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RESUMEN

La prolactina (PRL) es una hormona de origen principalmente hipofisario que
también es sintetizada y sccretada por las células mononucleares (CMN).
Funcionalmente, la PRL sc ha reconocido como una citocina, ya que, ademas de ser
sintetizada por las células del sistema inmunoldgico, contribuye a los efectos de
proliferacion y a la sintesis de linfocinas y sus receptores en las células del sistema

irii_hﬁﬁblégico. En la hipéfisis, la sintesis y sccrecion de PRL es regulada

hégait vamente por la dopamina hipotaldmica. Sin embargo, los mecanismos que

regulan su smtesxs a nivel linfocitario alin no se han establecido. La presencia de

"ecep ores de tlpo D3 y Ds de la dopamina en la membrana de los linfocitos, y la

in vivo de un agente antagonista dopaminérgico, la
da. Los resultados decl presente estudio demostraron que tanto la
» la expresion del gen de la PRL linfocitaria aumentaron posterior a

la-administracién in vivo de la metoclopramida sélo en el grupo control, no asi en el

-~ grupo con LEG. En conclusién, tanto la sccrecion de la PRL de origen linfocitario




como la expresion del gen se encuentran regulados por el sistema dopaminérgico y

esta regulacién estd alterada’en el LEG.




INTRODUCCION

GENERALIDADES DE LA PROLACTINA

La prolactina (PRL) es una hormona proteinica, sintetizada y secretada
principalmente en los lactotropos hipofisarios (células acidofilas de la hipofisis
anterior). LLa PRL e¢s una hormona con multiples funciones y a través de su
interaccion con receptores especificos localizados en la superficie de las células
blanco e¢jerce una importante variedad de efectos biologicos. Actualmente, se
conocen mas dc 300 acciones bioldgicas de la PRL que incluyen no sélo su
participacion en el drea reproductiva o la lactancia, sino también en la homeostasis
del organismo (Freecman ME ct al, 2000). Las numecrosas funciones y efectos de la
PRL en diferentes sistemas vivos, incluyendo al humano, pueden ser clasificadas en
las siguientes seis categorias: la reproduccion, el crecimiento y desarrollo, el
balance de liquidos y electrolitos, la inmunorregulacion, la conducta y el
metabo»lis'mo (Larrea F et al, 1993). La PRL, ademas de la glindula hipofisaria, es
sin‘tet'i‘z'ada y secrctada ampliamente en diferentes sitios del organismo: el
Vhi‘p‘cfotlélamo, el miometrio uterino, la decidua placentaria, la glandula mamaria, la
_:glé.ndula adrenal, la préstata, la glandula uretral, los islotes pancredticos y en las

-‘celulas del sistema inmunoldgico (Sinha YN, 1995).

Eétudios recientes indican que la PRL tiene un importante papel modulador en el
sistema inmunoldgico y sugieren su influencia en algunas enfermedades
“autoinmunes como el lupus eritematoso gencralizado (LEG) (Jara LJ et al, 1992).
Sin embargo, ¢l origen de elevadas concentraciones de la PRL en el suero en
pacientes con LEG aan no se ha dilucidado (Montgomery D, 2001).

Adicionalmente, la expresion del RNAm de PRL en diferentes drganos del sistema




inmunolégico ha generado gran interés, debido al posible papel que puede

desempeiiar la PRL en la patologia de estas enfermedades.
EL GEN DE LA PROLACTINA

La PRL, por su estructura, sus propiedades de unién a receptores y sus propiedades
genéticas y funcionales, pertenece a una familia de hormonas proteinicas
conformada por la PRL, la hormona del crecimiento y ¢l lactégeno placentario. Los
_ gehes que codifican para estas tres hormonas provienen de un gen ancestral comin
y aparecieron probablemente como consecuencia de un mecanismo de duplicacién

~ genética (Cooke NE et al, 1981).

| El gen que codifica la sintesis de la PRL sc localiza en el brazo corto (p23-p21.1)
del cromosoma 6 (Owerbach D ct al, 1981) y contiene en su estructura 914 pares de
bases (pb). Este gen ocupa aproximadamente 10 kb del genoma y consiste
estructuralmente de cinco exones y cuatro intrones. El primer exén se encuentra
constituido por una regién 5’ no codificante de 56 pb y por otra codificante de 28
pb (Figura 1). El resto de la porcion del gen contienc ¢l segundo (176 pb), el
tercero (108 pb), el cuarto (180 pb) y ¢l quinto exén (189 pb), incluyendo una
region 3° no codificante (Truong AT et al, 1984).

En tejidos extrahipofisarios, como la decidua, el miometrio y las células del sistema
inmunolégico, existe un exon adicional, el exdn la, localizado en la regiéon 5° no
codificante (Figura 1). E! exdn la no codificante presenta un sitio de inicio
transcripcional 5.8 kb hacia el extremo 5' (Berwaer M ct al, 1994), a partir del
inicio de la transcripcion hipofisaria y sufre empalmes alternativos con el primer

exdn. hipofisario (ex6n 1). Estos empalmes generan un transcrito de



aproximadamente 134 pb mas largo que el hipofisario. Estas variantes en los
transcritos difieren tinicamente en el tamaiio de la regién 5° no codificante y por lo

tanto. sus productos de traduccién son idénticos a la PRL hipofisaria (Figura 1)
(Nira BJ et al, 1996).
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Figura 1. Diagrama del gen y del RNAm de la PRL. El promotor de la PRL presenta 3

regiones reguladoras: 1) una region proximal con 3 sitios de unién para Pit-1

regién distal con 8 sitios de unién para Pit-1 y una sccuencia elemento de respuesta a

, 2) una
estrogenos (ERE) y 3) una region superdistal (de -3.5 a -6 kb). En

. ' tejidos
extrahipofisarios utiliza un promotor alterno con un sitio de inicto de la transcripcion
codificante

localizado 5.8 kb hacia el extremo 5° del sitio de inicio hipofisario (regién superdistal). El
RNAm en la dccidua ¢s aproximadamente 134 pb mas largo en la regién 5° no
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El gen de l‘a‘PRL humana presenta 3 regiones de regulacion transcripcional: 1) un

' pr'ombovtbo,‘r proximal conformados por 3 sitios de union para Pit-1 entre +33 y -250
b 2) un elémento distal conformado por 8 sitios de union para Pit-1 entre —1300 y

‘—1800 pb y los elementos de respuesta a estrogenos (ERE) (estas dos regiones son

g requendas para la expresion especifica del gen de la PRL a nivel hipofisario) y 3)

- una reglon promotora superdistal entre —3500 y —6000 pb que regula la expresion

‘ del gen de la PRL en tejidos extrahipofisarios (Maurer RA et al, 1990; Nira BJ et
al, 1996)

'El RNAm es un transcrito de aproximadamente | kb y codifica para una
~“prehormona de 227 aminodcidos, que incluye 28 aminodcidos del péptido seial,
denominada pre-prolactinz}. La pre-prolactina es hidrolizada en los ribosomas del
o reticulo ehdbh]ésmico rugoso, dando origen a una PRL madura de cadena sencilla
’ é’oh?st'i‘.tilid:la por 199 aminodcidos y 3 puentes disulfuro con un peso molecular de
-‘i»aproxnmadamemc 23,000 Daltones (Da). Existen evidencias que sugicren la
“‘ex1stem:1a de variantes de la PRL como producto de empalmes del RNAm que

lmpllcan la retencién de intrones. Sin embargo, ésta no se considera como una de

" la prmcnpales fuentes que dan origen a las isoformas de la PRL (Sinha YN, 1995;

.Freeman ME et al, 2000). El producto de su sintesis, previo a su secrecion, sufre
v modlfcamones postraduccionales como son: la hidrodlisis del péptido de seiial, la
- dimerizacioén y polimerizacion, la glicosilacion, la fosforilacion y la protedlisis de

‘la' forma nativa (Neill JD et al, 1994; Sinha YN, 1995).




