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INTRODUCCION

El Lupus Eritematoso Sistémico (LES) es una enfermedad autoinmune cronica
degenerativa en la cual existen diferentes poblaciones de linfocitos T auto-reactivos
gue intervienen en su patogenia, los cuales presentan anormalidades en su

activacion, produccién de citocinas y diferenciacion a células de memoria.

Esta enfermedad es mas frecuente en mujeres por lo que se ha asociado con la
participacién de distintas hormonas, una de ellas es la prolactina. Diversos estudios
han reportado un incremento en los niveles séricos de prolactina en pacientes con

LES activo.

Se ha descrito que esta hormona interviene en la activacion de los linfocitos T y B,
e incrementan su proliferacion. También se ha demostrado que estos linfocitos

expresan el receptor de prolactina.

Debido a esto, la busqueda de la expresion del receptor de prolactina en distintas
poblaciones de linfocitos T, caracterizadas por la tincion de sus marcadores de
superficie con anticuerpos fluorescentes y analizadas por citometria de flujo,
provenientes de dos modelos de raton: C57BL/6 el cual es utilizado como grupo
control y Ipr/MRL que desarrolla LES de forma espontdnea, podria ayudar a

comprender el papel de la hormona en la enfermedad.



MARCO TEORICO

LINFOCITOS T

En médula 6sea las células troncales (HSC) se diferencian a progenitores linfoides
tempranos (ELP) que dan lugar a los progenitores linfoides comun (CLP), los cuales
migran de la médula 6sea hacia el timo donde proliferan, se diferencian y pasan por

procesos de seleccion que da lugar al desarrollo del linfocito T maduro.

Los CPL llegan al timo a través de los receptores de quimiocinas, pero siguen
teniendo el potencial para dar lugar a mas de un tipo de célula (NK, dendriticas),
para que estos progenitores queden comprometidos por completo al linaje de T se
necesitan diferentes sefiales, como la del receptor Notch (receptor asociado con el
desarrollo de células embrionarias). Una vez en la corteza timica los timocitos
expresan sobre su superficie un complejo multiprotéico llamado receptor de
linfocitos T (TCR). Este se genera por la recombinaciéon somatica de los genes VJ
de la cadena o y VDJ de la cadena 3 que se encuentran en los cromosomas 14y 6
en los ratones, seguida de una proliferacion y coexpresion de CD4 y CD8, conocidos
como timocitos doble positivos (DP). Los timocitos DP al migrar hacia la unién
corticomedular interactian con las células epiteliales, las cuales expresan
moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC). En este punto se da

una seleccidon positiva en la cual se seleccionan a los linfocitos con un TCR

funcional, ademas de una diferenciacion a linfocitos T CD4*, si se unen a moléculas
del MHC-II, o linfocitos T CD8*, si se unen a moléculas del MHC-I. Los linfocitos
simples positivos (SP) son dirigidos en forma quimiotactica a la médula del timo

donde interaccionan con macrofagos y células dendriticas que expresan el complejo



MHC/péptidos propios. Los linfocitos cuyo TCR reconoce con alta afinidad el
complejo (MHC/péptido) son eliminados por apoptosis, dando lugar a una seleccién
negativa, aungue algunas clonas autorreactivas salen a la periferia constituyendo
un riesgo para el desarrollo de autoinmunidad. Finalmente, los linfocitos T “naive”
migran del timo por la circulacién periférica a los 6rganos linfoides secundarios
(bazo, ganglios linfaticos y tejido linfoide asociado a mucosas) donde interactian
con las células dendriticas a fin de reconocer los péptidos antigénicos presentados
por las moléculas del MHC, si reconocen estos péptidos, las células se activan, se

expanden (expansion clonal) y se diferencian en linfocitos T efectores.’ ?

Funcién de las células T en el sistema inmune.

Los linfocitos T CD4* efectores pueden dividirse en Thl, Th2, Tregy Th1l7 basados
en el patron de secrecion de citocinas y el factor de transcripcion que expresan. Los
linfocitos Thl producen interleucina 2 (IL-2), interferon y (IFN-y), TNFa (factor de
necrosis tumoral) y TNF-B, y se caracterizan por la expresion del factor de
transcripcion T-bet.! Favorecen la activacion de los macréfagos para la eliminacion
de patdgenos intracelulares, ademas de ayudar a los linfocitos T citotéxicos a
convertirse en linfocitos efectores para que lisen las células dianas infectadas por

virus.3

Los linfocitos Th17 participan en la respuesta contra microorganismos extracelulares
y hongos, para su diferenciacion a partir de los linfocitos T “naive” se necesitan las
citocinas TGF-B e IL-6. Se caracterizan por la produccion de IL-17 e IL-21.
Desempefian una funcién importante en mantener la integridad de las superficies

mucosas.! Las células Th17 expresan un factor de transcripcién tnico RORyt .



La familia de citocinas IL-17 exhibe un amplio espectro de acciones, incluida la
capacidad de inducir la produccién de molécula causantes de inflamacién y dafio al

tejido.

En particular, la IL-17A es capaz de estimular la produccion de quimiocinas y
citocinas de multiples células, como las células epiteliales y los fibroblastos, y de
promover la proliferacion, maduracion y reclutamiento de neutréfilos, macrofagos y
linfocitos a través de la induccion de quimiocinas y factores estimulantes de

colonias.®

Los linfocitos Th2 son productores de IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 e IL-13. Ademas,
estimulan eficazmente a los linfocitos B para que proliferen y produzcan anticuerpos
(en especial IgE y algunas subclases de IgG); actuan frente a parasitos

extracelulares.t: 6

Los linfocitos T reguladores (Treg) ayudan a controlar el desarrollo de las respuestas
inmunitarias y limita la respuesta contra los tejidos propios. Pueden inhibir la
proliferacion de otras poblaciones de células T. Expresan sobre su superficie CD4
asi como CD25, pero son identificadas de manera mas definitiva por su expresion
de un regulador transcripcional maestro, FoxP3.5 Se han identificado diversas
subpoblaciones de linfocitos Treg que difieren en caracteristicas fenotipicas o en su
origen. Los linfocitos Treg naturales (nTreg) se diferencian cuando su TCR reconoce
a antigenos propios con una afinidad intermedia en timo. Por otra parte, los linfocitos
Treg inducidos (iTreg) son el resultado de estimulacién apropiada del receptor de
linfocito T “naive” y un microambiente particular de citocinas (TGF-f3, IL-2) en los
6rganos linfoides secundarios.” Esta poblacion constituye de un 5 a 10% del total

de linfocitos T CD4* en ratones sanos.8
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Figura 1. Funcién de los linfocitos Th en el sistema inmune. (Modificado de: Lépez M.)°

En las inmunopatologias, como son las respuestas alérgicas, los linfomas o la
autoinmunidad, los linfocitos Thl, Th2 y Th1l7 se encuentran implicados debido a
gue presentan un incremento en su actividad.’® En las enfermedades autoinmunes
se ha demostrado que las citocinas secretadas por los diferentes subtipos de

linfocitos T CD4*, juegan un papel importante en su patogenia.®

LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO

Lupus Eritematoso Sistémico (LES) es una enfermedad crénica autoinmune de
etiologia desconocida que puede afectar cualquier 6rgano o sistema. Se considera
una enfermedad multifactorial en la cual los aspectos genéticos, inmunoldgicos,
ambientales y hormonales tienen una estrecha interaccion para que se desarrolle la

enfermedad.!?



