membranal posee 24 aa, mientrasitedcelular presenta diferentes
tamafios y composicion dependiendo de la isofornhaedeptor. En esta porcidn existen

dos regiones conservadas denominadas caja 1 R.ch@region proxima a la membrana



presenta una zona rica en prolinas denominadad cajgéntras que la caja 2 es una region

menos conservada que se pierde en la isoforma(©114).

Figura 6. Receptor de prolactina (10).

El receptor de la prolactina se encuentra distlibuen diferentes células del sistema
inmune como monocitos, macréfagos, células NK,raélds y linfocitos B y T. La union
de la prolactina a su receptor provoca su dimedpag activa la via JAK2-STAT 1, 3 Y 5,
MAPK (13).

Sistema inmune y prolactina

La relacion entre prolactina y el sistema inmuneesgiglencié en 1930 cuando Smith
observé que el timo de las ratas sufria un procesatrofia después de realizarles una
hipofisectomia (14). En 1983 Nagy y Berczi indufeimomunodeficiencia en ratas tratadas
con bromocriptina (agonista dopaminérgico e irdubide la secrecion de PRL), la

administracion de PRL restablecio la actividad inoidagica (15).

10



El sistema inmune es capaz de regular la secre@éprolactina (16), ya que citocinas
como IL-1, IL-6, TNFe pueden actuar como reguladores endocrinos edeaation de
PRL hipofisiaria (17). Los timocitos y células mongleares sintetizan prolactina de 23
kDa (18) o 60 kDa (19), estas proteinas tienervidetil biologica medida por bioensayos
con células Nb2 (linfocitos de rata dependientegmigactina). Los linfocitos T, By
células NK expresan receptor para prolactina (Idfyos resultados que apoyan la
participaciéon de la prolactina en la respuesta menes la induccion del factor de
trascripcion IRF-1 (factor regulador del interferbn en linfocitos T activados con
prolactina. La prolactina aumenta la proliferaciéelular de esplenocitos, timocitos y
células mononucleares al co-incubarse con concavdli(17). También interviene en la
expresion de las moléculas CD69 y CD154 en linbscit CD4, ya que al activarlos con
PMA e incubarlos con anticuerpos anti-PRL la expresle estas moléculas disminuye
(20). Asi mismo, la expresion de CD69 y CD25 efoliitos CD8 aumenta al co-incubarse
con PRL y fitohemaglutinina (21). La PRL interviear la secrecion de citocinas. Los
linfocitos T activados con PMA e incubados con @mrpo anti-PRL presentan una
disminucion en la secrecion de IL2 e NF(R20). También se ha reportado que la prolactina
incrementa la secrecion de anticuerpos IgG e IgMhiémidomas (10) y aumenta la

produccién de autoanticuerpos (22).

Niveles altos de PRL se han asociado con enfernesdadtoinmunes, como el lupus
eritematoso sistémico (LES), la artritis reumato{@d), sindrome de Sjogren (SS), la
tiroiditis de Hashimoto (HT) y la esclerosis mUggEM) (23). Probablemente debido a un
incremento en la comunicacién bidireccional entrsisgema inmune y el endocrino (24).
Tanto la prolactina como los estrégenos son inmumiukadores que afectan a la
maduracion, seleccidon y secrecidon de anticuerpeos.ingpacto puede basarse en la
capacidad que tienen para permitir que los lindsciB autorreactivos escapen de los
mecanismos normales de tolerancia y un numeroisoféc se acumule para causar una
enfermedad clinicamente evidente. Ambas hormonadguuconducir a la supervivencia y

la activacion de los linfocitos B autorreactivos Lmodulacion diferencial del medio de

11



citocinas por las hormonas también puede afectadeshrrollo y la activacion de
determinadas subpoblaciones de linfocitos B mad@%s

La prolactina interviene en el proceso de maduradé los linfocitos B en Organos
linfoides periféricos. Ratones BALB/c tratados d®RL presentan un incremento en el
porcentaje de linfocitos B maduros en bazo (FadicylZona Marginal) y una disminucion
en los linfocitos inmaduros (transitorios-1) (2Bor lo que nos parece interesante estudiar
el efecto que puede tener la prolactina y su receptvitro en la maduracion y funcion
(produccion de anticuerpo y citocinas) de los lkiitfus B maduros.

12



JUSTIFICACION

Existe suficiente evidencia de la participacionlaerolactina en el sistema inmune. La
prolactina aumenta la proliferacion de células nmocteadas activadas con mitdégeno,
interviene en la secrecion de citocinas en losotinds T, en hibridomas favorece la
secrecion de anticuerpos, mientras que en linfedm vivo incrementa el porcentaje de
linfocitos B maduros. Por lo que resulta interesadtudiar si la prolactina vitro puede
participar en la funciomn vitro de los linfocitos B maduros a través de la proufucde
anticuerpos y secrecion de citocinas y si favorea@ro la maduracion de los linfocitos B
hacia Foliculares o de Zona Marginal.

