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RESUMEN

Introduccion. La ontogenia del linfocito B inicia en médula 6sea y finaliza en bazo. A
lo largo de este proceso existen mecanismos de tolerancia encargados de la
eliminacién de clonas auto-reactivas. La falla en estos mecanismos contribuye al
desarrollo de enfermedades autoinmunes como el lupus eritematoso sistémico (LES).
LES afecta predominantemente a mujeres en edad reproductiva, este predominio
hacia el sexo femenino se ha atribuido a las propiedades inmunoestimuladoras de las
hormonas, como la prolactina (PRL). En ensayos clinicos se han descrito que
concentraciones séricas altas de PRL correlacionan con mayor actividad de la
enfermedad. Para entender mejor la patologia de LES se han utilizado distintas
cepas de ratones (NZB/NZW, MRL, MRL/lpr). A los cuales al inducirles un estado de
hiperprolactinemia exacerban la enfermedad, ademéas se ha observado que en las
distintas poblaciones de linfocitos B de bazo se expresa el receptor de PRL, siendo
mayor en los linfocitos B T1 (méas inmaduros) y menor en los maduros.

Objetivo. Determinar la expresiéon del receptor de PRL en los distintos estadios del
linfocito B de médula 6sea de las cepas C57BL/6, MRL/lpr y MRL, antes y después
de inducir un estado de hiperprolactinemia.

Material y Métodos. Se emplearon ratones de 9 semanas de edad de las siguientes
cepas: C57BL/6, MRL y MRL/lpr, se trataron durante 6 semanas con metoclopramida
para inducir hiperprolactinemia. Se determiné la expresion del receptor de PRL en los
distintos estadios de los linfocitos B de médula 6sea (pro-B, pre-B e inmaduros), a
nivel de mRNA mediante PCR tiempo real y a nivel de proteina mediante citometria
de flujo.

Resultados y Discusion. Los estadios de maduracion del linfocito B de médula 6sea
(pro-B, pre-B, inmaduros) expresan el receptor de PRL a nivel de mRNA y de
proteina. El estadio de menor diferenciacion de los linfocitos B (pro-B) es el que
expresa mayor cantidad del receptor de PRL. Con hiperprolactinemia la expresion del
receptor de PRL se incrementé solo en los linfocitos pro-B de las cepas que
desarrollan lupus, siendo mas evidente en la cepa MRL/Ipr. Conclusién. Estos
resultados sugieren una participacion de la PRL y de su receptor en el proceso de

maduracién de los linfocitos B, que podria asociarse a la aparicion de la enfermedad.
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INTRODUCCION

Maduracion de los linfocitos B

La ontogenia del linfocito B comienza en médula ésea, en donde las células madres
hematopoyéticas pasan por diferentes estadios hasta llegar a linfocitos B inmaduros
los cuales salen a la periferia y llegan a bazo donde terminan su maduracion (figura
1). Los distintos estadios de maduracién del linfocito B se pueden diferenciar por la
expresion de moléculas de superficie (fenotipo) y por la recombinacién de genes de
las inmunoglobulinas (Ig’s), cadena pesada (IgH) y ligera (IgL) (Kindt y col., 2007).
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Figura 1. Ontogenia del linfocito B. A lo largo del proceso de maduracion de los linfocitos B
se dan los distintos re-arreglos de las cadenas de inmunoglobulina IgH y IgL para dar origen
al BCR. (Kurosaki, 2002).

SLC

El locus de las cadenas ligeras (x y A) y pesada se encuentran en distintos
cromosomas. En el raton el locus para la cadena ligera A se encuentran en el
cromosoma 16, para k en el 6 y en el 12 para la cadena pesada. Durante la
maduracién del linfocito B se lleva a cabo el re-arreglo de genes para dar origen a las
cadenas pesadas Yy ligeras de las inmunoglobulinas (Murphy y col., 2008). Estas
cadenas estan formadas por regiones variables y constantes. La region variable de
las cadenas ligeras (x y A) estan formadas por las familia de genes V y J, mientras la
region variable de la cadena pesada esta compuesta por las familias V, D y J. El re-
arreglo de genes de la region variable ocurren en una secuencia ordenada durante la
maduracién del linfocito B en médula 6sea, este proceso es mediado por las
proteinas RAG-1 y RAG-2 (del Inglés recombinase activating gene 1 and 2), que

tienen actividad de recombinasa (Kindt y col., 2007; Murphy y col., 2008) (figura 2).
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Figura 2. Recombinacion de los genes de la inmunoglobulina. Re-arreglos de los
segmentos génicos VDJ en la cadena IgH y de los segmentos génicos VJ en la cadena IgL
para la formacion del receptor de linfocito B (BCR) (Murphy y col., 2008).

La maduracion del linfocito B inicia con el estadio de maduracion denominado pro-B,
en el cual se lleva a cabo la recombinacion de la regidn variable de la cadena pesada
(IgH), la primera recombinacién es entre los segmentos génicos Dy y Jy (DrJy) €en
ambos alelos, seguida de la recombinacion del fragmento Vy con DyJy en un solo
alelo, posteriormente se une la parte constante (1) por un mecanismo de “splicing”
alternativo (Kurosaki, 2002). Cuando IgH ha sido exitosamente expresada, se asocia
con las proteinas de sefalizacién Iga (CD79a) e IgB (CD79b) y la cadena ligera
subrrogada (A5 y Vpre-B), generando el receptor de antigeno del linfocito pre-B (pre-
BCR) que marca la ultima fase del linfocito pro-B. Este estadio de maduracion se
caracteriza por presentar un fenotipo B220"CD93'IgM"CD43"CD25CD22' CD23
(Martensson y col.,, 2007; Martensson y col., 2010). El segundo estadio de
maduracién del linfocito B, se denomina pre-B, el cual expresa en su superficie el
pre-BCR que junto con el receptor de IL-7 inducen la proliferacién de los linfocitos
pre-B para aumentar el numero de células que tienen éxito en la recombinacion de
los segmentos génicos de IgH. Ademas, la sefializacion del pre-BCR es importante
para comenzar la recombinacién de los segmentos génicos de la cadena ligera (IgL),
la recombinacion se da entre los segmentos V. y J. (VJL), paso importante para
continuar con la diferenciacion del linfocito B (Herzong y col., 2009; Martensson y



col., 2007). Los linfocitos pre-B presentan el siguiente fenotipo
B220°CD93'IgM " CD43 CD25'CD22°CD23" (Martensson y col.,, 2010). Al
recombinarse exitosamente la cadena IgL se une a la cadena IgH (cadena p) mas
Iga e IgB para formar el BCR (isotipo IgM) que se expresa en la superficie celular, lo
cual da origen al ultimo estadio de maduracién del linfocito B en médula ésea,
conocido como linfocito B inmaduro. El cual se caracteriza por el siguiente fenotipo
B220°CD93'IgM*CD43" CD25CD22°CD23" (Hardy y Hayakawa, 2001; Kurosaki,
2002).

Los linfocitos B inmaduros salen a la periferia y migran a bazo para terminar su
maduracion convirtiéndose en linfocitos B maduros (foliculares o de zona marginal).
Para diferenciar a los linfocitos B inmaduros que se encuentran en médula 6sea de
los que viajan hacia bazo se ha utilizado el término de linfocito B transitorio (T), estos
se diferencian de los maduros por tener una vida media corta y expresar el marcador
AA4 (CD93). Existen al menos tres distintos estadios de linfocitos B transitorios, los
T1 (B220'CD93'IgM"CD23), los T2 (B220'CD93'IgM"CD23") y los T3
(B220"'CD93*IgM""CD23") (Allman y Pillai, 2008; Thomas y col., 2006;)

Mecanismos de tolerancia.