REGULACION DE LA PROLACTINA

La regulacion neuroendécrina de la sintesis y secrecién de la PRL hipofisaria esta
fundamentalmente bajo la inhibiciéon toénica hipotaldmica, que es ejercida
principalmente por el sistema dopaminérgico tuberoinfundibular, especificamente
por la dopamina. A través del sistema portal hipotalamo-hipofisario la dopamina cs
transportada para ejercer sus cfectos sobre los lactotropos hipofisarios (Nira BJ,
1985;' Demaria JE, 2000). Adicionalmente, la PRL por si misma modifica la
actividad dopaminérgica del hipotalamo por un mecanismo de retroalimentacién de
asa corta (Perkins NA ct al, 1979). Por otra partc la PRL regula tanto su sintesis

como su liberacion por un mecanismo de autorregulacion (Devost D et al, 1999).

En la adenohipdfisis, la dopamina se une a receptores de membrana D acoplados a
proteinas G intracelulares. De esta forma inhibe tanto la sintesis, al reprimir la
transcripcion del gen de la PRL, como la liberacion de ésta, disminuyendo la
concentracion de AMP ciclico y calcio intracelular. EI mecanismo exacto por el

. .cual dopamina inhibe la sintesis de PRL atin no se ha determinado; sin embargo, en

,?:'ﬁl;’ivos hipofisarios, la adicién de la dopamina en los primeros segundos
iﬁéfementa el intercambio dec potasio ¢ inactiva los canales de calcio, resultando en
tyuna hiperpolarizacion de la membrana y disminuyendo el calcio libre intracelular.
“En los siguientes minutos a horas suprime la actividad de la adenilato ciclasa, el
metabolismo del inositol fosfato, la liberacion del acido araquidénico, y la
éxpresién del gen de la PRL. Después de dias, la dopamina suprime la proliferacion
celular (Nira BJ ct al, 1996). Parad6jicamente, bajas concentraciones de dopamina

parecen estimular la liberacion de la PRL (Burris TP et al, 1992).



'Existen,otros factores de origen hipotalamico que regulan de manera inhibitoria la
' s\l'nt‘eskis y secreciéon de la PRL hipofisaria, como el dcido y aminobutirico, la
hormona liberadora de gonadotropinas y las endotelinas 1 y 2. A su vez el
hipotdlamo también conticne otros factores que han sido implicados en la
estimulacion de la secrecion de la PRL hipofisaria tales como la hormona
liberadora de tirotropina, la colecistoquinina, la oxitocina, el péptido vasoactivo
intestinal y la neurotensina. Dentro de los factores periféricos que modifican la
secrecion de la PRL estan los productos dc sintesis de las células esteroidogénicas
del testiculo, del ovario y de las glandulas suprarrenales como son los ¢strogenos
(Larrea F et al, 1993). Existen clementos reguladores localizados en la region del
promotor de la PRL con funciones tanto de estimulacion como de inhibicion de la
traﬁscripcién, de los cuales se ha encontrado que receptores de hormonas esteroides
actuan como factores de transcripcidn uniéndose a los ERE. Ademas, factores de

“Z.crecimiento como la insulina (Stanley F ct al, 1988) y el factor de crecimiento

7 'e:p:‘i'dg'rrhal (Mundoch GH et al, 1982) estimulan la expresion del gen de la PRL

S miéritras que los factores 3 transformantes la suprimen (Delidow BC et al, 1991).

‘La PRL es también secretada mostrando un patrén ritmico de tipo circadiano y sus

" concentraciones varian de 20 a 25 ng/ml, siecndo mayores en mujeres que en

’lldhbres. La liberacion de la PRL sc¢ ve alterada durante la lactancia debido al

estlmulo del pezén por el lactante mediante el incremento en la sintesis y secrecidn

: fdé‘l ox1tocma. Otros factores externos importantes que alteran la liberacion de la

yrkPRL son la luz la audicion, el olfato y el estrés (Freeman ME et al, 2000).
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LA PRL Y SISTEMA INMUNOLOGICO

Ademas de los bien conocidos efectos de la PRL sobre la funcién lactogénica y
reproductiva (Larrea F et al, 1993; Neill JD et al, 1994; Freeman ME et al, 2000)
existen otros, relacionados con ¢l papel modulatorio de esta hormona sobre el

sistema inmunologico.

En afios recientes se ha demostrado que la PRL ejerce diversas acciones
fisioldgicas dentro de las cuales sc encuentra el mantener la regulacion del sistema
inmunolégico. La PRL e¢n el sistema inmunolégico humano participa como un
. importante inmunomodulador y puede modificar la maduracion, diferenciacion y
‘proliferacién de los linfocitos (Nira BJ et al, 1996; Matera L, 1996). A este
respecto, existen numerosos cstudios sobre la relaciéon que existe entre la PRL y el
sistema inmunolégico que demuestran que: 1) la PRL estimula la expresion de
mediadores inmunolégicos como la IL-2 y su receptor, entre otras acciones, por lo

que funcionalmente ha sido reconocida como una citocina (Murherjee P et al, 1990;

. Viselli SM et al, 1991), 2) la expresién del RNAm de la PRL en células de timo,

__bazo, amigdalas, nédulos linfaticos, timomas y linfomas, cn estos dos ultimos se
~ encuentra muy disperso y parece intervenir en la progresion de tumores (Wu H ct
al, 1997), 3) los receptores de PRL son expresados en linfocitos B y T, 4) la adicion
v ’de anticuerpos especificos contra la PRL inhibe la proliferacion de los linfocitos en
‘ »bulfivo, lo que sugiere que la PRL puede tener mecanismos de accion autdcrinos y
'yjparzicrinos (Pellegrini 1 et al, 1992), S) la hipofisectomia y/o tratamiento con un
agente agonista de la dopamina, la bromocriptina, se acompaiia de una deficiente
_respuesta en el sistema inmunoldgico celular y tumoral que puede ser restaurada
por la PRL exdgena, lo que sugicre que la PRL hipofisaria modula la funcidn

‘normal de los linfocitos y 6) la PRL estimula la produccién de timulina (hormona



timica), un importante modulador del crecimiento y diferenciacién de timocitos

(Dardenne M et al, 1989).

Diversas células del sistema inmunoldgico como el timo, cl bazo y las CMN
‘ cbntienen el RNAm de la PRL y secretan una PRL bioactiva de tamafio similar a Ia
hipvbﬁsaria. La PRL inmunorrcactiva de 22 kDa se ha detectado tanto en las células
del sistema inmunologico murino (Montgomery et al, 1990) como humano (Wu H
et al, 1996). Ademas, se han reportado diversas isoformas como la de 11 kDa en
timocitos y linfocitos (Montgomery et al, 1992), las de 46 y 48 kDa en esplenocitos
(Shah GN et al, 1991; Freeman ME et al, 2000) y la de 60 kDa en células

-'mononucleares (Sabharwal P ct al, 1992; Larrca F ct al, 1997).

' La regulacion de la sccrecion de la PRL a nivel linfocitario, asi como su papel en la
‘;a"‘ﬁtoinmunidad auan no han sido determinados; sin cmbargo, la presencia de
;- receptores para dopamina en la superficic de los linfocitos, sugiere mecanismos de
regulacion similares a los que ocurren a nivel hipofisario. La caracterizacion
farmacoldgica de los receptores de dopamina en los linfocitos sugiere la presencia
predominante de receptores de tipo D4 y Ds (Santambrogio ¢t al, 1993; Ricci A et
al, 1994; Bondy B ct al, 1996), mas que receptores de tipo D2 localizados en los
lactotropos. Sin embargo en linfocitos de rata, se ha determinado la presencia del
RNAmMm de los receptores de tipo D1, D3 y Ds (Caronti B et al, 1998). Por otra parte
se ha demostrado que los linfocitos almacenan y sintetizan algunas catecolaminas,
especificamente la dopamina, que influye en la funcion de regulacion de estas

células de forma autocrina (Bergquist J et al, 1994)

El papel de la PRL en patologias del sistema inmunolégico ain no se ha dilucidado.