HIPOTESIS

El receptor de prolactina se encontrard presenteslinfocitos B maduros por lo que al
incubarlos con prolactina incrementara la diferacidn y la funcion de los linfocitos B
maduros (Foliculares y de Zona Marginalyitro.

13



OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de la prolactiimavitro sobre la funcion de los linfocitos B maduros y

el efecto sobre la diferenciacion hacia linfocBoBoliculares o de Zona Marginal.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar el efecto de la prolactimavitro sobre la funcion de los linfocitos B
maduros a través de la medicion de la producciéardiguerpos y citocinas en

presencia o ausencia de la prolactina.

2. Determinar la presencia del receptor de prolacénalos linfocitos B maduros

(Foliculares y de Zona Marginal).

3. Determinar la diferenciaciéon de los linfocitos Bdueosin vitro hacia Foliculares o

de Zona Marginal en presencia o ausencia de prwdact

14



MATERIAL Y METODOS

Anticuerpos

Para realizar la citometria de flujo se utilizatos siguientes anticuerpos: anti B220-FITC
(clona CD45R), anti CD93-PE (clona AA4.1), anti GERiotinilado (clona B3B4), anti
CD-21-APC (clona 7G6) de la marca eBioscienceng&taerpo biotinilado fue detectado
con streptavidina-Cy5 de la marca BD BioscienceaRsstimular a los linfocitos B se
utilizaron los anticuerpos: anti-CD40 (clona FGK#3nti-IgM F(ab) de la marca Jackson
Immunoresearch.

Animales

Se utilizaron ratones hembras de 9 semanas dp#&@&7BL/6 (Harlan) provenientes de
Estados Unidos. Los cuales se alojaron en caja®liErbonato de piso sélido con micro
aislador. Se les dio alimento esterilizado que eiat no menos de: 18 % de proteina
cruda, 6 % de grasa cruda y no mas de 3 % de ri@sek agua fue potable y esterilizada

por autoclave. La administracién de agua y alimémtaa libre acceso.

Se les proporcionaron los cuidados y la atenciderwveria especificada en la Norma
Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999.

Nivel de bioseguridad

El nivel de bioseguridad de nuestros experimentesnivel 1, debido a que se trabajo con
material biol6gico (células de ratones) que no peed enfermedad y no son un riesgo para
la salud de personas y el medio ambiente.
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Hormona

Se utilizo prolactina recombinante de raton donaalael Dr. Parlow (National Hormone
and Peptide Program, NIH, USA).

Obtencién de células de bazo

Para realizar la parte experimental primero seviton las células de bazo. Los animales
se sacrificaron utilizando éter etilico (eutanas&® obtuvo el bazo, se colocé en una caja
Petri y se inyectd solucion salina, el bazo se pasdun filtro en el cual se maceré con el
eémbolo de la jeringa, se lavé con solucion salfiag, México) y se centrifugd a 1200 rpm
durante 10 min, el sobrenadante se decanto yalakas se les agregé 3 mL del regulador
de lisado (Sigma Chemical) durante 1 min 30 segsinge centrifugaron a 1200 rpm 10
min, las células se resuspendieron en reguladaa PACS (Anexo) y se contaron
utilizando la camara de Neubauer y azul tripanoo (BVhittaker) para determinar
viabilidad.

Purificacion de linfocitos B

Los linfocitos B se purificaron por seleccion négat Células provenientes de bazo
(10x1C cel) se incubaron con 10 pL de anticuerpo anti-C[38) conjugado a perlas
magnéticas (Mlltenyi Biotec, Germany) y 90 pL deSPBSA 0.5 % EDTA 2mM a 4 °C
por 15 min, se lavaron y se pasaron por una colutenseparacion MACS LD (Mlltenyi
Biotec, Germany), la pureza se verificO utilizandaticuerpo anti CD19-PE por

inmunofluoresencia (citometria de flujo).
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Purificacion de linfocitos B maduros

Los linfocitos B se incubaron con anticuerpo anfidAPE y por seleccidn negativa se
purificaron los linfocitos B maduros. Para la sepan de las subpoblaciones de los
linfocitos B maduros (Foliculares y de Zona Marg)inbos linfocitos B se incubaron con

anticuerpo anti AA4-PE, anti CD21-APC y anti CD285Cdurante 20 min a 4 °C en

oscuridad, se lavaron con PBS-BSA 0.5 %-EDTA 2mBkypurificaron por citometria de

flujo utilizando el FACSAria (BD).