A lo largo del proceso de ontogenia del linfocito B, existen diversos puntos de control
gue tienen como finalidad mantener la tolerancia. Siendo esta el conjunto de
mecanismos que se encargan de la eliminacion de las clonas auto-reactivas. Se
clasifica en tolerancia central y periférica; la primera ocurre en o6rganos linfoides
primarios, mientras que la segunda en érganos linfoides secundarios (Kindt y col.,
2007).

Los mecanismos de tolerancia son determinados por la afinidad del BCR por el
antigeno, asi como por la sefializacion del BCR, ocurren tanto a nivel de médula
O0sea como en organos linfoides secundarios (Basten y Silveira, 2010). Estos
mecanismos son: edicion del receptor (cambiando la especificidad del fragmento



variable de la cadena IgH o IgL, remplazando las cadenas auto-reactivas), delecion
clonal (eliminacion de clonas auto-reactivas por apoptosis) y anergia (no respuesta
de las clonas auto-reactivas) (Basten y Silveira, 2010; Pillai y col., 2011; Tussiwand y
col., 2009). (figura 3).
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Figura 3. Mecanismos de tolerancia. El 90% de los linfocitos B auto-reactivos son
eliminados en médula 6sea (tolerancia central), el 10% restante es eliminado en érganos
linfoides secundarios (tolerancia periférica). 1) Linfocitos pre-B que expresan pre-BCR auto-
reactivo son eliminados por delecion clonal. 2) Linfocitos B inmaduros que expresan BCR
con alta afinidad por auto-antigenos experimentan edicién del receptor para disminuir su
auto-reactividad. 3) Linfocitos B inmaduros que continlan expresando BCR auto reactivo son
eliminados por delecién clonal. 4) Linfocitos B T1l que reconocen auto-antigenos con
moderada o alta afinidad experimentan delecién clonal. 5) Linfocitos B Tlque reconocen
auto-antigenos con baja afinidad permanecen en un estado de anergia. 6) Linfocitos B T1
que reconocen auto-antigenos con muy baja afinidad permanecen en ignorancia clonal y
pueden ser eliminados por delecién. 7) Linfocitos B maduros en ausencia de cooperacion por
parte de los linfocitos T experimentan delecion (Basten y Silveira, 2010).

Centro germinal

En médula Gsea la tolerancia central estad determinada por los mecanismos de
edicion del receptor (mecanismo predominante) y delecién clonal (Basten y Silveira,
2010). Se han descrito dos puntos de control en médula ésea para la eliminacion de
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clonas de linfocitos B auto-reactivas. El primero de ellos ocurre en el paso de linfocito
pro-B a pre-B, el cual es regulado por el pre-BCR. En condiciones fisiol6gicas la
formacién del pre-BCR resulta en la seleccion positiva de los linfocitos pre-B en los
cuales el rearreglo de la cadena pesada ha sido productivo, pero si el pre-BCR
reconoce a un antigeno propio con alta afinidad (expresa cadenas pesadas
potencialmente auto-reactivas) estos linfocitos pre-B son eliminados por delecion
clonal (Pillai y col., 2011). El segundo punto de control ocurre en la transicion del
estadio pre-B al estadio de linfocito B inmaduro y es mediado por la sefializaciéon del
BCR, el reconocimiento con alta afinidad del BCR con antigenos propios da como

resultado el mecanismo de edicién del receptor (Pillai y col., 2011).

Solamente el 10% de los linfocitos B inmaduros salen a la periferia como linfocitos B
transitorios-1 (T1), los cuales migran al bazo donde pueden encontrar otros auto-
antigenos que no se encuentran en médula 6sea. Asi las clonas auto-reactivas que
escapan de médula 6sea son sometidas a mecanismos de tolerancia periférica
(Basten y Silveira, 2010). El primero punto de control ocurre en los linfocitos B
transitorios, en la transicion de T1 a T2, en el cual se evita que clonas auto-reactivas
continten el proceso de maduracion mediante los mecanismos de delecion clonal y/o
anergia (Pillai y col.,, 2011). Todos aquellos linfocitos T1 que mediante el BCR
interactien con alta afinidad con auto-antigenos, seran eliminados por delecion
clonal. Mientras que todos aquellos que interactien con baja afinidad permaneceran
en anergia (Basten y Silveira, 2010). Finalmente los linfocitos B maduros también

son sometidos a mecanismos de tolerancia.

La falla en algun punto de control para eliminar las clonas auto-reactivas contribuye
al desarrollo de autoinmunidad y/o enfermedad autoinmune (Meffre y Wardemann,
2008; Von Boehmer y Melchers, 2010), como en el caso de lupus eritematoso
sistémico (LES), en donde se ha demostrado una falla en la tolerancia tanto en
pacientes (Yurasov y col., 2005; Yurasov y col., 2006), como en ratones (Basten y

Silveira, 2010; Lamoureux y col., 2007).



Lupus Eritematoso Sistémico

Lupus eritematoso sistémico (LES) es una enfermedad autoinmune de etiologia
desconocida que puede afectar practicamente cualquier érgano o sistema del
organismo (Lipsky, 2001). Los pacientes con LES presentan defectos en la tolerancia
(central y periférica) (Meffre y col., 2008; Von Boehmer y col., 2010) dando lugar a la
aparicion de clonas auto-reactivas tanto de linfocitos T como de B, estos linfocitos
presentan anormalidades en su activacion, produccion de citocinas y diferenciacion a
células de memoria. Ademas, existe una hiperactividad por parte de los linfocitos B
que se identifica por la presencia de auto-anticuerpos, dirigidos contra diversas
moléculas del nucleo como el DNA, RNP, Ro, La, histonas, etc., los cuales pueden
formar complejos inmunes que con frecuencia salen de circulacion y se depositan en
el rifidn, piel, cerebro entre otros tejidos causando inflamacién y dafio tisular (Lipsky,
2001; Grammer y Lipsky, 2003).

Se desconoce la etiologia de LES. Sin embargo, se considera una enfermedad
multifactorial en la cual los aspectos genéticos, ambientales hormonales e
inmunoldgicos tienen una estrecha interaccion para que se desarrolle autoinmunidad
y se exprese clinicamente la enfermedad (Grammer y Lipsky, 2003; Petri, 2008). LES
afecta predominantemente a mujeres (con una relacién mujer:hombre de 10:1) en
edad reproductiva, este predominio hacia el sexo femenino se ha atribuido a las
propiedades inmunoestimuladoras de las hormonas, como la prolactina (PRL). LES
tiene una tendencia a presentarse o bien a exacerbarse durante el embarazo cuando
se encuentran elevados los niveles séricos de PRL. Los niveles séricos elevados de
PRL se han asociado con la actividad de la enfermedad (Blanco y col., 1999; Leafios
y col., 2001).