Las principales manifestaciones clinicas son los exantemas, la artritis y la
glomerulonefritis. Se encuentran diferentes auto-anticuerpos, dirigidos contra
diversas moléculas del nucleo como el DNA, RNA, Ro, La e histonas. Los
inmunocomplejos formados a partir de los autoanticuerpos y sus antigenos

especificos son responsables de la glomerulonefritis, artritis y vasculitis.'?

Para el estudio de esta enfermedad, los investigadores han desarrollado cepas que
espontaneamente presentan sintomas de LES que se asemejan a la enfermedad
humana, a través de varias generaciones de endogamia de distintas lineas de ratén.
Los ratones provenientes de la primera generacion de la cruza entre las cepas New
Zealand Black (NZB) y New Zealand White (NZW), conocidos como NZB/NZW F1,
desarrollan un sindrome similar a lupus caracterizado por linfoadenopatia,
esplenomegalia, titulos elevados de anticuerpos antinucleares y glomerulonefritis
mediada por inmunocomplejos. Los ratones MRL derivan de multiples cruzas de
cepas consanguineas LG/J, C3H/Di, C57BL/6 y AKR/J. Una mutacion espontanea
en el gen Fas ocurrida durante la endogamia causo linfoproliferacion (fenotipo lpr),
generando la cepa MRL/Ipr. Estos animales demostraron hiperactividad de las
células B, complejos inmunes circulantes, hiperplasia linfoide y glomerulonefritis. La
inclusion de la mutacion Ipr incrementa la severidad de la enfermedad, provocando

linfoproliferacién.*?

Tanto en los pacientes como en los modelos de raton que desarrollan LES
(NZB/NZW F1, MRL, MRL/lpr) se presentan defectos en los mecanismos de
tolerancia dando lugar a la aparicion de clonas auto-reactivas tanto de linfocitos T
como de B. Estas células presentan anormalidades en su activacion, produccion de

citocinas y diferenciacion a células de memoria. Los linfocitos T CD4* auto-reactivos



cooperan a través de sus moléculas co-estimulatorias y secrecion de citocinas con
los linfocitos B auto-reactivos para la produccién de auto-anticuerpos, 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.14

LES afecta predominantemente a mujeres principalmente durante la edad
reproductiva, con una relacion mas baja antes de la pubertad y una disminucién en
la menopausia. Las diferencias entre los sexos pueden influir en la expresion clinica
y seroldgica, el tratamiento y los resultados, siendo la proporcion media entre

mujeres y hombres de alrededor de 9:1.%°

En pacientes con LES, tanto hombres como mujeres, se ha demostrado un
metabolismo anormal de esteroides sexuales. Comparado con controles, la mujer
con LES tiene niveles menores de andrégenos y niveles altos de estradiol y

prolactina.'®

HORMONAS EN LA INMUNIDAD

Existen diferencias entre las respuestas inmunes de hombres y mujeres; en general,
las mujeres tienen una mejor inmunidad humoral y celular, también tienen una
mayor resistencia a una variedad de infecciones. Estas observaciones implican la

influencia de factores hormonales en la respuesta inmune.’

Las células del sistema inmune expresan receptores de estrégenos y andrégenos.
En experimentos in vitro se ha probado si la expresion de estos receptores afecta la
respuesta de los linfocitos. Los tratamientos con estrégenos aumentan la respuesta

a antigenos de las células mononucleares de sangre periférica obtenidas de



mujeres. Contrariamente, la testosterona inhibe la proliferacién y diferenciacion de
linfocitos, la produccién de anticuerpos de las células B y la actividad citotoxica de

las células NK.18

Prolactina

La prolactina es una hormona hipofisaria multifuncional con méas de 300 funciones
agrupadas en funciones reproductivas, metabdlicas, osmoreguladoras e
inmunoreguladoras. Es una hormona polipeptidica de 23 kDa, sintetizada y
secretada principalmente por las células lactotropas de la adenohipdfisis.’® Es
miembro de la familia de la hormona del crecimiento (GH) y la hormona lactogénica
(LH). Es una proteina globular de una sola cadena con 199 aminoacidos y tres
puentes disulfuro intramoleculares (Cys 4-11, 58-174 y 191-199). El 50% de los
aminoacidos en la cadena conforman una estructura secundaria de a-hélice.?°

(Figura 2)

Figura 2. Estructura terciaria de la prolactina. Presenta cuatro dominios a-hélice y 2 sitios

de union al receptor. (Tomada de Blanco, F. 2012)%



Ademas de ser sintetizada y secretada por las células lactrotopas de la hipofisis, la
prolactina puede ser producida por otras células y tejidos. Los principales son la
decidua, células del sistema inmune, cerebro y miometrio, ademas existe evidencia
de la sintesis de prolactina por la piel y glandulas exégenas, incluyendo las

glandulas mamarias, sudoriparas y lagrimales.?!

La prolactina hipofisaria actla a través de una via enddcrina clésica, es secretada
por una glandula, transportada por el sistema circulatorio y actla sobre la célula
diana a través de receptores especificos localizados en la membrana plasmética.
La prolactina extrahipofisaria puede actuar como un factor de crecimiento,
neurotransmisor o inmunomodulador, de manera autdcrina o paracrina. Usando
estas vias puede activar diversas acciones asociadas con la prolactina sin afectar

la concentracion circulante de esta hormona.?2

Receptor de prolactina

La accion de la prolactina esta mediada por su receptor, el cual es expresado en las
glandulas mamarias, gonadas, utero, cerebro, glandula hipofisiaria, glandula

adrenal, pulmén, corazoén, higado, musculo esquelético, piel y linfocitos.*®

El receptor de prolactina pertenece a la subfamilia tipo | de los receptores de
citocinas y presenta tres regiones: a) region extracelular, la cual une a la hormona,
b) region transmembranal (~25 residuos) y c) region citoplasmatica. Es encontrado
en varias isoformas producidas por splicing diferencial del RNA o por escision post-
transcripcional.?® En ratén se han identificado una isoforma larga y tres isoformas
cortas, las cuales exhiben una region extracelular y transmembranal idéntica,

mientras que la region intracelular presenta diferentes tamafios y composiciones,



dependiendo de la isoforma del receptor, las formas cortas solo difieren por unos

cuantos aminoacidos en la parte citoplasmatica.?? (Figura 3)
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Figura 3. Isoformas del receptor de prolactina. (Tomada de: Bernard, V. 2015)%*