Las evidencias observadas en modelos animales y sustentadas por estudios clinicos
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sugieren la influencia de la PRL en el curso de algunas enfermedades autoinmunes,
como el Lupus Eritematoso Generalizado (LEG), donde existe una correlacion
‘entre las concentraciones de PRL y la actividad de la enfermedad (McMurray R,
',1991; Elbourne KB et al, 1998). El LEG es una enfermedad crénica, inflamatoria
multifactorial con remisiones espontancas, atribuida en parte a la existencia en el
suero de numerosos anticuerpos contra proteinas nucleares y también contra otros
* componentes de las células. Reportes previos han revelado la secrecion aumentada
de la PRL por cél‘ulas mononucleares mantenidas en cultivo de mujeres con LEG
en comparacién con células de mujeres sanas (Gutiérrez MA et al, 1995; Larrea F
et al, 1997). Ademas, diferentes estudios clinicos han reportado la presencia de
cantidades clevadas de  diversos autoanticuerpos en  pacientes con
hiperprolactinemia (Jara LJ ct al, 1992). Otros autores han descrito concentraciones
elevadas de PRL en pacientes con enfermedades autoinmunes y sobre todo en
pacientes con LEG en un porcentaje del 2-31% de los casos (Jara L) et al, 1992;
Buskila D et al, 1996; Jimena P et al, 1998). Adicionalmente, estos sujctos
presentan mayor produccion de PRL linfocitaria, lo que podria contribuir al
aumento en las concentraciones circulantes de esta hormona (Sabharwal P et al,
1992; Larrea F et al, 1997). Por otra parte, se ha demostrado la reduccion en las
concentraciones de PRL en pacientes con LEG mediante terapia con bajas dosis de
bromocriptina en los que, ademds, disminuye la actividad de la enfermedad
(Walker SE, 2001). En los pacientes masculinos con LEG, la hiperprolactinemia es
un fenémeno comun (Lavalle C et al, 1987). En las mujeres, la intensa actividad del
LEG se relaciona con periodos de intensa actividad hormonal durante la secrecién

ciclica y constante de estrogenos y PRL (Compaii-Gonzalez DA et al, 1996).
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Retomando lo- antes mencionado, los mecanismos que regulan la sintesis y
secrecidén de PRL a nivel linfocitario ain no se han establecido. Sin embargo, la
sintesis de catecolaminas como la dopamina (Bergquist J ct al, 1994) y la presencia
de receptores para esta molécula en células del sistema inmunoldgico, sugicre
mecanismos de regulacion autocrina sobre la sintesis de la PRL a nivel linfocitario
(Bondy B et al 1996). Lo anterior aunado a que en ¢l nuestro y otros laboratorios se
demostré que en cultivos de células mononuclcares de pacientes con lupus
, efitemptoso generalizado (LEG), la secrecion de la PRL esta aumentada (Gutiérrez
. MAet al, 1995; Larrea F et al; 1997). Por lo cual en el presente trabajo se planted
evaluar la influencia del sistema dopaminérgico en la regulacion de la sintesis y

" .'secrecién de la PRL a nivel inmunolégico.

)
i
<
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HIPOTESIS

El sistema dopaminérgico tiene influencia tanto en Ia secrecidon como en la
expresién del gen de la PRL a nivel periférico (linfocitos), de manera similar a lo

que ocurre a nivel central (hipotalamo-hipofisario).
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Estudiar la regulaciéon de la cxpresion del gen de la prolactina por un agente
antagonista dopaminérgico cn linfocitos normales y de pacientes con lupus

eritematoso gencralizado.

OBJETIVOS PARTICULARES

1) Valorar la expresion del RNA mensajero de la PRL en células mononucleares de

mujeres sanas y con lupus eritematoso gencralizado.

2) Evaluar la secrecion de la PRL por las células mononucleares en respuesta al
bloqueo dopaminérgico in vivo con metoclopramida en mujeres sanas y con lupus

eritematoso generalizado.

3) Evaluar la cxpresion del RNA mensajero de la PRL por las células
mononucleares en respuesta al bloqueo dopaminérgico in vivo con metoclopramida

en mujeres sanas y con lupus eritcmatoso generalizado.

16



MATERIAL Y METODOS

Este estudio fue aprobado por el Comité de Investigacion Biomédica en Humanos

del Instituto Nacional de Ciencias Medicas y Nutricion Salvador Zubiran.

1) SUJETOS

El estudio se realizd en dos poblaciones: una conformada por mujeres con
diagnoéstico de lupus eritematoso generalizado (LEG) y otra por mujeres sanas que
conformaron el grupo control. Ambos grupos estuvieron formados por mujeres con
ciclos menstruales regulares, sin trastornos endocrinoldgicos, sin tratamiento
hormonal ni inmunosupresor. A las mujeres se les administré por via oral 10 mg
.. del agente antagonista dopaminérgico metoclopramida, con la finalidad de bloquear
lin VIVO el éfecto de la-dopamina en la sintesis de la prolactina (PRL). Se obtuvieron

lin;iigét’fas de sangre venosa al tiempo basal (1=0') y a los 90 minutos (1=90") del
' ‘es‘tifﬁulo antidopaminérgico, tiecmpo en ¢l que se ha demostrado que la
mé"t“c;vélopramida provoca la respuesta méxima en términos de la liberacién de la
PRL a la circulacion. De estas muestras de sangre se obtuvieron las células

mononucleares (CMN).

2) METODOS
I. Cultivo de células mononucleares

Las células mononucleares (CMN) se extrajeron de sangre periférica de la vena
anterocubital utilizando EDTA al 5%, como agente anticoagulante. Las células se
obtuvieron por gradientes de Lymphoprep™ (NYCOMED). Las CMN fueron
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recuperadas de la interfase, que se lavo dos veces con medio RPMI 1624
(GIBCO/BRL) complementado con L-glutamina y bicarbonato de sodio, pH 7.4,
centrifugdndose a 1200 rpm durante 10 minutos. Las células se resuspendicron en
medio AIM-V® (GIBCO/BRL) libre de sueros, complementado con L-glutamina,
50 pg/mL de sulfato de estreptomicina, 10 pg/mL de sulfato de gentamicina, USP.
La viabilidad de las células se determind por tincidon vital con azul de tripan,
ajustandose a una concentracion de 1 x 10° células/ml de medio AIM-V®,
Finalmente, las CMN se incubaron en presencia o ausencia de concavalina A
(SIGMA) a una concentracion final de 4.0 ul/m! durante 72 h, a 37°C, en una
atmosfera con 95% de aire y 5% COs. Al término de la incubacion, las CMN se
separaron del medio de cultivo centrifugando a 2500 rpm durante 10 minutos y

. » t) .
tanto ¢l medio como las células se congelaron a -70 °C hasta su procesamiento.

I1. Determinacion de la secrecion de PRL linfocitaria

En los medios de cultivo de las CMN, se cuantificé la concentracion de PRL a
través de su capacidad de inducir la proliferacion de las células del linfoma Nb2 de

la rata (Tanaka et al, 1980).
Biocnsayo Nb2

Las células Nb2 fueron detenidas en fase temprana Go del ciclo celular, mediante
pre-incubacion durante 24 h en medio de estacion, el cual contenia medio Fisher
(GIBCO/BRL), complementado con 10% de sucro de caballo, 1% de suero fetal de
ternera, solucion de f-mercaptoetanol al 6.6%, 10,000U-10mg/ml de penicilina-
estreptomicina y solucion de bicarbonato de sodio al 7.5 %, pH 7.4. Transcurrido el

tiempo de pre-incubacion, se reinicié el ciclo celular estimulando con
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concentraciones- crecientes de PRL humana hipofisaria altamente purificada
(NIDDK hPRL RP-2) que sirvié como curva estandar del ensayo. La PRL humana
“se diluyd en medio de ensayo, ¢l cual contenia medio Fisher (GIBCO/BRL),
complementado con 10% de sucro de caballo, solucién de B-mercaptoetanol al
6.6%, 10,000U-10mg/ml de penicilina-estreptomicina y solucion de bicarbonato de
sodio al 7.5 %, pH 7.4. La PRL bioactiva sc cuantificé mediante la incubacion de
las células Nb2 con el medio de cultivo de las CMN durante 72 h, a 37°C, en una

atmosfera con 95% de aire y 5% CQ,. Al término de la incubacién, se determiné la

- concentracion de la PRL sccretada por las CMN, por su capacidad de inducir la

mitosis y proliferacion de las células de linfoma de rata Nb2 utilizando para ello el
paquete comercial Cell Proliferation Kit 11 (XTT, Roche), el cual sc basa en un
método colorimétrico. Los valores desconocidos se interpolaron sobre las
absorbancias dadas por la curva ecstindar. Los datos se¢ analizaron mediante la

prueba estadistica t de student (n=19 controles, n=14 LEG).