Se han empleado distintas cepas de ratones para entender los aspectos relevantes
de la patogenia de LES. Estas cepas son NZBxNZW F;, BXSB, MRL y MRL-FAS""
(MRL/lpr), que tiene la caracteristica de desarrollar espontaneamente una
enfermedad semejante a lupus en humanos (Andrews y col.,, 1978; Furukawa y
Yoshimasu, 2005). La cepa MRL/Ipr, tiene una mutacion en la molécula FAS y se



caracteriza por presentar glomerulonefritis, depdsitos de complejos inmunes,
vasculitis, esplenomegalia, hipergamaglobulinemia y produccién de anticuerpos anti-
nucleares principalmente dirigidos contra DNA de doble cadena (dsDNA). Estas
manifestaciones de la enfermedad comienzan a aparecer a las 12 semanas de edad,
la vida media de esta cepa es de 25 semanas. Mientras que la cepa MRL no
presenta la mutacion en FAS y la enfermedad aparece més tardiamente y es menos
agresiva (Watanabe y col., 1992; Adachi y col., 1996).

Prolactina (PRL)

La PRL es una hormona sintetizada y secretada por la hipofisis anterior y, de forma
extra-hipofisiaria por endometrio, médula 6sea, bazo, células epiteliales mamarias,
linfocitos T y B entre otros (Bole-Feysot y col., 1998). En base a sus propiedades
genéticas, estructurales y funcionales, la PRL pertenece a la familia de la hormona
del crecimiento y del lactégeno placentario, los cuales provienen de un gen ancestral
en comun. El gen que codifica para la PRL en el raton se localiza en el cromosoma
13 y en el humano en el cromosoma 6, tiene un tamafio de 10Kb y esta compuesto
por 5 exones y 4 intrones (Freeman y col., 2000). La transcripcion de este gen es
regulada por dos regiones promotoras diferentes; la region proximal se encarga de la
expresion hipofisiaria, mientras que la otra region se encarga de la expresion extra-

hipofisiaria (figura 4).
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Figura 4. Procesamiento del gen de la PRL. Estructura del gen de la prolactina mostrando
las regiones codificantes y no codificantes, los sitios de inicio y los productos de la
transcripcion de los promotores hipofisiario y extrahipofisiario. También se muestra el
producto de la traducciéon y algunas de las variantes de la prolactina (Ben-Jonathan y col.,
1996).

El gen de la prolactina da origina a una proteina globular compuesta por 199
aminoacidos, formada por 4 a-hélices, con tres puentes disulfuro y dos sitios de
union para el receptor de PRL (figura 5). Existen diferentes isoformas de la PRL, la
principal en hipofisis y suero tiene un peso molecular de 23kDa (Bole-Feysot y col.,
1998). Se han descrito otras isoformas como la glicosilada (25 kDa) con menor
actividad biologica, una pequefia de 16 kDa implicada en el proceso de angiogénesis
(Piwnica y col., 2006), la macroprolactina que puede estar constituida por dimeros
y/o polimeros de la misma hormona o por la unién con otras proteinas como los
anticuerpos (150 kDa) (Bole-Feysot y col., 1998; Leafos y col., 2001). Estas
isoformas resultan de distintos mecanismos como: splicing alternativo, rompimiento
proteolitica y modificaciones post-traduccionales (dimerizacion, polimerizacion,

fosforilacidn, glicosilacién, sulfonacién) (Freeman y col., 2000).
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Figura 5. Estructura tridimensional de la PRL. La estructura tridimensional de la PRL esta
conformada por 4 a-hélices unidas mediante puentes disulfuro, formando dos sitios de unién
para el receptor de PRL (Bole-Feysot y col., 1998).

La PRL puede actuar de forma paracrina y/o autocrina. Su liberacién es estimulada
por serotonina, hormona liberadora de tirotropina, péptido intestinal vasoactivo y por
diferentes farmacos como la domperidona y metoclopramida, es inhibida por
dopamina y por sus agonistas dopaminérgicos como la bromocriptina (Bernichtein y
col., 2010) (figura 6).

Dopamina J P
Agonistas de la dopamina [IEN Hipofisis % = » Metoclopramida
Bromocriptina \/ m « « “ Antagonistas de la dopamina

Células lactotrofas
Receptores dopaminérgicos D2 u

Célula blanco

Caracteristicas =

2 EJ — Tumorogenesis
reproductivas

Produccién de cerebro/prostata
IFN-y

Figura 6. Inducciéon de hiperprolactinemia. La metoclopramida actda sobre las células
lactétrofas de la hipdfisis bloqueando los receptores dopaminérgicos D2 e induce la
liberacion de PRL, la cual llega a las células que expresan el receptor de PRL para ejercer su
efecto. (Bernichtein y col., 2010).
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Actualmente se conocen mas de 300 diferentes funciones de la PRL, las cuales se
pueden clasificar en cinco categorias: 1) reproduccion, 2) osmorregulacion, 3)
crecimiento y desarrollo, 4) metabolismo de carbohidratos y lipidos e 5)
inmunoregulacion, cada una de estas funciones dependera del tipo celular en donde
se exprese su receptor (Bole-Feysot y col., 1998).

Receptor de prolactina

El receptor de PRL es una proteina transmembranal; distribuido en distintos tejidos y
células del sistema inmune como: monocitos, macréfagos, células NK, neutrofilos,
linfocitos T y linfocitos B. Pertenece a la superfamilia de receptores de citocinas clase
[, dentro de la que se encuentran los receptores del factor estimulador de colonias de
granulocitos (G-CSF), de la eritropoyetina y de la interleucina 2 (IL-2), entre otros.
Esta constituidos por tres regiones: extracelular, transmembranal e intracelular. La
region extracelular esta constituida por aproximadamente 200 aminoacidos, presenta
dos puentes disulfuro e interacciona con la PRL. La region transmebranal posee 24
aminoacidos y la intracelular presenta un dominio con motivo (motif) de triptofano y
serina (WS) y dos regiones conservadas (cajal y caja 2) (Bole-Feysot y col., 1998;

Freeman y col., 2000).

El gen en el humano se localiza en el cromosoma 5 y esta compuesto por 11 exones
que por “splicing” alternativo generan cinco isoformas del receptor: la larga,
intermedia, dos cortas y forma soluble del receptor de PRL. En el ratén el gen del
receptor de PRL se localiza en el cromosoma 15 y se conocen 4 isoformas, una larga
y tres cortas. Las diferentes isoformas del receptor de PRL son idénticas en el
dominio extracelular, pero difieren en longitud y composicién de aminoacidos de la
cola intracitoplasmica (Ben-Jonathan y col., 2008; Binart y col., 2010; Freeman y col.,
2000) (figura 7).
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Figura 7. Receptor de prolactina. Se muestran las distintas isoformas del receptor de PRL
en humano y ratén. Las cuales son idénticas en el dominio extracelular pero difieren en el
dominio intracelular. (Ben-Jonathan y col., 2008).

La uniébn de la PRL a su receptor induce la dimerizacion de este, lo cual
desencadena la fosforilacion de tirosinas (Tyr) de distintas proteinas intracelulares
encendiendo diferentes vias de sefializacion como JAK2/STAT y/o MAPK (Binart y
col., 2010; Bole-Feysot y col., 1998; Freeman y col., 2000) (figura 8).