La activacion del receptor de prolactina involucra la dimerizacién secuencial del
receptor inducida por el ligando. Cada molécula de prolactina contiene dos sitios de
unién. Primero el sitio de unién 1 de la prolactina interactia con una molécula del
receptor. La formacion de este complejo hormona-receptor inicial es el prerrequisito
para la interaccion del sitio de unién 2 en la misma molécula de prolactina con una

segunda molécula del receptor.?® (Figura 4)
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Figura 4. Mecanismo de activacién del receptor de prolactina. (Tomada de: Freeman, M.
2000)%®
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La zona proximal de la region intracelular esta asociada constitutivamente con una
tirosina cinasa denominada cinasa Janus 2 (Jak2).?° La activaciéon de Jak2 ocurre
por transfosforilacion y desencadena una via de sefializaciéon dependiendo de la
isoforma presente en la célula.?® Sila PRL actla a través de la isoforma larga, activa
distintas cinasas, incluidas Jak2/Stat, Src cinasa, fosfotidilinositol-3-cinasa
(PI3K/Akt), proteina cinasa activada por mitogeno (MAPK) y Nek3-vav2-Racl. Sin
embargo, la isoforma corta no activa Stat, pero puede activar las vias MAPK y PI3K

(Figura 5).27

Isoforma larga Isoforma corta

Membrana

Figura 5. Principales vias de sefializacion provocadas por isoformas de PRLR largas y
cortas. (Tomado de Binart, N. 2010)?"
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Prolactina en LES

En enfermedades autoinmunes como LES, artritis reumatoide, esclerosis sistémica
y el sindrome de Sjogren se ha observado hiperprolactinemia.?® También se ha
observado que estados de hiperprolactinemia, como embarazo o lactancia,
desencadenan las erupciones de lupus, ademas de encontrarse frecuencias
elevadas de hiperprolactinemia en hombres con LES.?° Estos hallazgos también
han sido observados en ratones NZB/NZW donde, después de inducirse un estado
de hiperprolactinemia, se detectaron inmunocomplejos y proteinuria tempranos, y
muerte acelerada. En ratones MRL/Ipr el estado de hiperprolactinemia exacerba las
manifestaciones de la enfermedad.3° La prolactina influye en la funcién enddcrina
del timo, modula genes comprometidos con distintas actividades biolégicas de su
epitelio, ademas de presentar un efecto antiapoptético en la linea celular Nb2
proveniente de linfoma timico de rata.3! El receptor de prolactina es expresado en
todos los linfocitos T y B. Diversos estudios han demostrado que la prolactina
aumenta la activacion de linfocitos T de diversas maneras. En linfocitos T CD4
activados con PMA se ha reportado que la PRL favorece la expresién de CD69 y
CD154%, mientras que en T CD8 activados con fitohemaglutinina la PRL incrementa
la expresion de CD69 y CD25.23 La PRL también interviene en la secrecion de IL-2
e IFNy en linfocitos T CD4%, ademas de modular la expresién de T-bet en una
linea celular de linfocitos T CD4.34 Se ha demostrado que la expresién del receptor
de PRL en las células T reguladoras (CD4*CD25"CD127'°%) se presenta de forma
constitutiva mientras que en las células T efectoras es inducible cuando las células

se estimulan con anti-CD3/CD28.3° Por lo que resulta importante determinar la

12 -



expresion del receptor de PRL en las distintas poblaciones de linfocitos T asociados

a LES.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Lupus eritematoso sistémico (LES) es una enfermedad autoinmune que se
caracteriza por la presencia de clonas auto-reactivas y la produccion de auto-
anticuerpos que afecta principalmente a mujeres en edad reproductiva, LES tiende
a presentarse o exacerbarse durante el embarazo o en el periodo post-parto,
condiciones que se acompafian de niveles elevados de hormonas, entre ellas la
prolactina (PRL). El uso de modelos de raton (NZB/NZW, MRL, MRL/Ipr) que
desarrollan una enfermedad semejante a lupus en el humano, han permitido
entender mejor la patologia de esta enfermedad. En estos modelos se ha
demostrado una falla en la tolerancia central y periférica en los linfocitos T y B, que
tiene como consecuencia la generacion de clonas autorreactivas. También se ha
demostrado que el incremento de los niveles séricos de PRL exacerba las
manifestaciones del LES solamente en los ratones susceptibles a desarrollar la

enfermedad, al igual que en pacientes con LES.

Ademas, se ha reportado que la PRL favorece la activacién y proliferacion de
linfocitos T CD4.

Debido a la influencia de la prolactina en la proliferacion de los linfocitos T, la
busqueda de su receptor en las distintas poblaciones asociadas a LES contribuye a
una mejor comprension de su papel en el desarrollo de la enfermedad y la

exacerbacion de sus sintomas.

De ahi que la pregunta de investigacion a responder es: ¢ cuél seré la expresion del
receptor de prolactina en las distintas poblaciones de linfocitos T de ratones que

desarrollan una enfermedad similar a lupus eritematoso sistémico?
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HIPOTESIS

El receptor de prolactina se expresara en los linfocitos CD8, CD4, Treg y esta
expresion sera mayor en las células de ratones que desarrollan una enfermedad

similar a lupus.

OBJETIVO

Determinar la expresion del receptor de prolactina en distintas poblaciones de
linfocitos T obtenidos de bazo de ratbn MRL/lpr que desarrolla una enfermedad

similar a lupus eritematoso sistémico.

Objetivos particulares

1. Comparar las distintas poblaciones de linfocitos T de raton, antes y después
de desarrollar la enfermedad.

2. Determinar la expresion del receptor de prolactina en linfocitos T de raton,
antes y después de desarrollar la enfermedad.

3. Comparar las citocinas producidas por los linfocitos T, antes y después de la
enfermedad.
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MATERIAL Y METODOS.

Tipo de estudio

Estudio observacional, prolectivo, longitudinal y comparativo.

Universo de estudio

Se emplearon ratones hembras de las cepas C57BL/6 (cepa control) de 9 semanas
de edad y MRL/Ipr (cepas que desarrollan lupus), de 9 semanas de edad (los
cuales no presentan las manifestaciones de la enfermedad) y 18 semanas (con
manifestaciones de la enfermedad). Se reprodujeron y mantuvieron en el Bioterio
del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias "Ismael Cosié Villegas” en
condiciones libres de patdgenos. Para realizar los experimentos los ratones se
transportaron en compartimentos cerrados y especiales para el transporte de
roedores, hechos de plastico resistente con pequefas ventilaciones cubiertas con
micro-aisladores con las caracteristicas segun la Norma Oficial Mexicana NOM-
062-Z00-1999 al Bioterio del Centro Médico Nacional Siglo XXI, donde se

mantuvieron de uno a dos dias antes de sacrificarlos por eutanasia.

Se utilizaron 3 grupos:

e Grupo 1. Ratones C57BL/6 de 9 semanas de edad, como grupo control.

e Grupo 2. Ratones MRL/Ipr de 9 semanas de edad, Grupo de ratones que aun
no desarrollan sintomas de una enfermedad similar a lupus.

e Grupo 3. Ratones MRL/lpr de 18 semanas de edad. Grupo de ratones que

presentan una enfermedad similar a lupus.