II1. Determinacion de la expresion del RNAm de la PRL

Se valoro la expresion del RNAm de la PRL en las CMN obtenidas. Para esta

finalidad sc realizaron los siguientes métodos:

a) Extraccion de RNA total

El RNA total se extrajo de las CMN por el método modificado de TRIzol®, que es
una solucién monofdsica de isotiocianato de guanidina y fenol (GIBCO/BRL)
(Chomczynski y Sacchi, 1987). La funcién del TRIzol® es romper las células y
desnaturalizar las nucleasas endogenas, manteniendo la integridad de RNA en la

muestra. A las CMN se les adicioné 1 ml de TRIzol® por cada 5 x 10° células.



» Posteriormente, la adicion de cloroformo (se adicioné 0.2 ml de cloroformo por
‘cada ml de TRIZol® usado) al extracto celular seguida por la centrifugacion de la
i . meicla generé 3 fases: una fase acuosa o incolora (superior), una interfase blanca y
“'Qn’a‘vfase orgénica roja (inferior). A partir de la fase acuosa, ¢l RNA fue recuperado
bbf,precipitacién con isopropanol (se adicioné 0.5 ml de isopropanol por cada ml
de TRIzol® usado), lavado con etanol al 80% (se adiciond | ml de EtOH por cada
lvlfhlk‘dc TRIzol® usado) y resuspendido en agua tratada con dietilpirocarbonato.

Finalmente, el RNA extraido sc cuantificd por espectrofotometria a una A=260 nm

y se congelé a —70°C, para posteriormente ser procesado en la reaccion de RT-

PCR.

b) Obtencion de la sonda de PRL purificada

Para el desarrollo de este estudio se¢ obtuvo un fragmento de DNA complementario
altamente purificado correspondiente a la sccuencia de la PRL humana. Este
fragmento se utilizé como control positivo en el procesamiento de las muestras por
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y se generd a partir del plasmido
pBR322-hPRL (Cooke y cols, 1981), donado por la Dra. Carmen Clapp del Centro
de Neurobiologia, UNAM. El plasmido pBR322-hPRL tienc insertado un

fragmento de 914 pb del gen de la PRL humana, y conticne cl gen de resistencia
para tetraciclina (Tc). El DNA insertado en el sitio de restriccion para Pst | dentro
del gen de resistencia para Amp interfiere con la funcion de este gen y hace a la

bacteria portadora de este plasmido sensible a la ampicilina (Figura 2).
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Figura 2, Mapa de restriccion del plismido pBR322. El plismido pBR322 es una
molécula de DNA circular de doble cadena de 4361 pb de largo. El plismido tienc
' ihscﬁado un fragmento de 914 pb del gen de la PRL humana (pBR322-hPRL) y contiene
él gen de rcsisténcia para tetraciclina (T'c). El peso molecular del plasmido pBR322 es de

2.83 x 10° Daltoncs.

b1) Transformacion de bacterias competentes por el método de CaCl,

Con el objeto de amplificarlo, el plismido PBR322-hPRL fue introducido a las
bacterias Escherichia coli de la cepa DHSa por ¢l método de transformacion. Para
esta finalidad, se cultivaron bacterias de Escherichia coli a 37°C con agitacion
moderada (300 rpm) durante toda la noche en el medio nutritivo no selectivo Luria

. Bertani (LB) liquido, pH 7.4. Transcurrido el tiempo de incubacion, el cultivo se

“diluyé 1/100 en medio LB en un frasco estéril y se incubé nuevamente a 37°C

‘ durante 24 h. La densidad celular se monitoreé midiendo la absorbancia (A=590
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- nm) lfasté que alcanzé un valor de 0.375 correspondiente a la fase logaritmica del

| ;.cv:‘reciniie'nto bacteriano. Las células bacterianas fueron concentradas por
. ~'jéehtfifugaci6|1 a 3000 rpm y resuspendidas en solucion de CaCl; (50 mM CaCl,,
. ;1'5%'v:v glicerol, 10 mM PIPES; pH 7), con la finalidad de hacerlas competentes,

" es'decir, conferirles la capacidad de absorber ¢l DNA plasmidico. Por altimo, las

células bacterianas competentes sc congelaron inmediatamente a —70°C, en

“‘voltimenes de 250 ul para su almacenamiento.

las * células bacterianas competentes sc les adiciond 10 ng de DNA

asﬁlidico/ZSpl H,0 y se dejo reposar en hielo durante 30 min. Posteriormente, las

- células bacterianas competentes se hicieron permeables al DNA plasmidico por un
proceso de descquilibrio térmico, que consistié en poner las células a 42°C por 45

-seg ¢ inmediatamente pasarlas a bafio de hielo donde se dejaron 5 min.

Posteriormente, a las células bacterianas competentes se les adiciond 1 ml de medio
LB y se incubaron a 37°C con agitacién constante durante 1 h para permitir la
sintesis del plasmido. Terminada la incubacion, las células bacterianas competentes
que incorporaron el DNA del plasmido se seleccionaron con base en su crecimiento

en presencia de 12.5 pg/pl de tetraciclina. Para esta finalidad se¢ sembraron 100 pl

.del concentrado bacteriano y diluciones 1:2 y 1:5 del mismo concentrado, en medio
“LB en fase sdlida con tetraciclina, donde el plasmido introducido les confiere

resistencia y por lo tanto crecen a pesar de la presencia de este antibidtico.

Finalmente, las placas del cultivo se incubaron a 37°C durante 24 h.

De las células bacterianas transformadas con el DNA de interés se seleccioné una
colonia aislada y se cultivd en 5 ml de medio LB liquido, pH 7.4 conteniendo 12.5
pg/ml de tetraciclina a 37°C con agitacion vigorosa durante toda la noche . A estos

cultivos en medio liquido se les adiciond glicerol al 15% v:v, con la finalidad de
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proporcionarles un ambiente adecuado para su congelacién. Se separaron en
volimenes de I ml y se congelaron a —70°C, para almacenarlos y posteriormente
ser utilizados en la purificacion de DNA plasmidico con las técnicas mini y

midipreparacion.

b2) Minipreparacion de los plasmidos

Esta técnica se utilizé para purificar y verificar la integridad de pequeiias
cantidades de DNA de plasmidos introducidos en las bacterias. Se utilizaron
membranas de silica gel incluidas en el estuche comercial QlAprep® Miniprep
siguiendo el protocolo descrito por la casa comercial QIAGEN Inc. El
procedimiento estd basado en la lisis alcalina de células bacterianas seguido por la
absorcién del DNA en silica, en presencia de un alta concentracién de sales. Este
consiste en cuatro pasos bdsicos: a) preparacion y aclaramiento de lisado
bacteriano, b) adsorcion del DNA en la membrana QlAprep®, ¢) lavado y elucién
del DNA plasmidico y d) cuantificacion de DNA plasmidico midiendo la

absorbancia a una A=260 nm.

b3) Midipreparacion de los plasmidos

Esta técnica se utilizé para la purificacion de una mayor cantidad de DNA
plasmidico a partir de las bacterias transformadas. Se utilizd el estuche comercial
QIAfilter® Plasmid Midi siguiendo ¢l protocolo descrito por la casa comercial
QIAGEN Inc. El procedimicnto consistié en purificar el DNA plasmidico de
" proteinas, de impurezas de bajo peso molecular, de DNA bacteriano y de RNA
plasmidico. Se utilizé una columna con resina de intercambio idnico, a la que sélo

se unié el DNA plasmidico mediante la interaccién entre los fosfatos cargados



negativamente del DNA plasmidico y los grupos cargados positivamente del
. dietilaminoetanol de la superficie de la resina. EI DNA se recuperd de la columna
_p'o.r elucién con una solucién concentrada de sales (1.25 M NaCl, 0.05 M Tris-base,
i 71‘5%'\/':v isopropanol)y se precipitd con isopropanol. Se lavé con etanol al 70% a
iéfnbcratura ambiente. El precipitado se resuspendid en solucion TE (10 mM Tris-

lCl p]fl'58.0, 1 mM EDTA), obteniendo asi un DNA altamente purificado.