Dimerizacién inducida por la PRL Fosforilacion de JAK y del PRL-R
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Figura 8. Union de la PRL a su receptor. La union de la PRL a su receptor provoca la
dimerizacion de éste y la activacion intracelular. (Freeman y col., 2000).
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Sistemainmune y PRL

La relacion entre PRL y el sistema inmune se hizo evidente en 1930, cuando Smith
observé que el timo de ratas hipofisectomizadas sufria un proceso de atrofia (Smith,
1930). Posteriormente en 1983 Nagy y Berczi indujeron inmunodeficiencia en ratas
tratadas con bromocriptina (agonista dopaminérgico e inhibidor de la secrecion de
PRL). Ademas, el sistema inmune es capaz de regular la secrecion de PRL a través
de citocinas como IL-1, IL-6, TNF-a. que actiuan como reguladores paracrinos o
endocrinos en la liberacion o inhibicion de PRL hipofisiaria (De Laurentiis y col.,
2002). Los timocitos y células mononucleadas son capaces de sintetizar PRL
(Chavez-Rueda y col., 2005; Horiguchi y col., 2004). La estimulacién in vitro con PRL
regula el proceso de maduracién (ontogenia) de timocitos dobles negativos (CD4
CD8) a dobles positivos (CD4"CD8") mediante la induccién de la expresion del
receptor de IL-2 (Carreno y col., 2005). En linfocitos pro-B murinos (B220°CD43")
transfectados con el receptor, la PRL aumenta la diferenciacion hacia linfocitos pre-B
(B220°CD43") (Morales y col., 1999).

La PRL aumenta la expresion de moléculas que participan en la maduracién y
diferenciacion de linfocitos B como CD40 y BAFF-R, lo cual contribuye a la pérdida
de tolerancia. También se ha encontrado que la PRL incrementa la formacion de
anticuerpos, e inhibe la apoptosis en linfocitos (Saha y col., 2011). En bazo se ha
reportado que en ratones BALB/c con hiperprolactinemia el porcentaje de linfocitos B
T1 se modifica (Venkatesh y col., 2006) e incrementa la expresion de genes anti-
apoptoticos como Bcl-2, sugiriendo que la PRL podria estar salvando las clonas auto-
reactivas en bazo (Saha y col., 2009). En ratones con trasplante de médula 6sea la
administracion de PRL recombinante induce un incremento en la linfopoyesis (Sun y
col., 2003). En ratones “knock out” para PRL y su receptor no se encuentran defectos
en la produccién de los linfocitos a pesar de que el numero absoluto de los linfocitos
B y sus precursores estén ligeramente disminuidos (Bouchard y col., 1999;

Horseman y col., 1997). Estos resultados muestran que la PRL participa en el
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proceso de linfopoyesis. Sin embargo, su ausencia no es critica y su participacion en

este proceso puede ser sustituida por otros factores redundantes.

Prolactinay LES

En enfermedades autoinmunes se han reportado niveles elevados de PRL (Orbach y
col., 2006). En pacientes con LES se han descrito concentraciones séricas altas de
PRL que correlacionan con la actividad de la enfermedad (Blanco y col., 1999;

Leafios y col., 2001; Pacilio y col., 2001).

En ratones NZB/NZW se ha reportado que la hiperprolactinemia exacerba la
actividad de la enfermedad y causa una mortalidad temprana al presentar un
incremento de proteinuria y secrecion de anticuerpos IgG principalmente dirigidos
contra DNA. En contraste, la inhibicion de la secrecion de PRL con bromocriptina
incrementa la sobrevida en estos ratones. (McMurray y col., 1991; McMurray, 2001).
También se ha observado que en ratones MRL/Ipr y MRL la induccién de
hiperprolactinemia con metoclopramida exacerba la enfermedad (Ledesma y col.,
2012). En ratones BALB/c R4A-y2b (transgénicos para un anticuerpo patogénico
dirigido contra dsDNA) que no desarrollan lupus ni presentan linfocitos B auto-
reactivos, al ser tratados con PRL para inducir un estado de hiperprolactinemia, se
observo un incremento en el nimero de células B auto-reactivas, en el titulo de
anticuerpos anti-DNA y depdésitos de complejos inmunes en glomérulo (Peeva y col.,
2003; Saha y col., 2011). En un estudio posterior con los mismos ratones se
demostré que los mecanismos de delecién clonal y anergia que inducen tolerancia,

se ven afectados por la PRL (Sahay col., 2009; Saha y col., 2011) (figura 9).
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Figura 9. Efectos de la PRL en los linfocitos B. La prolactina afecta los mecanismos de
delecion clonal y anergia, los cuales inducen tolerancia en los linfocitos B transitorios y
maduros (Sahay col., 2011)

En otro estudio utilizando ratones MRL/Ipr, MRL y C57BL/6 se demostré que las
diferentes estadios de maduracion del linfocito B en bazo (T1, T2, T3, foliculares y de
zona marginal) expresan el receptor de PRL, expresion que disminuye con el grado
de madures. La expresion del receptor de PRL fue mayor en los linfocitos mas
inmaduros (T1) y en las cepas que desarrollan lupus (MRL, MRL/lpr). Al inducirles un
estado de hiperprolactinemia, se observo un incremento tanto de la expresion del
receptor de PRL como del nimero absoluto de los linfocitos T1 en los ratones que
desarrollan LES (MRL, MRL/lpr), no asi en los ratones C57BL/6 (Ledesma y col.,
2012).

Actualmente se sabe que los diferentes estadios de linfocitos B en bazo expresan el
receptor de PRL; en ratones que desarrollan lupus los linfocitos B de bazo mas
inmaduros (T1) son los que expresan mas receptor de PRL. Ademas, el estado de
hiperprolactinemia en estos ratones exacerba la enfermedad, incrementado la
concentracion de auto-anticuerpos, asi como la expresion del receptor de PRL en los
linfocitos B T1 (Ledesma y col., 2012). Por lo que resulta interesante determinar si los
linfocitos B de medula ésea (pro-B, pre-B e inmaduros) expresan el receptor de PRL
y Si su expresion se ve afectada en un estado de hiperprolactinemia.
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JUSTIFICACION

El uso de ratones que desarrollan una enfermedad semejante a lupus, ha permitido
entender mejor la patologia de esta enfermedad. En estos se ha reportado que la
hiperprolactinemia exacerba la actividad de la enfermedad y causa una mortalidad
temprana, también se ha demostrado la importancia de los linfocitos B en el
desarrollo de la enfermedad y que los diferentes estadios de linfocitos B en bazo
expresan el receptor de PRL, siendo mayor la expresién en los linfocitos mas
inmaduros (T1). Ademas, el estado de hiperprolactinemia en ratones MRL, MRL/Ipr
incrementa la expresion del receptor de PRL en los linfocitos B T1. Por lo que resulta
interesante determinar si los linfocitos B de medula 6sea (pro-B, pre-B e inmaduros)
expresan el receptor de PRL y si su expresion se ve afectada en un estado de

hiperprolactinemia.

HIPOTESIS

El receptor de PRL se expresara en todos los estadios del linfocito B de médula

0sea, siendo mayor la expresion en un estado de hiperprolactinemia.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar la expresion del receptor de PRL en los distintos estadios del linfocito B
de médula 6sea de las cepas C57BL/6, MRL/lpr y MRL, antes y después de inducir
un estado de hiperprolactinemia.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
En tres distintas cepas de ratones (C57BL/6, MRL y MRL/Ipr).

1. Determinar la expresion del receptor de PRL a nivel de mRNA vy
proteina en los distintos estadios del linfocito B de médula 6sea (pro-B,
pre-B, inmaduras) purificados por citometria de flujo.