Variables

Independiente: Enfermedad similar a LES.

Dependiente: Expresion del receptor de prolactina.
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TECNICAS

Determinacion de proteinuria

Los niveles de proteinas en orina se determinaron antes de la eutanasia mediante
el uso de tiras reactivas (URIDIAG 40001300, MEX).

ELISA para anticuerpos IgG anti ds-DNA

Se sensibiliz6 una placa de 96 pozos (Nunc, USA) con 50 uL de ds-DNA (Sigma
Aldrich, USA) a una concentracién de 5 ug/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 con PBS-Tween y se adicioné el estandar de
anticuerpo anti-DNA (Sigma Aldrich, USA) en concentraciones decrecientes (500,
250, 125, 62.5, 31.25 y 0 yg/mL) y los sueros problema a una dilucién 1:50.
Después se incub6 una hora a 37 °C, se lavé y se adicioné el anticuerpo anti-lgG-
AP (Sigma Aldrich, USA) a una dilucién 1:800. Finalmente se incub6 45 minutos a
37 °C yse adiciono el sustrato de la fosfatasa alcalina (Sigma Aldrich, USA). La placa
se leyo en el lector de ELISA (Dynatech MR5000) a 405 nm en intervalos de 15

minutos por una hora.

Obtencion de células de bazo

Los ratones fueron sacrificados por eutanasia (dislocacion cervical) se obtuvo el
bazo, se inyectd con solucion salina isotonica estéril (SSIE) con ayuda de una
jeringa de 5 mL y el tejido se disgreg6 sobre un colador de nylon de 70 um (BD
Biosciences, USA) para obtener las células en un tubo de 50 mL. Se centrifugé la
muestra a 1200 rpm durante 10 minutos. Se decant6 el sobrenadante y se
agregaron 2 mL de solucion de lisis de globulos rojos DNA (Sigma Aldrich, USA) y
se dejo actuar por 2 minutos, pasado este tiempo se aforé a 50 mL con SSIE para
parar la lisis, se centrifug6é a 1200 rpm por 10 minutos, se decanto el sobrenadante

y se resuspendieron las células blancas en 10 mL de SSIE.

Se tom0 una alicuota de la muestra, se hicieron diluciones y se contaron las células.
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Tincion del receptor de prolactina

En una placa de 96 pozos se colocaron 1x10° células/pozo en 4 pozos y se tifieron
con un marcador de viabilidad VioGreen (Miltenyi Biotec, USA) Un pozo se tifidé con
anti-PRL-R (clona T6, GeneTex, USA), anti-IgG biotinilado (Miltenyi Biotec, USA,
clona X-57) y estreptavidina-APC (eBioscience, USA), el segundo se tifid con un
control de isotipo (IgG2a Invitrogen, USA), anti-IgG biotinilado y estreptavidina-APC.
Posteriormente, ambos se tifieron con anti-CD4-FITC (clona GK1.5), anti-CD3-APC-
Vio770 (clona REA641), anti-CD8-PerCP (clona 53-6.7) de Miltenyi Biotec, USA y
anti-B220-PE-Vio770 (clona RA3) de eBiocience, USA. El tercer pozo se tifid con
anti-PRL-R, anti-IgG biotinilado y estreptavidina-APC vy el cuarto con control de
isotipo (IgG2a), anti-IgG biotinilado y estreptavidina-APC, ambos se tifieron con los
anticuerpos anti-CD4-FITC, anti-CD3-APC-Vio770, anti-CD25-PECy5 (clona
PC61.5) de eBioscience, USA, se permeabiliz6 la membrana nuclear con un kit
comercial (eBiocience, USA) y se tifid con anti-FoxP3-PE (clona REA788) de
Miltenyi Biotec, USA. Las muestras se leyeron en el citometro MACSQuant

Analyzer 10 y se analizaron con el programa FlowJo version 10 (FlowJo LLC, USA).
Determinacion de citocinas

Se colocaron 1x10° células/pozo en medio Tex Macs (libre de suero Miltenyi Biotec,
USA) en 2 pozos de una placa de 96 pozos estéril; se les adicionaron 100 uL de
PMA/lonomicina (eBiosciece, USA), en una dilucion 1:250 en medio Tex Macs, y se
incubd la placa a 37 °C por 5 horas. Posteriormente las células se lavaron con FACS
buffer, se tineron con un marcador de viabilidad VioGreen y con los anticuerpos anti-
CD4-FITC, anti-CD3-APC-Vio770, anti-CD8-PerCP y anti-B220-PE-Vio770. Se
realizé una permeabilizacion intracelular con un kit comercial (BD Biosciences) y se
tind 1 pozo con los anticuerpos anti-IFNy-PE (clona XMG1.2) y anti-IL-17-APC
(clona eBiol7B7), el segundo se tifio con anti-IFNy-PE y anti-TNFa-APC (clona
MPG-XT22) de eBioscience, USA.
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Analisis estadistico.

Los resultados se describieron de acuerdo a la distribucion de los datos [mediana
(x) y rango intercuartilico (RIQ)]. Para determinar la distribucion de los datos se
utilizé la prueba normalidad Shapiro-Wilk. Las variables independientes
cuantitativas se compararon mediante la prueba de U de Mann-Withney. Las
diferencias entre grupo se determinaron utilizando la prueba Kruskal-Walis. Se
consideré significativo un valor de p<0.05, el analisis estadistico de los datos se

realizé utilizando el programa de computo SPSS version 20.
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RESULTADOS

Determinacion de proteinuria y anticuerpos anti-dsDNA.

Para poder determinar si los ratones presentaban manifestaciones clinicas de la
enfermedad, se midieron las concentraciones de proteinas en orina y de anticuerpos
anti-dsDNA en suero. Los valores de proteina en orina se determinaron por medio
de tiras reactivas, para los ratones C57BL/6 de 9 semanas (grupo control) fueron
negativos al igual que los valores de anticuerpos anti-dsDNA (Ab anti-dsDNA)
medidos por ELISA. Los ratones MRL/lpr de 9 semanas presentaron
concentraciones tanto de proteinas en orina (x: 15.00, RIQ: 11.25 mg/dL) como de
Ab anti-dsDNA (x: 1.11, RIQ: 16.87 ng/mL) minimas, por lo que se toma como un
grupo sin manifestaciones clinicas de la enfermedad, aunque cuando se comparo
con el grupo control, se observd una diferencia estadisticamente significativa. Los
ratones MRL/lpr de 18 semanas tuvieron valores de proteinuria (x: 200.00, RIQ: 270
mg/dL) y ab anti-dsDNA (y: 407.68, RIQ: 424.11 ng/mL) elevados con una diferencia
estadisticamente significativa en comparacion con el grupo control y los ratones

MRL/Ipr de 9 semanas. Figura 6.