‘Fihélh‘lente, se cuantifico la cantidad de DNA presente en la muestra midiendo la

absorbancia por espectrofotometria a una A=260 nm.

";Il’ér:‘n“\‘/eriﬁcar la pureza, calidad y cl peso de la sonda obtenida, se procedid a la

digéstién de ésta con 10 U de la enzima de restriccion Pst 1 (Providencia suartii
) GIBCO/BRL), ya que tiene un sitio de restriccién para esta enzima. El producto de
la digestic’m se corrid en un gel de agarosa al 1% con bromuro de etidio, en soluciéon
amortiguédora de corrida TBE 1X (0.1M dcido bodrico, 0.1M Tris base, ImM
EDTA). El nimero de fragmentos y tamafios decl mismo se compararon con el

mapa dc restriccion de acuerdo a la bibliografia (Cooke NE ct al, 1981).

¢) Retrotranscripeion y reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR)

La reaccion de retrotrancripcion (RT) se realizé debido a que el RNA total extraido
de las CMN se obtuvo en pequeiias cantidades, por lo que se sintetizoé la 1° cadena
de DNA complementario (DNAc) a partir del RNA mensajero (RNAm).
Posteriormente, el DNAc sc amplific6 mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR).

' ’,"l pg de RNA se utilizé6 como molde para la sintesis del DNAc, mediante el estuche

éofhéfcial SuperScript™ First-Strand Syntesis System de RT-PCR (GIBCO/BRL).
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La reacciéh de sintesis es catalizada por la enzima Super Script Il Rnasa H-
Revefsé :Trénsc':riptasa. Al término de la reaccion, se inactivo la enzima adicionando
RNAsa H (2 U/ul). El DNACc se utilizéo como molde en reacciones de PCR para
determinar la expresion del RNAm de la PRL o del RNAm constitutivo de la

ciclofilina.

’Las.éiguientes son las secuencias de los oligonucledtidos sentido y antisentido que
se utilizaron para la amplificacion del DNAc de hPRL por PCR; PRL (5°) 5’-GGG
TTC ATT ACC AAG GCC ATC-3’ localizado en el exén 3 del RNAm de PRL, y
PRL (3’) 5°-TTC AGG ATG AAC CTG GCT GAC-3" que corresponde con una
parte de los exones 4 y 5 (Figura 3). Para normalizar la expresion del RNAm de la
PRL, se usd como control de amplificacion ¢l DNAc producto de la
retrotranscripcion del RNAm de la proteina ubicua ciclofilina (CYC), utilizando los
siguientes oligonucleotidos; CYC (5°) 5'-CCC CAC CGT GTT CTT CGA CAT-3’
y CYC (3') 5’-GCT GGT CTT GCC ATT CCT GGA-3’. Estos oligonucledtidos
generaron en las muestras un producto de 276 pb para la PRL y de 453 pb para la
CYC respectivamente. Los oligonucledtidos fueron sintetizados por la casa

comercial GIBCO/BRL.

La amplificacion enzimatica de los fragmentos especificos del DNAc de la PRL y
la CYC, se efectiio utilizando 5 ul de los productos de la transcripcion reversa con
una concentracion final de 1.5 mM de solucion 10X con MgCl,, 0.4 umol/L. de
cada oliponucleétido, 40 umol/LL de deoxinucledtidos trifosfato (ANTP's: dCTP,
dATP, dGTP, dTTP), 4% dec dimetil sulféoxido (SIGMA), y 2.4 U de Taq DNA
polimerasa (Roche), en un volumen final de 25 pl. La amplificacion se efectio en

el termociclador automatizado Perkin-Elmer 2400. Se llevaron a cabo 35 ciclos de
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PCR. Cada ciclo consistié en: .la .desnaturalizacion a 94°C por 1 min, el

alincamiento a 58°C por | min y la extensién a 72°C por 1 min.

Oligonucledtido 5° GGG TTC ATT ACC AAG GCC ATC

1 32 208 3]il\ 496 685
|\ - K

A ATE TR SN R N SN T

Oligonucledtido 3° TTC AGG ATG AAC CTG GCT GAC

6 pb

233 508

Figura 3. Las sccuencia y posicién de los oligonucledtidos utilizados para la
amplificacién por PCR dcl DNAc de la PRL. E] oligonucledtido 5° esta localizado en ¢l
exén 3 y ¢l oligonucledtido 3° se encuentra localizado entre los exones 4 v S del gen de la
PRL para climinar cl ricsgo de que el producto de PCR sca contaminado con DNA

gendémico.

d) Electroforesis en gel de agarosa y transferencia por capilaridad

Los productos de PCR de PRL y CYC se analizaron por clectroforesis en geles de
agarosa al 1%, en solucion de corrida TBE 0.5X. Y se revelaron con tincién de
bromuro de etidio, el cual se intercala entre las bases apiladas del DNA. El DNAc
de las muestras se procesod simultineamente con ¢l marcador de peso molecular
DNA escalera de 100 pb (GIBCO/BRL). Agua bidestilada se utilizé como control

de PCR en ausencia de DNA molde y RNA se utilizé como control negativo de




o RT-PCR en ausencxa de RT. Las bandas de los DNACc obtenidos se observaron con

”

‘iradlacr n UV enun transiluminador.

ormente, el gel se transfirié por capilaridad a una membrana de nylon,
-N+ (Amersham) en solucion SSC 10X (NaCl 1.5 M, citrato de sodio
q 1h1dratédo 0.15 M) durante toda la noche. Los acidos nucleicos se fijaron a la
':’.mg:mbrana de nylon por radiaciéon con luz UV y posteriormente la membrana se
hibridé con una sonda de PRL marcada con digoxigenina (PRL-DIG) o con una
sonda de ciclofilina marcada con digoxigenina (CYC-DIG) segin los

oligonucledtidos utilizados en el PCR.

¢) Southern blot

Un producto de DNAc especifico de 276 pb se confirmo hibridando las membranas
con una sonda de PRL marcada con digoxigenina (PRL-DIG) por analisis de
Southern blot, que representa una herramicenta muy efectiva para el reconocimiento

o confirmacion el DNA amplificado en la muestra.

¢l) Sintesis de la sonda PRL-DIG

La sonda de PRL marcada con digoxigenina (PRL-DIG) se generd a partir de
plasmido PBR322-hPRL, mediante PCR, utilizando el estuche comercial PCR DIG
Probe Syntesis (Roche). La amplificacion se llevo a cabo en el termociclador
automatizado Perkin-Elmer 2400. Los ciclos consisticron en: la desnaturalizacién a
94 °C por 2 min, 10 ciclos con incubaciones a 94°C por 15 seg, 60°C por 30 seg y
72°C por 2 min, seguido por 20 ciclos con incubaciones a 94°C por 15 seg, 58°C

por 30 seg y 72°C por 5 min y finalmente una incubacién a 72°C por 7 minutos.




Posteriormente la sonda PRL-DIG se¢ purifico siguiendo el protocolo de la casa

comercial QIAGEN, mediante el estuche comercial QIAquick® Spin.

¢2) Rcconocimiento del DNAc¢ de PRL mediante hibridacion y deteccion
inmunolégica

La membrana de nylon con los fragmentos transferidos se prehibridé en solucién
estandar de hibridacién (SSC 5X, N-Laurilsarcosina 0.1%, SDS 0.02% y reactivo
de bloqueo al 1.6 % (Roche) a 68°C, durante toda la noche. Posteriormente, la
membrana se .hibridd6 con la sonda especifica de PRL-DIG previamente
desnaturalizada a 97°C durante 10 minutos, en la misma solucién de prehibridacion
a 60°C durante 24 h. Despudés la membrana se lavd 2 veces en solucion de lavado |
(SSC 2X, SDS 0.1 %) a temperatura ambiente y agitacién constante durante 15
minutos seguida por 4 lavados a 68°C en solucién de lavado 2 (SSC 0.1 X, SDS 0.1

%) con agitacion constante durantc 15 minutos.