2. Inducir un estado de hiperprolactinemia con metoclopramida y
determinar la exacerbacion de la enfermedad.

3. Determinar la expresion del receptor de PRL a nivel de proteina en los
distintos estadios del linfocito B de meédula o6sea (pro-B, pre-B,

inmaduras) después de inducir un estado de hiperprolactinemia.
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MATERIAL Y METODOS

Animales

Se utilizaron ratones de 9 semanas de edad de las cepas C57BL/6, MRL/MpJ (MRL)
y MRL/MpJ-Fas™ (MRL/Ipr) provenientes de Harlan (Indianapolis, USA) y Jackson
Laboratory (Maine, USA) respectivamente Se mantuvieron en condiciones libres de
patogenos, en cajas de policarbonato de piso sélido con micro aislador, con
fotoperiodos de 12 horas de luz por dia y temperatura del cuarto de 22-23 °C. Se les
proporcion6 alimento (18% de proteina cruda, 6% de grasa cruda y no mas de 3% de
minerales) y agua estéril a libre acceso. Asi como los cuidados y la atencion
veterinaria especificada en la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999, la ley
general de salud y las disposiciones del Departamento de Investigacién Experimental
y Bioterio del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién "Salvador Zubiran",

donde se alojaron a los animales.

Nivel de bioseguridad
El nivel de bioseguridad de nuestros experimentos fue de “nivel 1”7, debido a que se
trabajo con material biologico (células de ratones) que no produce enfermedad y no

son un riesgo para la salud de las personas y el medio ambiente.

Anticuerpos

Los anticuerpos utilizados fueron los siguientes: anti B220-perlas, anti B220-PE
(clona RA3-6B2), anti CD23-PE-Cy7 (clona B3B4), anti IgM-APC (clona 11/41), anti
CD43-FITC (clona eBioR2/60) de eBioscience, USA y anti receptor de PRL policlonal
(Santa Cruz Biotechnology, USA). El anticuerpo biotinilado fue detectado con
estreptavidina-PE-Cy5 (BD Biosciences, USA).

Obtencion de células de médula 6sea.
Los ratones de 9 semanas y de los grupos tratados con PBS (GIBCO, USA) y
metoclopramida (Sigma Aldrich, USA) fueron sacrificados por eutanasia. La médula

Osea se obtuvo de fémur y tibia al inyectar dentro de los huesos medio RMPI frio
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(Thermo Scientific, USA) suplementado con BSA al 1% (MP Biomedicals, Francia) y
EDTA 2mM (IBI Scientific, USA). Posteriormente, los eritrocitos se lisaron al
incubarlos por 2 minutos con 1ml de solucion de lisis (Sigma Aldrich, USA), las
células se lavaron con medio y contaron con azul tripan (BioWhittaker, USA) en la

Camara de Neubauer.

Purificacion de linfocitos B de médula 6sea

A partir de células de médula 6sea, se realizd una purificacion de linfocitos B
mediante una seleccion positiva, para lo cual las células fueron marcadas con un
anticuerpo anti B220 conjugado a perlas magnéticas (15 minutos a 4°C) y se pasaron
por columna de separacibn MACS LS (Miltenyi, Germany). La pureza se verificd
empleando un anticuerpo anti B220-PE por citometria de flujo en el equipo FACSAria
(BD Biosciences, USA).

Purificacion de las poblaciones de linfocitos B en médula 6sea

A partir de linfocitos B purificados por seleccion positiva. Las células se incubaron
con DAPI (Sigma Aldrich, USA) y con los siguientes anticuerpos: anti B220-PE, CD43-
FITC, CD23-PE-Cy7 e IgM-APC, durante 20 minutos a 4°C en oscuridad, se lavaron
y re-suspendieron en medio RPMI. La purificacion de los distintos estadios se realizo
en el clitdmetro FACSAria (BD Biosciences, USA).

Extraccion de RNA

Los linfocitos B y sus diferentes estadios, se resuspendieron en Trizol (Invitrogen,
USA), se incubaron en hielo y se les adicioné glicogeno (10ul/ml Trizol).
Posteriormente se adiciond cloroformo (Sigma Aldrich, USA) 200ul por ml de Trizol,
se homogeneiz6 y se centrifugd. Se recuper6 la fase acuosa y se colocé en un tubo
limpio, se adiciond isopropanol (J.T Baker, USA) 550ul por ml Trizol y se incub6 toda
la noche a -70°C. Finalmente se centrifugd y elimind el exceso de isopropanol, el

boton obtenido se lavé con etanol (Sigma Aldrich, USA) al 75% 1ml por ml de Trizol.
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El mRNA se resuspendié en agua inyectable, se cuantific6 y evalué su pureza

utilizando el espectrofotometro GeneQuant Pro.

Sintesis de cDNA

A 0.5ug de mRNA se le adiciond 1ul de oligo dT (Invitrogen, USA), se adicion6 agua
inyectable para un volumen final de 11ul. Esta reaccibn se coloc6é en un
termociclador a 65°C por 5 minutos. Posteriormente se adicionaron 5ul del regulador
5X, 2ul de DDT (Invitrogen, USA) y 1ul dNTPs (Invitrogen, USA) a 10mM y 1ul de la
enzima Superscript Il (Invitrogen, USA); se corrieron las muestras en el
termociclador en un ciclo de 1 hora a 50°C y 15 minutos 70°C. EI cDNA obtenidos se

almacend a -40°C.

PCR tiempo real

La PCR tiempo real se realiz6 usando una mezcla sonda/iniciadores, para el receptor
de PRL se coloco 1ul de sonda No.38 (Roche, Alemania) y 1.5ul de cada iniciador
CAGTAAATGCCACGAACGAA (anti-sentido) (Roche, Alemania) y
GAGGAGGCTCTGGTTCAACA (sentido) (Roche, Alemania); para la B-actina se
colocé 1ul de la sonda No.56 (Roche, Alemania) y 1.5ul de cada iniciador
AAGGCCAACCGTGAAAAGAT (anti-sentido) (Roche, Alemania) y
GTGGTACGACCAGAGGCATAC (sentido) (Roche, Alemania). Posteriormente se
realiz6 la mezcla de reaccion en la cual se colocaron 1ul de la mezcla
sonda/iniciadores, 2ul de Master Mix (Roche, Alemania), 4.5ul de agua inyectable y
2.5ul de muestra. Las muestras se corrieron en el termociclador LightCycler Il (Roche

Diagnostic, Alemania) bajo las siguientes condiciones:

95°C x 15 minutos F 1ciclo

95°C x 10 segundos
61°C x 30 segundos } 40 ciclos
72°C x 01 segundos

50°C x 30 segundos } 1 ciclo
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El analisis de la expresién relativa del receptor de PRL se realiz6 usando la formula

2ACT, como se muestra a continuacion:

ACT1 = Cp (receptor de PRL) — Cp (B — actina)
AA = ACT1 — (A problema)

Expresion relativa = =Yy}

Tincion de células de médula 6sea

La expresion del receptor de prolactina (PRL) a nivel de proteina se realizd por
citometria de flujo (FACSAria de BD, USA). Las células se marcaron con el
anticuerpo cabra anti-receptor de PRL, un segundo anticuerpo anti-cabra biotinilado y
Streptavidina-Pe-Cy5. Ademas se usaron los siguientes anticuerpos: anti CD43-
FITC, B220-PE, CD23-PECy7 e IgM-APC, para separar los distintos estadios de
linfocitos B (pro-B, pre-B e inmaduras). Como control de isotipo se utilizd un
anticuerpo no relacionado de cabra. Las células se incubaron 20 minutos a 4°C en
oscuridad con los distintos anticuerpos, se lavaron con FACS (PBS 1X, BSA 0.05%,
EDTA 2mM, azida de sodio), se fijaron con para-formaldehido (5 minutos a 4°C en
oscuridad), se leyeron en el citometro FACSAria (BD Biosciences, USA) y analizaron

con el programa FlowJo ( Tree Star Ashland, USA)

Induccidn de hiperprolactinemia.