A B

400 1 . 800 -

300 600

200 9 400 9

Proteinuria (mg/dL)
Ab anti-DNA (ng/mL)

1009 2004

0 T T 0 T f
C57BL/6 9 sem MRL/Ipr9 sem MRL/Ipr 18 sem C57BL/6 9 sem MRL/Ipr9 sem MRL/Ipr18 sem

Figura 6. Determinacion de proteinuria y anticuerpos anti-dsDNA. A) Proteinuria medida

con tiras reactivas antes de la eutanasia. B) Concentracién de anticuerpos anti-dsDNA

medida por ELISA. Ratones C57BL/6 y MRL/lpr de 9 semanas de edad y MRL/lpr de 18
semanas de edad. * Kruskal-Walis, **U de Mann-Withney p<0.05
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Comparacion de poblaciones de linfocitos

Como primer paso se clasificaron 3 poblaciones por sus marcadores de superficie
B220 y CD3 (Figura 7A). Se graficd el nUmero absoluto de células, el cual se calculd
con los porcentajes de las poblaciones obtenidos con el programa Flowjo y el
namero de células totales en bazo. Al comparar los niameros absolutos de la
poblacion B220"CD3" se observ6 un incremento con una diferencia estadisticamente
significativa entre el grupo control (y: 65.95 x 10°, RIQ: 92.65 x 10° células) con los
grupos gque desarrollan lupus, pero no existio una diferencia entre los ratones
MRL/Ipr de 9 semanas (y: 17.94 x 10°, RIQ: 11.07 x 10° células) y los de 18
semanas (y: 48.75 x 108, RIQ: 59.20 x 10° células). En cuanto a la poblacion
B220*CD3" existi6 una diferencia estadisticamente significativa entre los tres
grupos, siendo los ratones MRL/Ipr de 18 semanas los que presentaron mayores
nimeros absolutos de éstas células (y: 14.28 x 107, RIQ: 13.71 x 107 células),
seguidos de los MRL/Ipr de 9 semanas (x: 18.44 x 105, RIQ: 88.60 x 10° células) y
los C57BL/6, que presentaron menor nimero de células (y: 77.00 x 104, RIQ: 91.10
x 10% células). La ultima poblacion B220-CD3*, que engloba a los linfocitos T,
presentd un comportamiento semejante a la poblacién anterior [C57BL/6 (y: 30.97
x 108, RIQ: 26.67 x 10° células), MRL/lpr 9 semanas (yx: 37.99 x 10°, RIQ: 17.35 x
10° células), MRL/Ipr 18 semanas (y: 97.89 x 108, RIQ: 73.44 x 10° células). (Figura
7B).

Posteriormente se selecciond la regién B220"CD3*, para separar las poblaciones de
linfocitos T CD4*, CD8*y CD3*CD4°CD8" y se calculé el nimero absoluto de células
(Figura 8A). Ninguna de las poblaciones tuvo una diferencia estadisticamente
significativa entre el grupo control C57BL/6 [CD4* (y: 18.46 x 10°, RIQ: 13.75 x 10°
células), CD8* (y: 71.46 x 10°, RIQ: 94.79 x 10° células), CD3*CD4CD8" (y: 27.55
x 10° RIQ: 21.52 x 10° células)] y los ratones MRL/Ipr de 9 semanas [CD4* (y: 17.78
x 108, RIQ: 44.75 x 10° células), CD8* (y: 12.42 x 10°, RIQ: 33.55 x 10° células),
CD3*CD4°CD8 (y: 56.70 x 10° RIQ: 25.68 x 10° células)], pero se observé un
incremento de los linfocitos CD4* y CD8* en los ratones MRL/lpr de 18 semanas
[CD4* (y: 53.98 x 108, RIQ: 59.16 x 10° células), CD8* (y: 37.47 x 10°, RIQ: 21.26 x
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10° células)], aunque la poblacién CD3*CD4CD8" no se vio afectada (y: 33.04 x 10°,
RIQ: 34.43 x 10° células). (Figura 8B)
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Figura 7. Comparacién de poblaciones de linfocitos. Células tefiidas con anticuerpos
anti-B220 y anti-CD3 para separar los linfocitos B y T. A) Dot plot representativo de la
separacion de las poblaciones B220'CD3", B220"CD3* y la poblacién B220°CD3". B) Gréfica
del nimero absoluto de células de las poblaciones, calculadas a partir del porcentaje y el
numero de células totales de bazo. Ratones C57BL/6 y MRL/Ipr de 9 semanas de edad y
MRL/lpr de 18 semanas de edad. ns = no significativo p>0.05, * Kruskal-Walis, **U de
Mann-Withney p<0.05
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Figura 8. Comparacion de poblaciones de linfocitos T. Células tefiidas con anticuerpos
anti-CD4 y anti-CD8 para separar los linfocitos T. A) Dot plot representativo de las
poblaciones de linfocitos T CD4*, CD8" y CD3*CD4'CD8". B) Grafica del nimero absoluto
de células de las poblaciones, calculadas a partir del porcentaje y el nimero de células
totales de bazo. Ratones C57BL/6 y MRL/Ipr de 9 semanas de edad y MRL/Ipr de 18
semanas de edad. ns = no significativo p>0.05, * Kruskal-Walis, **U de Mann-Withney
p<0.05

Otra poblacion que se compar6 fue la poblacion CD3*CD4*CD25* FoxP3, es decir,
los linfocitos T reguladores, la cual presenta un aumento estadisticamente
significativo en los ratones sin manifestaciones clinicas, MRL/lpr 9 semanas (y:
41.02 x 10°, RIQ: 10.53 x 10° células) en comparacién con el grupo control C57BL/6
9 semanas (y: 17.66 x 10° RIQ: 9.55 x 10° células) y volvié a descender en los
ratones con la enfermedad activa, MRL/Ipr 18 semanas (y: 14.10 x 10°, RIQ: 15.39

X 10° células).
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Figura9. Comparacion de la poblacion CD3+CD4+CD25+/- FoxP3. Se tifieron las células
con los anticuerpos anti-CD4, anti-CD3, anti CD25 y anti-FoxP3. A) se selecciond la
poblacion CD3*CD4", para determinar la poblacién de linfocitos T reguladores con base en
su expresion de CD25 y el factor de transcripcion FoxP3. B) Grafica del nimero absoluto
de células de las poblaciones, calculadas a partir del porcentaje y el nimero de células
totales de bazo. Ratones C57BL/6 y MRL/lpr de 9 semanas de edad y MRL/lpr de 18
semanas de edad. ns = no significativo p>0.05, * Kruskal-Walis, **U de Mann-Withney
p<0.05

Se determind la produccion de tres citocinas inflamatorias, IFNy, TNFa e IL-17. En
la figura 10 se muestra el niumero absoluto de células productoras de IFNy, TNFa e
IL-17 en la poblacion B220-CD3-, donde no se encontrd una diferencia significativa
entre los ratones MRL/lpr de 9 semanas y de 18 semanas en ninguna de estas
citocinas, pero si una diferencia con respecto a los ratones C57BL/6. En la poblacion
B220*CD3" se observd un comportamiento similar al de la poblacién B220-CD3" en

la citocinas IFNy, TNFo y solamente en la IL17 hubo un incremento
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estadisticamente significativo en el nimero de células productoras de IL-17 en los

ratones MRL/Ipr de 18 semanas con respecto a los de 9 semanas. (Cuadro 1)