La deteccién inmunoldgica se realizé con incubaciones continuas de la membrana
durante 5 minutos en solucidon de lavado 3 (Solucion de dcido maleico con 0.3% de
Tween 20 (v/v))y después durante 45 minutos con solucion de bloqueo 1X (Roche).
Posteriormente, la membrana se incubo durante 45 minutos con anticuerpo anti-
DIG 75mU/ml diluido 1:10,000 en soluciéon de bloqueco 1X (Roche), que esta
acoplado a fragmentos Fab de la enzima fosfatasa alcalina. Ensecguida, la
membrana se lavé 2 veces durante 15 minutos cn soluciéon de lavado 3 y una vez
durante 5 minutos en solucidon de deteccion (Roche). Terminados los lavados, la
membrana se incubé con revelador CSPD® (Roche) diluido 1:500 en solucidon de
deteccion durante 5 min, que es desfosforilado por la fosfatasa alcalina unida al

anticuerpo lo que produce quimioluminiscencia. Posteriormente, se climind el
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exceso de CSPD® y se incubé nucvamente la membrana a 37°C durante 20
'mihu_tos Finalmente, la membrana se expuso en una pelicula de Rayos X durante
: 20 a 30 minutos y se reveld. La densitometria de las bandas obtenidas se midieron
. e!'i el analizador de imdgencs Eagle Eyc y los datos sc analizaron mediante la

prucba estadistica de t pareada (n=11).
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RESULTADOS

Obtencién del plismido pBR322-hPRL y la sonda purificada de PRL

Mediante la transformacion de células Escherichia coli de la cepa DHS5a, se obtuvo
el plasmido pBR322 conteniendo el DNAc que codifica para la prolactina humana
(hPRL) denominado pBR322-hPRL. Posteriormente, el plaismido pBR322-hPRL se
purificé por la técnica de midipreparacion (Figura 4A, carril 2). Dicho plasmido se
utilizé para la obtencion de una sonda purificada de hPRL que se empleé como

control positivo en ¢l procesamiento de las muestras de RT-PCR de las células

- .mononucleares (CMN). Para corroborar el inserto de 914 pb del gen de la hPRL en

.- el plasmido, se realizdé un corte con la enzima de restriccion Pst 1. En la Figura 4B

s v,jyse ésquematizan los sitios de restriccion a Pst 1 en el plasmido pBR322-hPRL. El

X V,jfcorte enzimatico generé 2 fragmentos de talla esperada de 360 y 554 pb (Figura
- 4A carril 3), previamente reportados por Cooke y colaboradores (Cooke NE et al,
- : : ;;1981) (Figura 4B) y un fragmento plasmidico de aproximadamente 4361 pb (Figura
' A,:carnl 3)

: Apamr del plasmido pBR322-hPRL sc obtuvo una sonda especifica de hPRL de

276 pb por PCR, y se utilizé6 como control positivo en el anilisis en geles de
égﬁrosa de los productos de RT-PCR generados del RNAm de las CMN (Figura S,
carril 2). Adicionalmente, a partir del mismo plasmido se obtuvo una sonda de PRL
‘marcada con digoxigenina (PRL-DIG), dondc la adicidn dc la digoxigenina le dio
una mayor talla al DNA (Figura 5, carril 3). La PRL-DIG se utilizé para la
hibridacion en el Southern blot de los DNAc blanco generados por RT-PCR de las
CMN.
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Figura 4. Andlisis en gel de agarosa al 1% dec la amplificacién y corte enzimitico del
plismido pBR322-hPRL, y sitios de restriccion de Pst 1 en ¢l mismo plismido. Panel A, las
bandas fueron reveladas con bromuro de etidio. Carril 1, marcador de DNA escalera de 1 kb
(GIBCO/BRL); carril 2, plismido pBR322-hPRL de 5275 pb obtenido por las técnica de
midipreparacion; carril 3, corte enzimitico del plasmido con Pst I, donde sc obtuvicron el
fragmento del plasmido pBR322 de 4361 pb y dos fragmentos de 360 y 554 pb; carril 4,
marcador de DNA escalera de 100 pb (GIBCO/BRL). Panel B, esquema de los sitios de

restriccion de la enzima Pst I en la secuencia del plaismido pBR322-hPRL.
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Figura 5. Anilisis en gel de agarosa alt 1% de la sonda de hPRL purificada y de la
misma sonda marcada con digoxigenina (PRL-DIG). Carril 1, marcador de DNA
escalera de 100 pb (GIBCO/BRL); carril 2, sonda purificada de PRL de 276 pb; carril 3,

sonda dc PRL marcada con digoxigenina.

Caracteristicas clinicas de los grupos control y con lupus eritematoso
genceralizado

Se estudiaron 2 grupos: un grupo control, conformado por 19 mujeres sanas con
una edad promedio de 27.7 + 5.8 afios y un grupo de 14 mujeres con lupus
eritematoso generalizado (LEG) con una edad promedio de 31.5 £ 6.0 afios. Ambos
grupos estuvieron formados por mujeres con ciclos menstruales regulares, en edad
reproductiva, sin trastornos endocrinoldgicos, sin tratamiento hormonal ni
inmunosupresor. Todas las mujeres estaban en la fase folicular temprana del ciclo
me;istrual (entre los dias 5 y 7) al momento del estimulo antidopaminérgico. La
‘ “h{:tiﬁdad clinica de la enfermedad fue valorada en un rango de [ a 10 puntos en la
» éscéla del indice MEXSLEDAI, donde un valor mayor de 2 fue considerada activa.
De acuerdo al criterio anterior se incluyeron 3 pacientes con actividad clinica de

LEG.
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Secrecion de la PRL por las CMN con y sin estimulo de Con A.

Las CMN obtenidas en el tiempo basal se incubaron en ausencia (no Con A) o
presencia de Concavalina A (Con A). La Con A sc utilizé con la finalidad de
potenciar la respuesta, ya que la secrecion basal de PRL por las CMN es muy baja.
La PRL secretada al medio de cultivo se valoré mediante el bioensayo Nb2.

‘La secrecién de la PRL por las CMN no estimuladas con Con A en ¢l grupo con
LEGfue significativamente mayor con respecto a la secrecion de la PRL por las
CMN no estimuladas con Con A del grupo contro! (Figura 6). El uso de la Con A

"V,'*'ilncrementé significativamente la secrecion de la PRL sélo por las CMN del grupo

" control (P< 0.05). Aunque la secrecion de PRL por las CMN del grupo con LEG
aumenté después de la estimulacion con Con A, ésta no fuc significativamente
diferente con respecto a la sccrecion de PRL por las células del grupo control

también estimuladas con Con A (Figura 6).

Secrecion de la PRL por las CMN en respuesta a metoclopramida

Con el objeto de determinar la posible influencia de la dopamina en la secrecion de
la PRL por las CMN, las células obtenidas en el tiempo basal (0°) y 90 minutos
después del bloqueo dopaminérgico (90°) in vivo de mujeres control y mujeres con
LEG, se mantuvieron en cultivo en ausencia (no Con A) o presencia de Con A. La

PRL secretada al medio de cultivo se cuantificé mediante el bioensayo Nb2.

La secrecion de la PRL por las CMN aumenté significativamente en respuesta al
estlmulo con el agente antidopaminérgico s6lo en el grupo control, no asi en el
- grupo_con LEG donde la secrecion no se modifico, en condiciones sin estimulo

. "n‘fmogemco (Figura 7 no Con A).
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_En presencia‘'de la Con A el estimulo antidopaminérgico no modificé de manera

"'signiﬁcziitiya;ia 'secrecion de la PRL por las CMN en ambos grupos (Figura 7 con

ConA).