Se formaran dos grupos (6 hembras por grupo) por cada cepa de ratén, los
tratamientos fueron: 1) 100l de PBS y II) 100l de metoclopramida (Sigma Aldrich,
USA) a una concentracion de 2mg/ml disuelta en PBS. La administracion del
tratamiento se realiz6 durante 6 semanas por via subcutanea (SC). Se tomaron
muestras de sangre al inicio y al término del tratamiento para determinar las

concentraciones séricas de PRL y de anticuerpos anti-dsDNA.
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Determinacion de proteinuria
Los niveles de proteinas en orina se determinaron al inicio y al final del tratamiento,

mediante el uso de tiras reactivas (Uri Check-10).

ELISA para PRL

Se sensibilizé la placa de 96 pozos (Nunc, USA) con 100ul del anticuerpo anti-PRL
de raton (R&D Systems, USA) a una concentracion de 2ug/ml, se incubd durante
toda la noche a 4°C. Se bloqued la placa (PBS-Tween-BSA 2%) y se incub6 una hora
a 37°C. Después de este tiempo se lavd (PBS-Tween), se adiciond el estandar de
prolactina (10ng/ml, 5ng/ml, 2.5ng/ml, 1.25ng/ml, 0.625ng/ml y Ong/ml) y los sueros
problema a una dilucién 1:3. Nuevamente se incubd toda la noche a 4°C y una hora a
37°C. Se lavd y se adicion6 el anticuerpo anti-PRL biotinilado (R&D Systems) a una
concentracion de 0.2mg/ml. Se incub6 2 horas a temperatura ambiente, se lavd y se
adiciono la avidina-AP a una dilucion 1:1000. Finalmente se incub6 30 minutos a
temperatura ambiente y se adiciond el sustrato de la fosfatasa alcalina (Sigma, USA).
La placa se ley6 en un lector de ELISA (Dynatech MR5000) a 405nm en intervalos de

15 minutos por una hora.

ELISA para anticuerpos IgG anti-dsDNA

Se sensibilizo la placa de 96 pozos (Nunc, USA) con 50ul de DNAds (Sigma Aldrich,
USA) a una concentracion de 5ug/ml, se incubo durante toda la noche a 4°C. Se
bloqued la placa (PBS-Tween-BSA 2%) y se incubd una hora a 37°C. Después de
este tiempo se lavdé (PBS-Tween), se adiciond el estandar de anticuerpo anti-DNA
(500ug/ml, 250ug/ml, 125ug/ml, 62.5ug/ml, 31.25ug/ml y Oug/ml) y los sueros
problema a una dilucién 1:50. Después se incubd una hora a 37°C, se lavd y se
adiciono el anticuerpo anti-IlgG-AP a una dilucién 1:800. Finalmente se incubd 45
minutos a 37°C y se adiciond el sustrato de la fosfatasa alcalina (Sigma Aldrich,
USA). La placa se leyo en el lector de ELISA (Dynatech MR5000) a 405nm en

intervalos de 15 minutos por una hora.
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Analisis estadistico

Los resultados se describieron de acuerdo a la distribucién de los datos (promedio y
desviacion estandar). Para determinar la distribucion de los datos se utilizé la prueba
normalidad Shapiro Wilk. Las variables independientes cuantitativas se compararan
mediante la prueba de t de Student. Las diferencias entre grupo se determiné
utilizando la prueba ANOVA. Se considero significativo un valor de p<0.05, el analisis
estadistico de los datos se realizar utilizando el programa de computo SPSS 15.
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RESULTADOS

Expresion del receptor de PRL en células B

A partir de células de médula ésea de ratones C57BL/6 (cepa control) se realiz6 la
purificaron de los linfocitos B por seleccion positiva, obteniendo purezas mayores al
95% verificado por citometria de flujo (figura 10-A). La expresion del receptor de PRL
a nivel de mRNA fue determinada por PCR tiempo real, empleando primers para la
porcion extracelular del receptor, como gen constitutivo se utilizé B-actina (figura 10-
B).
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Figura 10. Expresion del receptor de PRL en linfocitos B. A) Se realizé la purificacion de
linfocitos B mediante una seleccién positiva con anticuerpo anti-B220 asociado a perlas
magnéticas. La pureza se determind por citometria de flujo al marcar con anticuerpo anti-
B220- PE, obteniendo purezas mayores al 95%. B) Mediante PCR tiempo real se determiné
la expresion del receptor de PRL. Se muestran la curva de amplificacion para el receptor de
PRL y B-actina.

Por citometria de flujo se purificaron los distintos estadios de maduracion de linfocito
B de médula 6sea (pro-B, pre-B e inmaduros), obteniendo purezas mayores al 95%
(figura 11).
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Figura 11. Purificacién de los estadios de maduracién del linfocito B. A partir de células
de médula ésea se realizé la purificacién de linfocitos B por seleccién positiva, las células
fueron marcadas con distintos anticuerpos anti CD43, CD23, B220, IgM, para purificar los
distintos estadios y con DAPI para purificar solo las células vivas. La pureza de las
poblaciones obtenidas oscilo entre 95% y 98%. Se muestra una imagen representativa.

Nuestros resultados mostraron que el estadio con menor expresion del receptor de
PRL a nivel de mRNA con una diferencia estadisticamente significativa fue el de
linfocito B inmaduro (0.4 + 0.04), mientras que la expresion del receptor en los
linfocitos pro-B (1.1 £ 0.1) y pre-B (1.2 £ 0.2) fue similar (figura 12-A). A nivel de
proteina el estadio con mayor expresion del receptor fue el pro-B (465.8 + 32.1 IMF
[Intensidad Media de Fluorescencial), siguiéndole el estadio pre-B (251.0 = 15.0 IMF)
y el estadio con menor expresion fue el de linfocito B inmaduro (154.0 £ 37.6 IMF)

(figura 12-B). En la figura 12-C se muestra un histograma representativo de la
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expresion en IMF de los distintos estadios de maduracién de los linfocitos B
provenientes de ratones C57BL/6.
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Expresion del receptor de PRL en ratones que desarrollan lupus

La expresion del receptor de PRL en los linfocitos B de las cepas que desarrollan
lupus (MRL, MRL/Ipr) present6é un patron diferente al de la cepa control (C57BL/6).
En las cepas MRL y MRL/lpr a las 9 semanas de edad (sin manifestaciones de la
enfermedad) los linfocitos que expresaron mas receptor fueron los pro-B seguidos de
los linfocitos B inmaduros y los linfocitos que expresaron menor receptor fueron los
pre-B (figura 13-A). Cepa MRL.: pro-B (1167.8 + 63.5 IMF), pre-B (149.0 + 34.7 IMF),
inmaduros (326.7 = 54.5 IMF); cepa MRL/lpr: pro-B (421.5 £+ 90.3 IMF), pre-B (96.8
25.6 IMF), inmaduros (132.8 %- 28.9 IMF). Al comparar la expresion del receptor de