Determinacion de anticuerpos en presencia o auseadle Prolactina

La determinacion de anticuerpos 1gG e IgM se régiar el método de ELISA. La placa se
sensibiliz6 con anticuerpo anti-IgG o anti-IgM d&don fraccion F(ab)(Biosurce), se
incubd a 4 °C toda la noche y se lavo 2 veces &8+ Pveen (Anexo), se bloqued con 200
pL de PBS-BSA-Tween (Anexo), se incubo a 37 °Cylse lavo 2 veces. Se adicionaron
100 pL del estandar (IgG o IgM de ratdén [Zymedimgen]) a distintas concentraciones
(125, 62.5, 32.25, 15.6, 7.8, y 0 ng/mL) y 100 (e las sobrenadantes problemas diluidos
1:4000, la placa se incub6 a 37 °C 1 hora y se Gw@ces. Se colocaron 100 pL del
conjugado (Ig's de conejo anti-IgG o anti-lgM d®naunido a fosfatasa alcalina [Zymed-
Invitrogen]) se incubd a 37 °C 45 min y se lavéeBas con PBS-Tween (Anexo) y 2 veces
con regulador de bicarbonatos (Anexo); finalmeetadicionaron 100 pL del sustrato para
fosfatasa alcalina (Anexo) y se leyé a los 20 mid0®& nm en un lector de ELISA
(Dynatech MR5000).

Determinacion de la produccién de citocinas en prescia o ausencia de Prolactina

La concentracion de citocinas se realizo utilizat@idometric Bead Array kit” (CBA Kkit;
BD Biosciences) para determinar las siguientesicigs: IL-4, IL-5, IL-2, TNF, IFNy. Se
17



prepard una curva estandar (5000, 2500, 1250,3255, 156.25, 78.12, 39, 19.5 ng/mL).
A 16.5 pL de la muestra se le agregd 16.5 pL dedacla de perlas para las diferentes
citocinas y 16.5 pL de reactivo de deteccién fitoea, se incubé 2 h a temperatura
ambiente, se lavé con 1 mL de solucion de lavadogentrifugd 1500 rpm 5 min y se

resuspendieron en 150 pL de solucién de lavadoniasstras se leyeron en el citbmetro
de flujo FACSCalibur.

Determinacion de la presencia del receptor de protdina en linfocitos B maduros

(Foliculares y de Zona Marginal)

Para determinar la presencia del receptor de pimdase procedio a la extraccion de RNA
de linfocitos B. Los linfocitos B maduros y susedé@ntes subpoblaciones se resuspendieron
en reactivo de Trizol (Invitrogen), 1 mL por caddlén de células, se incubaron en hielo
durante 5 min, se les adicion6 220 pL de clorofoignado biologia molecular (Sigma
Chemical), se homogeneizé en vortex durante 1 seirtentrifugd a 11000 rpm durante 15
min, después se recupero la fase acuosa y se aaad tubo limpio, se agrego 500 uL de
isopropanol (JT Baker) se incubd a -20 °C duraftend y se centrifugd a 11000 rpm 15
min, el exceso de isopropanol se elimind y al batéiRNA se le adicion6 1 mL de etanol
(Sigma Chemical) al 75 %, se centrifugd a 10000/tpmmin, se elimind todo el etanol

hasta dejar el boton de RNA seco.

cDNA

El RNA obtenido se convirtio en cDNA para determiteaexpresion del receptor de PRL
por PCR tiempo real. A 0.5 pg de oligo dT (Inviteog se le adicioné el volumen de agua
inyectable estéril para un volumen final de 12 pdtaereaccion se colocé en un
termociclador PTC-100 (MJ Research Inc.) a 65 °€he 10 min, se adiciond 7 pL de
una mezcla de reaccién (4 pL de regulador de tagrd cadena 5X, 2 uL de DDT 0.1 My
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1 puL de dNTP a 10 mM) y 1 uL de la enzima Supgpsginvitrogen), se corrieron las

muestras en el termociclador con el siguiente arogr

37°C 4 minutos
42°C 1 hora
80°C 10 minutos
4°C 1 hora

PCR punto final

Para PCR punto final se colocaron 2 pL de cDNA aecdncentracion de 1 g, se
agregaron 17.4 pL de la mezcla de reaccion (2 ptegelador 10X (Invitrogen), 0.5 pL

del iniciador del receptor de PRL de ratdén senttdd,uL de iniciador del receptor de PRL
de raton antisentido, 0.4 pL dNTP 10mM y 13 uL dgeaainyectable estéril) y 0.6 pL de la
enzima TagPolimerasa (Invitrogen), las muestrakearon en un termociclador bajo las

siguientes condiciones:

94°C 2 minutos \

94°C 45 segundos

59°C 1 minuto > Repetir 34 veces
72°C 30 segundos

72°C 7 minutos

4°C indefinido  _/
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PCR tiempo real