50 s CON
= LEG *
w ] [
= L 2
E 30
o
& 1
- r._. -
2
=
10

no Con A Con A

Figura 6. Secrccion de la PRL basal por células mononucleares del grupo control (CON) y
grupo con LEG. Las células mononuclcares (CMN) de mujeres sanas y con LEG fueron
mantenidas cn cultivo en medio libre dc sueros a una concentracion de 1x10° células/ml en
ausencia (no Con A) o presencia de 4.0 pg/mt de Concavalina A (Con A). La sccrecién de PRL

por las CMN se cuantifico mediante el bioensayo Nb2. Los datos estin expresados como la

media + EE de cada grupo. *P<0.05 vs control no Con A.
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Figura 7. Sccrecion de la PRL por las CMN en respuesta al bloqueo dopaminérgico
con mctoclopramida. Las CMN fueron obtenidas en el tiempo basal (0°) y 90 min
después del bloqueo dopaminérgico (90°) de mujeres control (CON) mujeres con LEG.
Las CMN fueron mantenidas en cultivo en ausencia (no Con A) o presencia de estimulo
mitogénico (Con A). La sccrecidon de la PRL se valord mediante ¢l bioensayo Nb2. Los

datos estin cxpresados como la media + EE de cada grupo. *P<0.05 vs t=0° del grupo

control no Con A.
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Expresion del RNAm de Ia PRL en CMN del grupo control y del grupo
con LEG. :

La expresion del RNAm de la PRL en las CMN se evalud al término del cultivo.
Las CMN obtenidas de los grupos control y LEG se mantuvieron en cultivo en
ausencia (no Con A) o presencia de Con A. El RNA extraido de las células se
proces6 por RT-PCR y Southern blot.
‘La expresion del RNAm de la PRL sc valoré mediante la densitometria de las
' »‘béhdas de PRL que fueron normalizadas contra la densitometria de las bandas del
RNAm constitutivo de la ciclofilina. La expresion del RNAm de la PRL por las
CMN no estimuladas mitogénicamente del grupo con LEG fue significativamente
mayor (p<0.05) en comparacion a la expresion del RNAm de ta PRL por las CMN
’no estimuladas mitogénicamente del grupo control (Figura 8). En ambos grupos, la
expresién del RNAm de la PRL aumentd cn resptesta a la estimulacidon mitogénica
con Con A, sin embargo, ¢l aumento fue estadisticamente significativo solo en el

grupo control (Figura 8).

Expresion del RNAm de la PRL en CMN en respuesta a la
metoclopramida

Con ¢l objeto de determinar la posible influencia del sistema dopaminérgico en la
expresion del RNAm de la PRL en las CMN, las células se obtuvieron en el tiempo
basal (0°) y 90 minutos después del estimulo con metoclopramida (90°) in vivo del
grupo control y del grupo con LEG. Las CMN obtenidas se mantuvieron en cultivo
en ausencia (no Con A ) o presencia (Con A) de estimulo mitogénico. Las técnicas

de RT-PCR y Southern blot se utilizaron para determinar la expresion del RNAm

. de la PRL en las CMN. El RNA total extraido de las CMN fue usado como molde

parafla sintesis de la 1a cadena de DNAc por retrotranscripcién. El DNAc se
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alﬁpliﬁcé pbr I»’C:'chon iniciadores especificos del gen de la PRL y la ciclofilina

(Figura3).
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Figura 8. Expresion basal del RNAm de la PRL por las CMN c¢n el grupo control y en el
grupo con LEG. Las CMN fucron mantenidas ¢n cultivo en ausencia (no Con A) o presencia de
Con A. La expresion del RNAm de ta PRL de las CMN se valoré mediante RT-PCR y Southern
blot. La densitometria de las bandas de la PRL fue normalizada con la densitometria de las
bandas del RNAm constitutivo de la ciclofilina. Los datos estan expresados como la media + EE

de cada grupo. *P<0.05 vs t=0" control no Con A
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Los productos de RT-PCR amplificados correspondientes a la PRL y la ciclofilina
se separaron en geles dc agarosa al 1%. Las bandas observadas correspondian a
‘produc‘tos del tamafio esperado de 276 pb para PRL (Figura 9A) y 453 pb para
ciclofilina (figura 9B). Con este analisis se observé el aumento en la abundancia de
fla_bmida.de la PRL a los 90 minutos del bloqueo dopaminérgico en CMN no
estirﬁ"ulyadas con Con A (Figura 9A, carriles 3 y 4). En CMN estimuladas con Con

A no hubo diferencia significativa en respuesta a mctoclopramida (Figura 9, pancl

A, carriles 5 y 6).
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Figura 9. Anilisis cn gel de agarosa al 1% dc los fragmentos amplificados de DNAc¢
correspondicntes a la PRL (panel A) y Ia ciclofilina (pancl B) de las CMN. Carril 1,
marcador de DNA escalera de 100 pb (GIBCO/BRL); carril 2, H,O bidestilada que fue
usada como control de ausencia de DNA molde; carril 3, CMN obtenidas al t=0° no
cstimuladas Con A en ¢l cultivo; carril 4, CMN obtenidas al t=90" no cstimuladas Con A
en cl cultivo; carril 5, CMN obtenidas al t=0" estimuladas con Con A en ¢l cultivo; carril
6, CMN obtcnidas al t=90" estimuladas con Con A en ¢l cultivo; carril 7, control negativo
dp'RNA en ausencia de la enzima retrotranscriptasa y procesado por PCR; carril 8A,
Sdhdn purificada de PRL obtenida del plasmido pBR322-hPRL y carril 8B sonda
purificada de ciclofilina. La talla de los fragmentos fueron de 276 pb para la PRL y de

453 pb para la ciclofilina como lo sefialan las flechas.
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I Para la conf rmacnon de los productos de RT-PCR separados en geles de agarosa,

o ~*cstos se transﬁneron a membranas de nylon que se hibridaron con la sondas

) espec1ﬁcas de PRL-DIG y CYC-DIG respectivamente. En la figura 10 se observa
‘ un Southern blot representativo del analisis dc los productos de RT-PCR obtenidos
de las CMN del grupo control (panel A) y del grupo LEG (panel B) estimuladas y
no estimuladas con Con A. En este anadlisis se confirmd especificamente un
fragmento de 276 pb correspondiente a la PRL que fue generado a partir del DNAc
de las CMN del grupo control y LEG. Este fragmento tenia un tamaio idéntico al
obtenido con el DNAc de la sonda de hPRIL. usada como control positivo (Figura
10A). La exprésic’)n del gen de la PRL se determind por la densitometria de las
bandas del gen de la PRL que fucron normalizadas con la densitometria de las
bandas del gen constitutivo de la ciclofilina (CYC). En las muestras procesadas en
ausencia de la cnzima transcriptasa reversa, ninguno de los DNAc de LEG y
control dieron origen a productos de retrotranscripcion. Resultados similares fueron

obtenidos cuando se utilizd agua bidestilada (Figura 10).

La expresion del RNAm de la PRL en las CMN sin estimulo mitogénico aumenté
posterior al bloqueo dopaminérgico en el grupo control (Figura 10, panel A) no asi
en el grupo con LEG donde la expresion del RNAm de la PRL no se modificé
(Figura 10, panel B).

En respuesta al estimulo mitogénico con la Con A, la expresion del gen de la PRL
; »p'c‘vvr;lvas CMN no se modifico de forma significativa ni en el grupo control (Figura
E lOA)m en el grupo con LEG (Figura 10B) con respecto a la expresion de las CMN

= ,dbgéhidas en el tiempo basal también estimuladas con Con A .
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Figura 10. La expresiéon del RNAm de la PRL por las CMN decl grupo control y del grupo
con LEG en respuesta a metoclopramida. La expresion del RNAm de la PRL se analizé por
RT-PCR y Southern blot de las CMN obtenidas en ¢l tiempo basal (0°) y 90 min despuds de la
administracion de metoclopramida (90°) a las mujeres control (pancl A) y con LEG (pancl B).
Las CMN fueron mantenidas cn cultivo en ausencia (no Con A) o presencia de Con A. Los
productos de PCR del plismido pBR322-hPRL ¢ higado fueron utilizados como control
positivo, para la PRL y ciclofilina, respectivamente utilizando oligonucleétidos especificos.
Agud bidestilada se utilizd como control de PCR en ausencia de DNA molde y RNA sc utilizo

como control ncgativo de RT-PCR cn ausencia de RT. Los productos de PCR amplificados de

la PRL y la ciclofilina se hibridaron con una sonda cspecifica marcada con digoxigenina. La
densitometria de las bandas de PRL fueron normalizadas con la densitometria de las bandas de

la ciclofilina (CYC). *P<0.05 vs t=0" control no Con A.
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DISCUSION

La regulacion neurocndocrina de la sintesis y secrecion de la prolactina (PRL)
hipofisaria estd fundamentalmente bajo la inhibicion ténica hipotalimica, que es
ejercida principalmente por la dopamina a través del cje portal hipotilamo-
hipofisario (Larrea F et al, 1993; Necill D et al, 1994; Nira BJ ¢t al, 1996; Freeman
ME et al, 2000). Adicionalmente, la PRL por si misma modifica la actividad
dopaminérgica del hipotalamo, regulando tanto la sintesis como la secrecion de
" .dopamina por un mecanismo de retroalimentacion de asa corta (Perkins NA et al,
1979). Sin embargo, los mecanismos que regulan la sintesis de la PRL de origen

"-"l_iinfocilario ain no sc han establecido. En el presente estudio se demostro que la

-"administracién por via oral de un agente antagonista dopaminérgico, la
: MZmé‘tocIopramida, a mujeres en edad reproductiva incrementd tanto la secrecién
"‘,c“‘o‘mo' la expresion del gen de la PRL por las células mononuclecares (CMN)

‘obtenidas de sangre venosa.