PRL en las tres distintas cepas; se observé que los linfocitos pro-B fueron los que
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expresaron mayor receptor de PRL en las tres cepas. Por otra parte al comparar la
expresion del receptor de PRL en los linfocitos pro-B de las 3 cepas encontramos
que la mayor expresion del receptor se encontré en la cepa MRL (1167.8 + 63.5
IMF), mientras que las cepas MRL/lpr (421.5 + 90.3 IMF) y C57BL/6 (465.8 + 32.1

IMF) expresaron cantidades semejantes de receptor como se puede apreciar en la
figura 13-B.
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Figura 13. Expresion del receptor de PRL en cepas que desarrollan lupus. Se determiné
la expresion del receptor de PRL a nivel de proteina mediante citometria de flujo. A) Cepas
MRL y MRL/Ipr a las 9 semanas y B) Comparacion de la expresion del receptor entre las tres
cepas. (*p<0.05)

Exacerbacion de LES por hiperprolactinemia

Ratones de 9 semanas de edad de las diferentes cepas fueron tratados con
metoclopramida durante 6 semanas para inducir hiperprolactinemia. Las
concentraciones séricas de PRL antes y al final del tratamiento (15 semanas de
edad) fueron las siguientes: 4.2 £ 1.4y 10.7 £ 1.2 ng/ml en la cepa C57BL/6; 12.5 *
20y 26.3 £ 2.7 ng/ml en la cepa MRL; 12.7 + 2.3 y 34.5 + 4.3 ng/ml en la cepa
MRL/Ipr. En donde los niveles de PRL en las tres cepas se elevaron mas del doble
en el tratamiento con metoclopramida con respecto a los que se trataron con PBS
(control de tratamiento) induciendo un estado de hiperprolactinemia. En el
tratamiento con PBS en la cepa MRL/Ipr se observo un incremento en la
concentracion de PRL con respecto a las 9 semanas, pero sin alcanzar las

concentraciones de los ratones tratados con metoclopramida (figura 14-A).

28



Se compararon las manifestaciones de lupus en los ratones MRL y MRL/lpr antes y
al término del tratamiento con metoclopramida (hiperprolactinemia) o PBS. Los
ratones MRL presentaron proteinuria (121.7 + 37.4 mg/dl) solamente en los ratones
con hiperprolactinemia no asi en los ratones control (PBS). En cambio los ratones
MRL/Ipr tratados con PBS desarrollaron proteinuria (48.0 = 18.7 mg/dl)
incrementando de forma estadisticamente significativa y casi tres veces (166.6 +
23.56 mg/dl) en los ratones con hiperprolactinemia. Figura 14-B. En cuanto a las
concentraciones seéricas de anticuerpos anti-dsDNA del isotipo 1gG, en los ratones
MRL tratados con PBS (15 semanas de edad), se comenz0 a detectar anticuerpos
anti-dsDNA (5.4 = 2.0 upg/ml). Sin embargo, estas concentraciones de auto-
anticuerpos se elevan cuatro veces (23.0 + 5.1 pg/ml) cuando se les induce
hiperprolactinemia, el mismo comportamiento se observé en la cepa MRL/Ipr, las
concentraciones seéricas de auto-anticuerpos se elevan en los ratones con
hiperprolactinemia (22.5 + 5.1 ug/ml), en comparacién con los tratados con PBS
(11.6 £ 1.3 pg/ml) como se puede apreciar en la figura 14-C. Los ratones de la cepa
control C57BL/6 no presentaron ni proteinuria ni anticuerpos anti-dsDNA cuando se

les indujo un estado de hiperprolactinemia.
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Expresion del receptor de PRL en ratones con hiperprolactinemia.

En el estado de hiperprolactinemia se determiné la expresion del receptor de PRL a
nivel de proteina en los distintos estadios de maduracién del linfocito B de médula
Osea. En la cepa control (C57BL/6) no se vio afectada la expresion del receptor
(figura 15-A). Sin embargo, en las cepas que desarrollan lupus se observd un
incremento con una diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) en la expresion
del receptor de PRL en los linfocitos pro-B en los ratones con hiperprolactinemia con
respecto al control. El incremento en la expresiéon fue mas evidente en la cepa
MRL/lpr ya que se incremento 9 veces con respecto al control (PBS 63.4 £ 13.3,
hiperprolactinemia 583.7 + 42.2 IMF); mientras que en la cepa MRL solo hubo un
leve incremento de 512 + 44.8 IMF (PBS) a 652.8 £ 47.7 IMF (hiperprolactinemia). La
expresion en los linfocitos pre-B e inmaduros fue similar en ambos tratamientos: La

expresion del receptor en los linfocitos pre-B fue: en la cepa MRL 100.3 + 10.3 (PBS)
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y 112.2 £ 12.1 IMF (hiperprolactinemia); y en la cepa MRL/lpr 322.8 + 40.7y 172.8 £
33.2 IMF. En los linfocitos B inmaduros la expresion fue la siguiente: en la cepa MRL
192.5 +29.8y 215.0 + 21.9 IMF; en la cepa MRL/lpr 126.3 + 24.3y 123.2 + 31.6 IMF,

como se puede apreciar en la figura 15-B y 15-C.
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DISCUSION

Lupus eritematoso sistémico es una enfermedad autoinmune, que presenta defectos
en la tolerancia dando lugar a la aparicion de clonas auto-reactivas tanto de linfocitos
T como de B. Existiendo una hiperactividad de los linfocitos B que se identifica por la
presencia de auto-anticuerpos, dirigidos contra diversas moléculas del nucleo.
Diversos estudios han demostrado la importancia que tienen los linfocitos B en la
aparicion de la enfermedad, asi como la presencia de hormonas como la PRL. En
este trabajo se evalud la expresion del receptor de PRL en linfocitos B de médula
Osea antes y después de un estado de hiperprolactinemia, utilizando las cepas de
ratbn MRL y MRL/lpr (mutacion en el gen Fas) las cuales desarrollan una
enfermedad parecida al LES (Andrews y col.,, 1978), las manifestaciones de la
enfermedad aparecen antes en la cepa MRL/Ipr ademas de tener una vida media

menor que la cepa MRL.

En 1993 se reportd la expresion del receptor de PRL en linfocitos B de bazo
(Garnerault y col., 1993), en estudios publicados en nuestro laboratorio se demostro
que las diferentes subpoblaciones de linfocitos B en bazo (transitorios, foliculares y
de zona marginal) expresan el receptor de PRL, siendo mayor la expresion en los
linfocitos B mas inmaduros (transitorios-1) (Ledesma y col., 2012;). Estos resultados
sugirieron que los linfocitos B de medula ésea podrian expresar el receptor de PRL.
Nuestros resultados mostraron que los diferentes estadios de maduracion del
linfocito B en médula 6sea (pro-B, pre-B, inmaduros) expresaron el receptor de PRL,
esta expresion dependié del grado de madurez del linfocito B. En el ratbn que no
desarrolla LES (C57BL/6) la expresion del receptor de PRL es mayor en el estadio
mas temprano que estudiamos (pro-B) y conforme el linfocitos B va madurando la
expresion del receptor de PRL va disminuyendo; este patrén fue semejante a lo
reportado previamente en bazo (Ledesma y col., 2012). Nuestros resultados junto
con lo reportado por Morales y col. quienes en lineas celulares de linfocitos pro-B
transfectados con el receptor de PRL e incubados con PRL lograron la diferenciacion
a linfocitos pre-B, apoyan una participacion del receptor de PRL en el desarrollo del

linfocito B.