El PCR para todas las isoformas del receptor diagioa se realizd empleando el kit
LightCycler TagMan Master (Roche) de acuerdo adspecificaciones del fabricante
emplearon sondas de hidrdlisis y primers disefigawsRoche, el volumen final de la
reaccion fue de 10 pL. Como gen constitutivo seleéip-actina. El analisis de los genes

se realizé6 empleando la formul¥'9". Los primers que se utilizaron son los siguientes:
Receptor de PRL de raton (5"a 3") GAGGAGGCTCTGGTACA

Receptor de PRL de raton (3’'A5") CAGTAAATGCCACGABGEA

B-actina de ratén (5'a 3") GTGGTACGACCAGAGGCATAC

B-actina de ratdon (3’A 5") AAGGCCAACCGTGAAAAG

Las muestras se corrieron en un termociclador Ogtier Il (Roche), mediante el

siguiente programa:

-Preincubacion 95°C 10 minutos
Desnaturalibac  95°C 10 segundos
-Amplificacion: 4 Alineamiento 59°C 20 segundos
Extension 72°C 1 segundo *Captura de

fluorescencia

Determinacion de la diferenciacion de los linfocite B maduros, en presencia o

ausencia de prolactina.

Se incubaron 1xfdinfocitos B en una placa, bajo diferentes cormties: medio de cultivo
(AIMV), PRL (50 ng/ml), y como estimulos anticuerpati-lgM (20 pg/mL), PRL més
anticuerpo anti-lgM, anticuerpo anti-CD40 (10 pgjmylLanticuerpo anti-CD40 mas PRL,
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durante 24 horas, después de las cuales las nsussttiieron y leyeron por citometria de
flujo con el FACSCalibur.

Marcaje para citometria de flujo

Después de la incubacion de los linfocitos B coferdntes condiciones, se tomaron
500,000 células, se lavaron con regulador de FAKD®X0), se coloco 50 pL de anticuerpo
anti: B220-FITC, CD93-PE, CD23-biotinilado, se ibewon a 4 °C 20 min en oscuridad, se
lavaron con regulador de FACS (Anexo) y se cerg@fa 1500 rpm 5 min, se adicioné
CD21-APC y streptavidina-Cy5 e incubd a 4 °C 20 erinoscuridad, se lavaron vy fijaron
las células con paraformaldheido al 2 % a 4 °C rdarb min. Las células se
resuspendieron en 300 pL de regulador FACS (Aneseoleyeron con el FACSCalibur con
el software de BD Biosciences. Los resultados séizamon utilizando el programa Flowjo

version 7.5.

Analisis estadistico

Los resultados se describieron de acuerdo a laibdiston de los datos (promedio y
desviacion estandar). Para determinar la distrdnuade los datos se utilizd la prueba
normalidad Shapiro Wilk. Las variables independisncuantitativas se compararon
mediante la prueba de t pareada. Las diferencias grupo se determinaron utilizando la
prueba ANOVA. Se considerd significativo un vala p0.05, el andlisis estadistico de

los datos se realizo utilizando el programa de eagmmBSPSS 15.
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RESULTADOS

Evaluacion dela funcién de los linfocitos B maduro
Purificacion de linfocitos maduros

Mediante seleccién negativse purificaronlos linfocitos B provenientes de rator
C57BL/6 de 9 semanas de edad, teniendo una puregarndel 95% verificadepor

citometria de flujo. Kigura )

A 10,00 1,66
103—
™
| ]
)
101—
100 0,00 98,34
100 101 102 103 10‘

Figura 7. Pureza deinfocitos B. Linfocitos B fueron purificadopor seleccion negati, una
porcién se marcé con lahticuerps anti CD19-PE y anti CD93-FITgara determinar su pure
mediante citometria de fluga que son marcadores para linfocitc.
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Produccién de anticuerpos en linfocitos B maduros re presencia 0 ausencia de

prolactina.

La determinacién de anticuerpos totales de la cdgbte IgG se realizd utilizando la
técnica de ELISA en el sobrenadante de los linbecB maduros que se incubaron con
diferentes estimulos para ver si existe algun carabire los incubados con prolactina sola
0 co-incubada; medio de cultivo (AIMV), PRL (50 md), anticuerpo anti-lgM (20
pg/mL), PRL mas anticuerpo anti-IgM, anticuerpoi-&i40 (10 pug/mL) y anticuerpo
anti-CD40 méas PRHdurante 7 dias. Nosotros no encontramos anticueig@oggun isotipo
en los sobrenadantes de los linfocitos B incubadosmedio, PRL o anticuerpo anti-IgM.
Sin embargo, en los incubados con anticuerpo gMirhds PRL se detectaron anticuerpos
de la clase IgM (0.6 = 0.3 ng/mL). Cuando los laifos B fueron incubados con anticuerpo
anti-CD40 se detectaron anticuerpos de ambos @sotgM (1.8 + 0.3 ng/mL) e 1gG (1.2 +
0.1ng/mL), esta concentracion se vio incrementadgaaiatro veces en el isotipo IgM (7.4
+ 0.2 ng/mL) e 1gG (4.4 = ng/mL) cuando los linflasd B se co-incubaron con anticuerpo
anti-CD40 y PRL, todos con una diferencia estagisiente significativa (p<0.05), como