5 ° ——
< < 5 ns
< o | — |
S a
— '*_' ~
= 47 ns o
= A w 449
z =
w
= -

o -
s 3 S 34
e »
E e
° o
S o 2,
s © ns
° °
s . S _ns
e 11 ns o 1+
E} ©
3 R
S
° : © 0-
B220-CD3- B220+CD3+ © B220-CD3- B220+CD3+
—~ 37
(=]
<
o
—
~ P
F|| l_*_|
-
2 L4
(]
o
1%}
i
S ns Il cs57BL/6 9 sem
o e —
= h MRL/Ipr 9 sem
s 1 ns
o | —— |
N — —*— Il VMRL/Ipri8 sem
1%2]
o
=
‘0
AR = = - = =

T
B220-CD3- B220+CD3+

Figura 10. Linfocitos B220-CD3- y B220+CD3+ productores de IFNy, TNFa e IL-17. Se
analizé por citometria de flujo el porcentaje de expresion de las citocinas en las poblaciones
B220-CD3- y B220+CD3+ y se calcul6é con el numero de células productoras de éstas en
ratones C57BL/6 y MRL/Ipr de 9 semanas de edad y MRL/Ipr de 18 semanas de edad. A)
Células productoras de IFNy, B) células productoras de TNFa y C) células productoras de
IL-17. ns = no significativo p>0.05, * U de Mann-Withney p<0.05

25 -



Cuadro 1. Numero de células productoras de citocinas B220CD3 vy

B220*CD3".
Células MRL/Ipr 18
C57BL/6 MRL/Ipr 9 semanas
productoras semanas

IFNy de la x: 51.70 x 104, . 25.70 x 103, x: 10.82 x 103,
2%33"’_"0'0” B220"  RI0:6045x10° RIQ:1323x10°  RIQ: 65.39 X 10°
IFNy de la 1 22.07 x 104, 1 43.20 x 105, 1 16.14 x 10,
g%g'gf(':°[;'3+ RIQ: 9.2 x 10 RIQ:33.14x 105  RIQ: 25.24 x 106
TNFa de la 1 35.41 x 10%, 1 58.29 x 105, 1 10.99 x 105,

poblacion B220

RIQ: 63.87 x 10*

RIQ: 22.82 x 105

RIQ: 73.66 x 10°

CD3

TNFa de la y: 32.12 x 104, y: 43.20 x 105, x: 15.61 x 108,
poblacion RIQ: 49.50x 10  RIQ: 33.14x 105  RIQ: 32.28 x 10°
B220*CD3* Q:49.50 x Q:33.14 x Q: 32.28 x
IL-17 de la x: 5.53 x 10%, v: 3.57 x 10°, x: 6.59 x 10%,
g‘g’é‘?‘c'on B220"  RI0:9.04x10°  RIQ:289x10°  RIQ: 6.77 x 10°
IL-17 de la y: 4.44 x 104, v: 2.15 x 10°, x: 8.39 x 10°,
poblacion _ 4 _ s _ 5
20 CDa" RIQ: 7.97 x 10 RIQ: 1.58 x 10 RIQ: 1.73 x 10

En la poblacion de linfocitos CD4*, CD8* y CD3*CD4-CD8 aumenta el numero de
células productoras de IFNy en los ratones MRL/Ipr de 9 semanas, con respecto al
grupo control, y a las 18 semanas donde el nimero decae (Figura 11A). Las células
productoras de TNFa tienen un comportamiento similar, a excepcion de los linfocitos
CD4*, donde no hay un cambio significativo entre el grupo control y los ratones
MRL/Ipr de 9 semanas, observandose una disminucion drastica a las 18 semanas
(Figura 11B). La produccién de IL-17 sigue el mismo patrén, el nimero de células
productoras baja en los linfocitos CD4* conforme progresa la enfermedad y los
linfocitos CD8* y CD3*CD4 CD8" aumenta en los ratones MRL/Ipr a las 9 semanas
y baja a las 18 semanas (Figura 11C). (Cuadro 2)
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Figura 11. Linfocitos CD4", CD8*y CD3*CD4CD8" productores de IFNy, TNFa e IL-17.
Se analiz6 por citometria de flujo el porcentaje de expresion de las citocinas en las
poblaciones CD4*, CD8" y CD3*CD4CD8 y se calculdé con el nimero de células
productoras de éstas en ratones C57BL/6 y MRL/lpr de 9 semanas de edad y MRL/lpr de
18 semanas de edad. A) Células productoras de IFNy, B) células productoras de TNFa y
C) células productoras de IL-17. ns = no significativo p>0.05, * Kruskal-Walis ** U de Mann-
Withney p<0.05
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Cuadro 2. Numero de células productoras de citocinas en las poblaciones
CD4*, CD8*y CD3*CD4CD8..

Células C57BL/6 9 MRL/lpr 18
MRL/Ipr 9 semanas
productoras semanas semanas
. 5 . 5 . 5
FNy de la y: 12.13 x 108, +: 49.67 X 105, ¥: 8.75 x 105,
poblacion CD4* RIQ: 4.59 x 10° RIQ: 84.24 x 10° RIQ: 10.47 x 10°
. 5 . 5 . 5
FNy de la +: 15.57 x 108, 2 97.21 X 108, ¥: 7.36 x 105,
poblacion CD8"  RIQ: 7.67 x 10° RIQ: 8.19 x 10° RIQ: 16.00 x 10°
IFNy de la ¥: 7.93 x 105, %: 18.31 x 105, 2: 5.47 x 104,
poblacion _ 5 . 5 : 4
CD3'CD4-CD8& RIQ: 9.90 x 10 RIQ: 27.21 x 10 RIQ: 9.71 x 10
. 6 . 6 - 6
TNEo de la x: 15.05 x 10°, y: 16.23 x 10°, x: 1.01 x 10°,
poblacién CD4* RIQ: 12.10 x 108 RIQ: 8.82 x 106 RIQ: 4.95 x 108
. 5 . 6 . 5
TNEo de la x: 35.87 x 10°, v 11.12 x 10°, x: 8.47 x 10°,
poblacién CD8* RIQ: 18.45 x 10° RIQ: 10.12 x 10° RIQ: 14.42 x 10°
TNFo de la v 13.77 x 109, v: 30.05 x 10°, x: 1.25 x 10°,
poblacion _ 5 _ 5 : 5
CD3*CD4-CD8- RIQ: 9.86 x 10 RIQ: 27.29 x 10 RIQ: 1.94 x 10
. 4 . 4 . 4
17 de I ¥: 63.32 x 10%, %: 23.58 x 104, v 1.22 x 104,
poblacién CD4* RIQ: 77.14 x 104 RIQ: 12.49 x 10* RIQ: 21.25 x 10*
. 4 . 4 . 4
17 de Ia v: 14.83 x 10%, 7: 25.99 x 104, v 1.5 x 104,
poblacién CD8* RIQ: 16.96 x 104 RIQ: 51.68 x 10* RIQ: 6.40 x 104
IL-17 de la y: 14.74 x 104, y: 12.78 x 104, y: 2.63 x 108,
poblacion _ 4 _ 4 _ 3
CD3'CD4-CD8 RIQ: 11.12 x 10 RIQ: 12.43 x 10 RIQ: 35.89 x 10