32



En las cepas que desarrollan espontaneamente LES al igual que en la cepa control el
estadio que expresa mayor receptor de PRL es el linfocito pro-B. Durante el
desarrollo del linfocitos B un paso importante es la eliminacion de las clonas auto-
reactivas en médula 6sea, la cual se da por edicion del receptor y delecién clonal en
el estadio de linfocito B inmaduro. Nuestros resultados mostraron un patron diferente
en la expresion del receptor de PRL en los linfocitos pre-B e inmaduros entre las
cepas que desarrollan LES y la cepa control. Mientras en la cepa control la expresion
del receptor fue menor en los linfocitos B inmaduros y mayor en los pre-B, en las
cepas MRL y MRL/lpr la expresion del receptor fue mayor en los linfocitos B
inmaduros en comparacion a los pre-B. Ademas, de que se ha reportado que la
sefializacion del receptor de PRL incrementa la expresion del gen anti-apoptotico Bcl-
2 (Buckley, 2001; Kochendoerfe y col., 2003), sugiriendo que el aumento en la
expresion del receptor de PRL en los linfocitos B inmaduros solo en las cepas que
desarrollan LES, podria favorecer la sobrevida de las clonas-autoreactiva, aunque

sera necesario realizar mas experimentos para poder comprobar esta hipotesis

Se ha reportado que la metoclopramida induce un estado de hiperprolactinemia si se
administra en dosis adecuadas (Ledesma y col., 2012; Oberberk y col., 2004). Los
ratones de las cepas C57BL/6, MRL y MRL/Ipr tratados con metoclopramida
incrementaron sus niveles de PRL. Solamente en las cepas con el fondo genético
para desarrollar LES se observé la exacerbacion de la enfermedad al aumentar los
niveles séricos de los anticuerpos anti-dsDNA y proteinuria, resultados que
concuerdan con los reportados previamente en modelos de hiperprolactinemia y
lupus, como McMurray quien indujo un estado de hiperprolactinemia en ratones NZB
X NZW (McMurray y col., 1991) mediante un trasplante de hipdfisis y Peeva en
ratones Sle3/5 R4A-72b C57BL/6 (Peeva y col., 2006), en donde utilizaron PRL
recombinante para causar la hiperprolactinemia. En ambos estudios el estado de
hiperprolactinemia exacerb6 la enfermedad. Estos resultados son similares a lo
encontrado en ensayos clinicos, donde se demuestra que los niveles elevados de

PRL correlacionan con la actividad de LES (Blanco y col., 1999; Orbach y col., 2011)
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Al comparar la expresion del receptor de PRL en un estado de hiperprolactinemia, en
la cepa C57BL/6 los cuales no desarrollaron manifestaciones de LES, no
encontramos diferencia en la expresion del receptor de PRL a nivel de proteina en
los distintos estadios de maduracion de los linfocitos B. Estos resultados fueron
similares a lo reportado por Ledesma y col., donde no se vio afectada la expresion
del receptor de PRL en las diferentes subpoblaciones de linfocitos B de bazo en
estos mismos ratones. En contraste en las cepas que desarrollan lupus la expresion
del receptor de PRL se vio afectada en el estado de hiperprolactinemia cuando las

manifestaciones de la enfermedad se exacerbaron.

Dentro de los diferentes estadios de maduracion del linfocito B, los pro-B fueron los
anicos en los que se incremento6 la expresion del receptor de PRL en el estado de
hiperpolactinemia en las cepas que desarrollan LES, este incremento podria estar
asociado a la exacerbacién de la enfermedad. Por lo que resultard interesante
investigar qué genes pueden ser regulados en la interaccion PRL- receptor en los

linfocitos pro-B.

Es claro que la hiperprolactinemia exacerba las manifestaciones de LES solamente
en los ratones con fondo genético para desarrollar la enfermedad. Ademas de
encontrar que los linfocitos B de médula 6sea expresan el receptor de PRL y que el
patrén de expresion es diferente entre la cepas control y las que desarrollan LES,
esto aunado a que la expresion del receptor solo incrementa en los linfocitos pro-B
en hiperprolatinemia. Con estos resultados es posible pensar que la interaccion de la
PRL con su receptor esté afectando algunos de los mecanismos de tolerancia central
como: delecién clonal y/o edicién del receptor (Basten y Silveira, 2010; Pillai y col.,
2011; Tussiwand y col., 2009). Como ya se ha reportado a nivel de bazo en ratones
BALB/c R4A-y2b, en donde los mecanismos de delecién clonal y anergia en linfocitos
B transitorios se ven afectados por la PRL (Saha y col., 2009). Esto tendria relacion
con la apariciéon de LES, ya que la presencia de linfocitos B auto-reactivos es la

principal caracteristica de esta enfermedad autoinmune. Por lo que resultara
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interesante investigar si la interaccion de la PRL con su receptor afecta alguno de los

mecanismos que inducen tolerancia central en los linfocitos B.
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CONCLUSIONES

El receptor de PRL se expresa en todos los estadios de linfocito B de médula 6sea
antes y después de inducir un estado de hiperprolactinemia. Lo que sugiere que la
PRL podria estar participando en la evasion de los mecanismos de tolerancia central
ya que el estado de hiperprolactinemia solamente aumento la expresion del receptor

en el estadio pro-B en los ratones que desarrollan lupus.
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PERSPECTIVAS

Con este trabajo se demostré la expresion del receptor de PRL en los distintos
estadios de maduracion del linfocito B (pro-B, pre-B e inmaduros) de médula 6sea en
cepas que desarrollan lupus, antes y después de inducir un estado de

hiperprolactinemia.

Ahora resulta interesante demostrar la participacion de la PRL y su receptor en la
evasion de los mecanismos de tolerancia central (ediciobn del receptor, delecion
clonal y anergia), lo cual puede estar favoreciendo el desarrollo de lupus en los
ratones MRL y MRL/lpr
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ANEXO
Preparacion de reactivos

PBS 10X pH 7.4

NacCl

KoHPO4
KH,PO4

Agua destilada

vV V VYV V

Regulador FACS
» PBS 1X
» Suero Fetal Bovino 0.5%
» EDTA 2mM
» Azida de sodio 0.01%

Solucién de lavados
> PBS 1X
> Tween 20 al 2%

Solucién bloqueadora
» PBS 1X
» Tween 20 al 2%
» AlbUumina 2%

Regulador de Bicarbonatos pH 9.5
» NapCOg3
» NaHCOs3
» Agua destilada

40.0g
12.2¢g
1.2g

500ml

400ml
2m|
1.6ml
1.6ml

50ml

Iml

19

0.795g
1.465g
500ml
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Medio para células de médula 6sea
» Medio RPMI
» BSA 0.5%
» EDTA 2mM

Regulador MACS
» PBS 1X
» BSA 0.5%
» EDTA 2mM

Sustrato de la fosfatasa alcalina
> Sustrato

50ml
1.25ml
200yl

50ml
1.25ml
200yl

2 tabletas

» Regulador de bicarbonatos10ml

> MgCl,

20pl
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