se puede observar en la Figura 8.
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Figura 8. Produccién de anticuerpos (IgM e IgG).Por medio de la técnica de ELISA se
determino la produccion de anticuerpos IgG e IgMiriacitos B maduros. A) Produccion de IgM
en linfocitos B con diferentes estimulos; B) pradan de IgG en linfocitos B con diferentes
estimulos *p<0.05.

25



Produccion de citocinas en linfocitos B maduros epresencia o ausencia de PRL

La determinacion de citocinas (IL-4, IL-5, IL-2, FNIFN-y) se realizd en sobrenadantes
de linfocitos B maduros incubados con diferentaémegos (medio, PRL [50 ng/mL],
anticuerpo anti-lgM [20pg/mL], anticuerpo anti-lgidas PRL, anticuerpo anti-CD40 [10
pg/mL] y anticuerpo anti-CD40 mas PRL) durante 4&ilizando la técnica de CBA. De
las diferentes citocinas estudiadas solamente teetdeTNF. La mayor concentracion de
TNF fue detectada al estimular con anticuerpo lgMi-(205.6 + 28.8 pg/mL), al co-
incubar con PRL no se observo un cambid en esteeatracion (211.5 + 29 pg/mL). En
contraste, la concentracion de TNF disminuyo cualwo linfocitos B maduros se
incubaron con anticuerpo anti-CD40 (18.6 + 6.1 gg/m anticuerpo anti-CD40 méas PRL
(21 £ 6.8 pg/mL), esta disminucion fue estadistieara significativa (p<0.05) al comparar
con los sobrenadantes incubados con anticuerpeghihitiNo se encontrd6 TNF en los
linfocitos incubados solamente con PRL o medioyf®).

300+ *

1

T 1

2004

100+

Concentracion de TNF (pg/mL)

Medio PRL anti-lgM anti- anti- anti-
I[gM+PRL CD40 CD40+PRL

*p<0.05

Figura 9. Produccién de TNFe en linfocitos B Por medio de la técnica de CBA se determind la
produccion de citocinas en los linfocitos B madwalsivados con diferentes estimulgs<0.05)
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Determinacion de lapresencia delreceptor de prolactina enlinfocitos B maduros (foliculares
y de zona marginal)

La presencia del RNAm del receptor de prolactirRL()Pen esplencitos y linfocitos B st
confirmé a través de la técnica de PCR punto final, emplearidner: para la porcion
extraelular del receptor. La Figura muestra el transcrito del receptor de prola: (420
pb), se utilizd3-actina como control positi.

1.- Esplenocitos (receptor de PRL)
2.- Linfocitos B (receptor de PRL)
3.- Marcador de peso molecular
4.- Esplenocitos (B-Actina)

5.- Linfocitos B (B-Actina)

Figura 10. Receptor de prolactina A partir de RNAm de esplenocitgslinfocitos B de ratone
C57BL/6 de 9 semana de edad, se realizé6 el cDNA BRGR punto final para el receptor
prolactina.
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Expresion del receptor de PRL en subpoblaciones diafocitos B maduros

Utilizando citometria de flujo se reali la separaciémle las distintas subpoblaciones
linfocitos B maduros (Foliculares y Zona Margin@iendo una pureza mayor del 97 %
cada subpolacion, como se muestra en(Figura 11) Para la purificacion de las distin

poblaciones se utilizaron 8 ratonese realizaron cuatro diferentes purificacio

CD93
CD21

/

v

Figura 11. Purificacion de las subpaoblaciones de linfocitd3. Linfocitos B con una pure:
mayor al 97 % proveniente de ratones C57BL/6 den®amas de edad se marcaron col
siguientes anticuerpos: aftP93, CD19, CD23 y CD21. Utilizando citometria tgd se
purificaron los linfocitos B de Zona arginal y los Foliculares.

Para cuantificar la expresion del RN. del receptor de PRL se utilizo la técnica de F
tiempo real. Encontrando, que tanto los linfocBofliculares como los de zona margi
tienen el transcrito del receptor de PRL pero dereite grado. Los linfocitos B de zc
marginal presentaron aptimadamente el doble de la expresion relativaRNAmM del
receptor de PRL (6.2 0.58) al compararse con los linfocitos B folicuka(8.74+ 0.22)

como se observa en lgigura 1J).
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Figura 12. Expresion relativa del receptor de prolactina Mediante PCR tiempo real
determindla expresiéon relativa del RNAm del receptor de gqebha utilizando primers qu
amplificaran la porcién extreelular. A) Curvas de amplificacién obtenidas aipde PCR tiempc
real. B) Expresion del receptor de prolac en linfocitos B totales, foliculares y de zona niraa
*p<0.05.
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Diferenciacion de los linfocitos B maduros en preseia o ausencia de prolactina.