Expresion del receptor de prolactina en diferentes poblaciones de linfocitos

Una vez separadas las poblaciones de linfocitos, se hizo el andlisis de la expresion

del receptor de prolactina en cada una. Se graficé la intensidad media de

fluorescencia (IMF). El grupo control tuvo IMF bajas, lo que puede ser considerado

como un estado basal (Cuadro 3), en la mayoria de los casos, no hubo diferencias

significativas con el grupo de ratones MRL/Ipr de 9 semanas (Figura 12A, B), a
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excepcion de los linfocitos CD8* que aumentaron la expresion del receptor (Figura

12B). En los ratones MRL/Ipr de 18 semanas el PRLR incrementé en todas las

poblaciones. No se incluyeron los datos de la poblacién B220*CD3* debido a que

era demasiado pequefia como para que el sistema pudiera registrar correctamente
la IMF.

A

IMF PRLR

IMF PRLR

3000

2000

1000

3000 1

2000

1000+

*

e [

B220-CD3- B220+CD3+

Il c57BL/6 9 semanas
MRL/lpr 9 semanas

Bl VRL/Ipri18 semanas

ns ns ns

CD4+ CD8+ CD3+CD4-CD8- CD25+FoxP3

Figura 12. Expresiéon del receptor de prolactina en las poblaciones de linfocitos
analizadas. Se midio6 por citometria de flujo la IMF del receptor de prolactina en los linfocitos
de los ratones C57BL/6 de 9 semanas, MRL/Ipr de 9 semanas y MRL/Ipr de 18 semanas.
A) Poblaciones B220-CD3", B220*CD3". B) Linfocitos T CD4*, CD8*y CD3*CD4°CD8". ns =
no significativo p>0.05, * U de Mann-Withney p<0.05
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Cuadro 3. Intensidades medias de fluorescencia en las poblaciones de

linfocitos en los ratones C57BL/6 de 9 semanas, MRL/Ipr de 9 semanas y

MRL/Ipr de 18 semanas. (NR = no reportado)

Poblacion C57BL/6 9 semanas MRL/Ipr 9 semanas MRL/Ipr 18 semanas
) ] x: 133.75 x: 170.00 x: 739.00
B220CD3 RIQ: 155.65 RIQ: 153 RIQ: 664.15
N N x: 85.00 x: 1129 .00
B220°CD3 NR RIQ: 66.00 RIQ: 1345.00
cDa* x: 51.30 x: 22.50 . 1088.00
RIQ: 55.80 RIQ: 20.35 RIQ: 1016.95
CDs* x: 55.30 y: 22.10 y: 2841.00
RIQ: 50.10 RIQ: 15.70 RIQ: 2656.50
. ) ] x: 98.35 x: 328.90 x: 1671.00
Ch3'ChbacDs RIQ: 57.08 RIQ: 517.73 RI1Q:1609.00
Tre x: 68.50 x: 104.50 x: 1420.00
g RIQ: 161.75 RIQ: 76.25 RIQ: 1345.50
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DISCUSION

Aungue la patogénesis de LES sigue sin conocerse, esta claro que participan
diversos factores, entre ellos alteraciones en la activacion de las células B,
disfuncion de las célula T, alteraciones en la apoptosis y un desequilibrio en el

balance de las citocinas.3¢

La relacion entre los niveles de prolactina y la sintomatologia de LES ha sido
estudiada, asi como su efecto en los linfocitos B y T, pero esto no se ha relacionado
con la expresion de su receptor en las células. Investigaciones previas han
demostrado que la expresion del receptor en linfocitos B, es mayor en ratones MRL
y MRL/Ipr en comparaciéon con ratones C57BL/6 ambos de 9 semanas de edad,
ademas de reportar una expresion del receptor diferente entre las distintas
subpoblaciones de linfocitos B°. A diferencia del comportamiento de la expresién
del receptor en los linfocitos B, en las subpoblaciones de linfocitos T (CD4*, CD8*,
CD3*CD4CD8) que estudiamos no existe una diferencia significativa entre los
ratones C57BL/6 con los ratones MRL/Ipr de 9 semanas y no encontramos una
diferencia en la expresion del receptor entre las diferentes subpoblaciones de
linfocitos T. Sin embargo, la expresion del receptor incrementé en los linfocitos T de
los ratones MRL/Ipr de 18 semanas, en los cuales la enfermedad se encuentra
activa, al igual que lo ha reportado en los linfocitos B donde la expresion aumenta
en los ratones MRL y MRL/Ipr a las 25 semanas de edad y durante estados de
hiperprolactinemia, donde se exacerban las manifestaciones de la enfermedad.3!
En pacientes con LES se ha reportado una deficiencia tanto en el niumero de
linfocitos Treg3’38, asi como en su funcién3°4°, Se encontré que los linfocitos Treg
en ratones MRL/lpr de 9 semanas existe un aumento estadisticamente significativo
en comparacion con los C57BL/6 de la misma edad, pero en los ratones MRL/Ipr de
18 semanas esta poblacion disminuye. Un resultado similar al reportado en 2008
por Yang C. y colaboradores, donde existe un incremento temprano, pero esta
poblacién decae con la edad.*r En pacientes con LES activo se reporta un
incremento en la expresion del receptor en los linfocitos Treg y T efectores.® Por lo
gue la expresion del receptor en los linfocitos incrementa con las manifestaciones
de la enfermedad, cuando las células se encuentran activas, como es en el caso de

los ratones de 18 semanas o pacientes con LES activo, por esto, la expresion del
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receptor podria ser utilizada como un marcador de activacion de la enfermedad.
Aungue no existido una diferencia en la expresion del receptor entre los ratones
control y los que desarrollan LES a las 9 semanas, seria importante determinar la
interaccion de la PRL con su receptor de PRL en las poblaciones estudiadas, ya
gue puede tener una funcién diferente entre los ratones C57BL6 y los MRL/lpr,
como es en el caso linfocitos B inmaduros donde la PRL es capaz de disminuir la
expresion de genes proapoptdticos y aumentar la expresion de genes

antiapoptéticos solamente en los ratones MRL/lpr.4?