Para determinar la diferenciacion de linfocitos Badoros, éstos se incubaron con
diferentes estimulos (medio, PRL [50 ng/mL], ardigo anti-lgM [20 pg/mL], anticuerpo
anti-lgM mas PRL, anticuerpo anti-CD40 [10 pg/mLpnticuerpo anti-CD40 mas PRL)
durante 24 y 48 h. Como se muestra en la Figura éBgorcentaje de linfocitos B de Zona
Marginal a las 24 h solamente incremento de unadaignificativa cuando los linfocitos
B se incubaron con anticuerpo anti-lgM mas PRL41#20.8 %) al comparar con los que
se incubaron con anticuerpo anti-IgM (28.9 %). Mientras que a las 48 h (Figura 13B)
se observo que los linfocitos B incubados con aatjpo anti-CD40 (10.4 1.6 %) y
anticuerpo anti-CD40 mas PRL (10 1.5 %) el porcentaje de linfocitos B de Zona
Marginal fue mayor que con los demas estimulos.eBibargo, entre los incubados con
anticuerpo anti-CD40 y anticuerpo anti-CD40 mas PR existio ninguna diferencia.
Cuando se comparo el porcentaje de linfocitos Balea Marginal con cada estimulo con
respecto al tiempo (Figura 13C) se observo quéntmsbados con anti-CD40 (10451 %
[24 h], 10.4+ 1.6 % [48 h] y anti-CD40 méas PRL (%3.9 % [24 h], 1G- 1.5 % [48 h]) el
porcentaje de linfocitos permanecié igual. Mienjas en los incubados con PRL (18.6
2.2 % [24 h], 5.5 0.8 % [48 h]), anti-IgM (9.& 1.9 % [24 h], 5.2 0.5 % [48 h]) o anti-
IgM mas PRL (12.4t 0.8 [24 h], 6.2+ 0.7 % [48 h]) se observd una disminucién en el

porcentaje de linfocitos B de Zona Marginal a l18$h4

En cuanto a los linfocitos Foliculares a las 24ohsa encontré diferencia significativa con
ninguno de los estimulos (Figura 13.1A). Sin embaeq los linfocitos Foliculares a las 48
h se encontré una diminucién, sin ser estadistintargignificativa, en los incubados con
anticuerpo anti-CD40 (80.8 7.2 %) y anticuerpo anti-CD40 mas PRL (72.8.3 %) en
comparacion con los demas estimulos. (Figura 13AIBjompararse el porcentaje de
linfocitos B Foliculares con cada estimulo con ex$p al tiempo se encontré que entre los
incubados con PRL (7688.8 % [24 h], 93.% 0.4 [48 h], anti-CD40 (75.2 2.5 % [24 h],
80.9+ 7.2 % [48 h]) y CD40 mas PRL (7902.5 % [24 h], 79.& 8.3 % [48 h]) no habia

ninguna diferencia significativa, en cambio enilagibados con anticuerpo anti-IlgM (71.9
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+ 5.7 % [24 h], 93.8 0.2 % [48 h]), y anticuerpo anti-IlgM mas PRL (62.8.1 % [24 h],
91.1+ 0.5 % [48 h], se observdé un aumento significagvoel porcentaje de linfocitos
Foliculares a las 48 h. (Figura 13.1C)
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Figura 13. Diferenciaciéon de
linfocitos B maduros de zona

marginal. Se purificaron
linfocitos B totales y se
incubaron en diferentes
condiciones, posteriormente
fueron marcados para citometria
de flujop. Se muestra el
porcentaje de linfocitos B

diferenciadas hacia linfocitos B
maduros. A) linfocitos B de
Zona Marginal a las 24 h, B)
linfocitos de Zona Marginal a las
48 h y C) comparacion de
linfocitos de Zona Marginal a las
24 y 48 h *p<0.05. Fueron
analizados con el programa
Flowjo version 7.5.
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Figura 13.1 Diferenciacion de
linfocitos B maduros
foliculares.  Se purificaron
linfocitos B totales y se incubaron
en diferentes condiciones,
posteriormente fueron marcados
para citometria de flujo. Se
muestra el porcentaje de
linfocitos B diferenciados hacia
linfocitos B Foliculares. A)
linfocitos Foliculares a las 24 h
de incubacién, B) linfocitos
Foliculares a las 48 h de
incubacién y C) comparacién de
los linfocitos Foliculares a las 24
y 48 h de incubacion *p<0.05.
Fueron analizados con el
programa Flowjo versién 7.5.
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DISCUSION

La respuesta inmune presenta diferentes mecanistmosegulacion entre los que se
encuentran los propios a través de factores de micamion como las moléculas de
superficie (CD40, CD40L, CD28, CTLA-4, etc.) y leisocinas, o0 bien los externos como
el sistema endocrino (27). El sistema endocrinaewser regulado a través de citocinas ya
gue se ha demostrado que las células de la hipéfkgiresan receptores para citocinas que
pueden regular la secrecion de hormonas como pirda@®RL), hormona del crecimiento,
ACTH (hormona del crecimiento) entre otras, a su elesistema endocrino puede regular
al sistema inmune, ya que las células del sistamaune expresan receptores para
diferentes hormonas como la PRL (17). La expresiénlos receptores varia entre los
distintos tipos celulares estableciendo una conagida directa entre el sistema inmune y
el endocrino que se manifiesta en los trabajosizezds por Nagy y Berczi que
proporcionan las primeras evidencias de la intenéende la prolactina en el sistema

inmune (15).

Se ha reportado que la PRL puede incrementar ldupoidn de anticuerpos en células
mononucleares de tanto de personas sanas (28) eorpacientes con lupus eritematoso
sistémico (29). Nuestros resultados confirman l@réor. Pero a diferencia a los estudios
previos donde se activan células mononuclearesucomitdogeno mas PRL, nuestro
sistema fue mas limpio, ya que solamente se inoaldarfocitos B maduros con diferentes
estimulos, en este sistema el estimulo de BCR c(smppo anti-lgM) no induce la
produccion de anticuerpos. Sin embargo, al co-iacaon PRL se producen anticuerpos
del isotipo IgM, pero el estimulo que da la PRL radscuerpo anti-IgM no es suficiente
para que se dé el cambio de isotipo ya que noteetdeon anticuerpos de la clase IgG. En
cambio, cuando las células B se incuban con amgowenti-CD40 que es necesario para el
cambio de isotipo (30), mas PRL se observa unmmentéo en la produccion de anticuerpos
de los isotipos IgM e IgG, por lo que la PRL puederementar la produccion de
anticuerpos y favorecer el cambio de isotipo, siemp cuando se dé con el estimulo

adecuado.
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Existen estudios que demuestran que la PRL es fergeren la secrecion de distintas
citocinas como IL2, IFM TNF, IL4 e IL1 pero estos estudios se han reddizen células
mononucleares o linfocitos T (28,31-33). Por otirdd se sabe que los linfocitos B tienen la
capacidad de secretar citocinas (34). En nuestessiitados sélo encontramos un
incremento en TNF cuando los linfocitos B se inecabacon anticuerpo anti-IgM y que la
PRL mas un estimulo (anticuerpo anti-lgM o anti-Op#o es capaz de incrementar la
secrecion de ninguna de las citocinas estudiadas4, (L-5, IL-2, TNF, IFN+y), seria
interesante determinar si la PRL interviene eretaexion de IL-6 en los linfocitos B, ya
gue esta citocina es importante en la secrecioandieuerpos y la PRL incremento la

produccién de anticuerpos.

Estudios previos demostraron la presencia el recefg PRL en linfocitos B y T (35),
nosotros confirmamos esta presencia en esplengciiofcitos B provenientes de ratones
C57BL/6. En bazo se han reportado distintas sulapaibies de linfocitos B maduros
(Foliculares [FO] y Zona Marginal [ZM]) que se peeddiferenciar por sus caracteristicas
fenotipicas y funcionales (5). Nosotros encontragus tanto los linfocitos B Foliculares
como los de Zona Marginal expresan el RNAm del pewede PRL pero en distinta
proporcion. Los linfocitos B Zona Marginal expresarayor cantidad del RNAm de
receptor de PRL que los Foliculares. Es interesaspiecular cual es la funcion del receptor
de PRL y la PRL en estas subpoblaciones ya quetnagelos linfocitos B Zona Marginal
son parte de la inmunidad innata y responden geamié independientes de células T, los

linfocitos B Foliculares cumplen con funciones déimunidad adaptativa (5).