Al comparar el nimero absoluto de las diferentes poblaciones estudiadas entre los
ratones control y los que desarrollan LES con o sin las manifestaciones clinicas de
la enfermedad, encontramos diferencia en algunas poblaciones. Los resultados
mostraron que la poblacién B220-CD3", se encuentra aumentada en los ratones que
desarrollan lupus con respecto a los ratones sanos, pero no muestra un aumento
significativo en el namero de células en ratones con manifestaciones de la
enfermedad a pesar de que la expresion del receptor se encuentre incrementada.
Dentro de estas poblaciones podemos encontrar diversos linajes, como el de células
linfoides innatas (ILC) y las células Natural Killer (NK), que son usualmente
identificadas por la ausencia de marcadores especificos para células T y células B
y que se han reportado que aumentan en paciente con LES y pueden producir IL-
17.4% 44 Los resultados obtenidos confirman lo reportado en pacientes, que esta
poblacién produce una mayor cantidad de IL17, IFNy y TNF en los ratones que

desarrollan LES en comparacion a los controles.

Otra poblacién estudiada fue la B220*CD3*, la cual se ha encontrado en pacientes
y modelos de LES, esta poblacion se encuentra presente en los ratones MRL/Ipr sin
manifestaciones de la enfermedad y aumenta aproximadamente 8 veces mas en los
ratones MRL/lpr con las manifestaciones de la enfermedad (18 semanas). En la
literatura se han descrito poblaciones B220 positivas que expresan marcadores de
linfocitos T. Una de ellas es descrita como linfocitos T doble negativos B220* (CD4
CD8B220") que son detectables en ratones Ipr desde el primer mes de edad y
representan del 75 al 90% de las células a las 16 a 20 semanas de edad.* Otra
subpoblacion son los linfocitos T B220* que expresan niveles decrecientes de CD4,
estos son encontrados en 6érganos linfoides y probablemente derivan de un
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precursor de células CD4*. Cuando se estimulan estas células in vitro, no hay
proliferacién ni produccién de IL-2%6, por lo que no se han relacionado con las
patogénesis en autoinmunidad. Sin embargo, en los ratones MRL/Ipr esta poblacion
producen IFNy, TNFa, ademas el nimero de células que producen IL-17 incrementa
con diferencia estadisticamente significativa con las manifestaciones de la

enfermedad, lo que podria contribuir a la inflamacion y dafio en los tejidos.

Las poblaciones CD4* y CD8* no muestran un aumento significativo en el nimero
de células o en la expresién del receptor de PRL en ratones MRL/Ipr de 9 semanas
con respecto a los C57BL/6, pero la produccion de IFNy es mayor. Esta citocina se
ha relacionado con la patogénesis de LES, ya que se han reportado niveles altos en
el suero de pacientes con la enfermedad activa, y en los ratones a los cuales se le
eliminé el gen para IFNy se observé una disminuciéon de la glomerulonefritis.*’
Contrariamente en los ratones de 18 semanas, donde se esperaria ain mas células
productoras de IFNy, se encontré una disminucion del 80 al 85%. En 1986 George
C. Tsokos y colaboradores reportaron un comportamiento similar cuando
estimularon in vitro células mononucleares periféricas provenientes de personas
sanas y de pacientes con lupus, encontrando que las células de los pacientes con
lupus activo producen cantidades menores de la citocina.*® Este comportamiento
puede deberse a que las células no son funcionales. El mismo comportamiento se
observo en las células productoras de TNFa en los linfocitos CD8*, donde en los
ratones MRL/Ipr de 9 semanas existe un aumento de células productoras y a las 18
semanas este numero disminuye, pero en los linfocitos CD4* solo se observa
disminucién y no un aumento. Existen reportes donde se menciona que existe un
aumento en las concentraciones de TNF en suero y otros donde no existe una
diferencia en comparacion con los controles, en su lugar, los niveles del receptor
soluble de TNF (TNF-sR) se correlacionan positivamente con el grado de actividad
de la enfermedad.*® Por lo que podria ser importante determinar si en los ratones

también incrementa el receptor soluble de TNF con la enfermedad.

La poblacion que separamos como CD3*CD4'CD8 no muestra un aumento
estadisticamente significativo, aunque haya un aumento en su expresion del
receptor de prolactina. Al igual que en las poblaciones anteriores, la produccion de
IFNy y TNFa muestra un aumento significativo en los ratones MRL/lpr de 9 semanas
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en comparacion con los C57BL/6, pero desciende en los ratones MRL/Ipr de 18
semanas. En la produccion de IL-17 no existe un aumento significativo, pero si una
disminucion. Esta poblacion puede contener células conocidas como linfocitos doble
negativos, la cual se ha encontrado en individuos sanos y pacientes con lupus,
aungue no se conoce su origen. Existe evidencia de que derivan parcialmente del
timo y parcialmente de los linfocitos CD8* activados que pierden la expresion de sus
moléculas CD8 de superficie.>® También puede contener células T “Natural Killer”
(NKT), las cuales comparten propiedades funcionales y fenotipicas con las células
“‘Natural Killer” y los linfocitos T. Estas células pueden ser de tipo |, las cuales
producen IFNy, TNFa e IL-4, o tipo Il, éstas pueden producir IFNy, TNFa e IL-17A e
IL-6.5! Se necesitaria hacer un FACS sorting para separar las distintas poblaciones
y poder diferenciarlas por otros marcadores especificos, ademas de cuantificar mas

citocinas proinflamatorias, asi como antiinflamatorias.
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CONCLUSIONES

Todas las poblaciones estudiadas, CD8*, CD4*, CD3*CD4CD8", B220"CD3" y
B220CD3, expresan constitutivamente el receptor de prolactina y esta expresion
aumenta cuando la enfermedad esta activa.

Las poblaciones B220*CD3*, CD4* y CD8* incrementan en los ratones MRL/lpr
de 18 semanas.

La poblacién CD8" es la que expresa mayor cantidad del receptor de prolactina
en ratones MRL/Ipr de 18 semanas.

En ratones MRL/lpr el nimero de células productoras de IFNy aumenta a las 9
semanas en las poblaciones CD8*, CD4* y CD3*CD4CD8" y disminuyen en
ratones de 18 semanas. Esto mismo sucede con las células productoras de TNFa
e IL-17 en las poblaciones CD8* y CD3*CD4-CD8§.

En la poblacion CD4* el niumero de células productoras de TNFo e IL-17
disminuye en ratones MRL/Ipr de 9 y 18 semanas en comparacion con ratones
C57BL/6.

El nUmero de linfocitos Treg incrementa en ratones MRL/Ipr en comparacion con
ratones C57BL/6, ambos de 9 semanas de edad, y disminuye en ratones MRL/lpr
de 18 semanas.

La poblacion de linfocitos aberrantes B220*CD3* aumenta en namero celular en

ratones MRL/Ipr de 18 semanas y produce IL-17.
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PERSPECTIVAS

Habiendo confirmado que los linfocitos T expresan el receptor de prolactina, se
podria investigar el efecto de la prolactina en estas poblaciones y su produccion de
citocinas. Ademas de caracterizar a las subpoblaciones que engloban los linfocitos

B220-CD3 y CD3*CD4-CD8.
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