Una vez establecida la presencia del receptor dedPRas diferentes subpoblaciones de
linfocitos B maduros y la expresion de éste enrelifee grado, se determino si la PRL
vitro podia o no afectar la diferenciacién de los liittec B hacia Zona Marginal y/o
Folicular. Se ha reportado que la PRL afecta lauraamion y diferenciacion de linfocitos B
y T (36). En una linea celular de linfocitos protBansfectada con receptor de PRL) la
PRL induce la diferenciacion hacia linfocitos prgd), mientras que en ratones la PRL
presentan un incremento en el porcentaje de lil@e®d maduros en bazo (26). Nuestros

resultados no mostraron un incremento significatro el porcentaje de linfocitos B
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Foliculares o de Zona Marginal debido a la PRLas®@nte se observé un incremento
dependiente de la PRL cuando se incubd con antitighd PRL en la subpoblacion de
linfocitos B Zona Marginal. Sin embargo, este autbero se observo a las 48 h por lo que
la PRL no fue capaz de mantener el aumento desesfaoblacion. La diferencia que
encontramos con lo reportado previamente se pueterda los distintos sistemas
utilizados. Ya que mientras en un sisteimaivo la PRL favorece el incremento de los
linfocitos B maduros esto no se observa en unmssie vitro (linfocitos B puros) a pesar
gue se simula la activacion por antigeno (anti-lgiMor moléculas coestimulatorias (anti-
CD40), por lo que podria ser necesario otras sefjadea que la PRL favorezca la
maduracion de las distintas subpoblaciones dediitof® B maduros. Por otro lado, se
observé que el porcentaje de linfocitos B Zona Mueigdisminuye con el tiempo y
solamente en los que se incubaron con anti-CD4@ieCiD40 mas PRL el porcentaje de
linfocitos B Zona Marginal se mantuvo, esto se dabgque en estudios previos se ha
demostrado que el estimulo con CD40 es fundampatalla maduracién y mantenimiento
de los linfocitos B (38). Este estudio es imporayd que da la pauta para estudiar el efecto
de la prolactina sobre linfocitos B maduros de masoque desarrollan enfermedades
autoinmunes vinculadas a un aumento de ésta hornummao es el caso del lupus

eritematoso sistémico.

36



CONCLUSIONES

» Con el estimulo adecuado (anticuerpo anti-CDd@rblactina incrementa la produccién

de anticuerpos y favorece el cambio de isotipo.

» Los linfocitos B de Zona Marginal y los Folicutar expresan el mRNA del receptor de

prolactina

» Los linfocitos B de Zona Marginal expresan masisagero del receptor de prolactina

gue los linfocitos B Foliculares

» La prolactina no afecta la secrecién de IL-4, ILH52, TNF, IFN< en linfocitos B

maduros

» La prolactina no afecta la maduracién de lootitbs B madurom vitro
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PERSPECTIVAS

Nuestros resultados mostraron que las diferentegoslaciones de linfocitos B maduros
(Foliculares, Zona Marginal) expresan el receptopublactina en diferente grado, ademas
gue la prolactina solamente favorecio la producciéranticuerpos y el cambio de isotipo
con el estimulo adecuado, pero no se encontro fgetaea la diferenciacion y produccion
de citocinas en estos linfocitos B. Por lo queaSeteresante estudiar el efecto de la
prolactina en los linfocitos B (diferenciacion, ssgon de citocinas y produccion de
anticuerpos) en ratones que desarrollan enfermsdag®inmunes, como es el caso de
lupus eritematoso sistémico, ya que se ha repor@dasociacion que existe entre la
prolactina y el desarrollo de la enfermedad y potdgaente en estos ratones si se pueda

encontrar diferencias en la secrecion de citogmdiferenciacion de linfocitos B.
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ANEXO

Preparacion de reactivos

PBS 10X

I. NacCl

ii. KCI

iii. Na2HPO4

iv. KH2PO4

V. Agua destilada
PBS 1X

i. PBS 10X

. Agua destilada

PBS Tween 0.5%

(Solucion de lavado ELISA)

I PBS 1X

il. Tween

40.0g
1.0g
12.2g
1.29g
5010

100 mL
900 mL

1000 mL
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PBS BSA 2% Tween 0.5%
(solucion de bloqueo ELISA)

i. PBS-Tween
ii. BSA 2%

Regulador de Bicarbonatos

I Na2CO3
. NaHCO3

iii. Agua destilada

Fosfatasa Alcalina

I. Tabletas de fosfatasa
. Regulador de bicarbormsato
iil. MgCI2

Regulador para FACS
(solucion de lavado)

i PBS 1X
. SFB (suero fetal bovino)
iii. Azida de sodio 0.005%
Ajustar a pH 7.4

100 mL
29

0.795g
1.465g
500 mL

talfletas
10mL
20puL

200mL
mi
1mL
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Sheat Fluid 10X

(regulador para clitbmetro)

I. NacCl
i. KH2PO4
il K2HPO4
iv. LiCl
V. EDTA
Vi. KCI
Vil. Agua mQ
Ajustar a pH 7.4

Sheat fluid 1X

i Sheat fluid 10X
il. Agua mQ

81.2¢
2649
235¢g
4349
3.6¢9
284
1000 mL

100 mL
900 mL
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