En afios recientes, el estudio de la influencia de la PRL en ¢l sistema inmunolégico
ha generado gran interés. L.a PRL sec sintetiza y secreta en células del sistema
inmunolégico como los linfocitos (Sabharwal P et al, 1992), los esplenocitos y los
timocitos, entre otros, en los que ademds, la PRL estimula su proliferacion y
v mitogénesis. Aunado a lo anterior, la presencia de receptores de tipo D3 y Ds de la
dopamina en la membrana de los linfocitos, y la sintesis de algunas catecolaminas
‘como la dopamina en estas mismas células (Bergquist J et al, 1994), sugiere

‘mecanismos de regulacién autocrina sobre la sintesis de la PRL.

Dentro de las diversas patologias que afectan la regulacién inmunolégica, se

encuentran fenémenos autoinmunes generalizados que se caracterizan por la
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presencia de . autoanticuérpos contra diversos antigenos propios. El lupus
. eritematoso generalizado (LEG) es la enfermedad cuya patogénesis puede afectar
simulténeamenié a piel, articulaciones, rifién, serosas, sistema nervioso, organos
hematopoyéticos, pulmones y corazon. Se sabe que el LEG es mas frecuente en
niujeres embarazadas y en edad reproductiva que en hombres, lo que sugicre que
las hormonas sexuales pueden tener un papel importante que contribuya a la
enfermedad. Reportes previos han demostrado que aproximadamente ¢l 30% de los
pacientes con LEG cursan con hiperprolactinemia y que existe una alta correlacion
con la actividad de la enfermedad (Jara JL. et al, 1992; Neidhart M, 1996; Jacobi
AM et al, 2001). Sin embargo, csta iltima evidencia es controversial ya que otros
autores han informado que no existe correlacion alguna entre la hiperprolactinemia
y la actividad de la enfermedad en los pacientes con LEG (Pauzner R et al, 1994;
Buskila D et al, 1996; Jimena P et al, 1998). Por otra parte, se ha propuesto que un
agente agonista dopaminérgico, la bromocriptina, puede ser usado en el tratamiento
‘de la enfermedad con la finalidad de disminuir las concentraciones circulantes de la

PRL (Walker SE, 2001), lo que resulta en una disminucion de la actividad
- autoinmune del LEG. Cuando los pacientes con LEG abandonan ¢l tratamiento con
brom‘c’)crviptinu el proceso autoinmunitario se exacerba severamente (Compaii-

Gonzél‘ez D et al, 1996).

LQS resultados de este estudio demuestran que las CMN mantenidas en cultivo de
- p}agﬁientes con diagnostico de LEG, secretan mayor cantidad de PRL basal mayor
-que las CMN de sujetos normales, lo que apoya reportes previos (Gutiérrez MA et
al, 1995; Larrea F et al, 1997). Adicionalmente, se observé que las CMN
» estimuladas in vitro con Concavalina A (Con A) secretaron altas concentraciones
de PRL en el grupo control y el grupo con LEG. Sin embargo, sélo en el grupo

control se encontré6 que la secrecion de PRL en respuesta a la Con A era
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'signiﬁcativamente“mayor en comparacion a CMN no cstimuladas. Estos datos
_sugicren que la PRL es sintetizada por las CMN y que la activacién de las células
por la Con A es un mecanismo para estimular mayor secrecién de PRL. Ademas,
estos resultados coinciden con estudios previos que demuestran que algunos
mitogénos como la fitohemaglutinina y la misma Con A tienen influencia en la
secrecion de la PRL (Montgomery ct al, 1990; Sabharwal et al, 1992). En ¢l grupo
con LEG, el estimulo mitogénico de la Con A no modificéd la secrecion de la PRL
en las CMN en comparacion a las CMN no estimuladas. Esto puede deberse a que
las céiﬁlas provengan ya activadas dc un entorno propicio como parte de la

.'enfermedad, lo.quc provoca la secrecion de PRL basal aumentada y la falta de

respuesta a la Con A in vitro.

Las CMN obtenidas previo y posterior al bloqueo dopaminérgico se incubaron en
ausencia o presencia de Con A. En ausencia de la Con A, se demostré el aumento
significativo en la secrecion de PRL en los cultivos de las CMN en respuesta al
estimulo con el agente antidopaminérgico, sélo en el grupo control. En el grupo con
LEG, la secrecion de PRL por las CMN e¢n cultivo no se moditicé en respuesta al
estimulo con el agente antidopaminérgico. La presencia de la Con A en los cultivos
‘de" las CMN no modifico la secrecion de la PRL de mancra significativa en

"respuesta al estimulo con el agente antidopaminérgico, ni en el grupo control ni el

G grupo con LEG. Los datos sugieren que probablemente las CMN de estas pacientes

“ con LEG se encuentran en un estado de activacién dado por la enfermedad y sc
. pierde el efecto tanto de la metoclopramida como de la Con A. Otra posibilidad es
que, en personas con LEG, alguno dec los mecanismos que sc desencadenan para la
transduccidn de la seiial posterior a la interaccion de la dopamina con su receptor se
encuentre alterado, impidiendo que la dopamina ejerza su accidn sobre la secrecion

de la PRL. En el grupo control, donde las CMN se encuentran en ausencia de
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trastornos inmunolégicos se demostré que el sistema dopaminérgico tiene

- influencia sobre la regulacién de la secrecién de la PRL. En cl grupo con LEG

CMN-estdn afectadas, la regulacion por el sistema dopaminérgico se

encuentra modificada.

En este estudio se demostré que la expresion del RNAm de la PRL en las CMN
nidas en cultivo se encuentra aumentada en mujeres con diagnodstico de LEG
: -en‘00111piéfacfén a la expresion en las CMN de mujeres normales. Adicionalmente,

.se bsé'rjvé que la expresion del RNAm de la PRL de las CMN estimuladas in vitro

[ o‘,lj_nlé Con A aumentd en el grupo control y en el grupo con LEG. Sin embargo,

“'sélo en el grupo control s¢ observé que la expresion del RNAm de la PRL fue
. significativamente mayor en respuesta a la Con A en comparacion a la expresion

. 'c_l‘el RNAm de la PRL en las CMN no estimuladas mitogénicamente.

Las CMN obtenidas previo y posterior al bloqueo con ¢l agente antidopaminérgico
administrado in vivo se incubaron en ausencia o presencia de Con A. El agente
antidopaminérgico provoco el aumentd en la expresion del RNAm de la PRL en las
CMN no estimuladas con Con A, sélo en ¢l grupo control. En el grupo con LEG la
expresion del RNAm de la PRL no se modifico en respuesta al estimulo
antidopaminérgico. La presencia de la Con A provoco el aumento en la expresion
del RNAm de la PRL en ambos grupos, pero no modificé de manera significativa la
expresion del RNAm de PRL posterior al bloqueo dopaminérgico con la
- metoclopramida. Similar a lo que ocurre con la secrecion de la PRL por las CMN,
‘la“expresion del RNAm de la PRL en estas células de pacientes con LEG no
~,fr¢5ppnden al estimulo con el agentc antidopaminérgico y a la Con A porque
‘ b‘prqvienen de un medio en el cual estan ya activadas por el trastorno inmunolégico

" que presenta.
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Dlversos estudlos han demostrado la expresion del RNAm de la PRL en células del
: fsnstema mmunologlco lo que implica que la PRL es sintetizada localmente
7,’{(D|Matt|a GE et al, 1988, Shan GN et al, 1990; Sabharwal P et al, 1992; Wu H et
: .al 1996 Larrea F et al, 1997). La transcripcion del gen de la PRL en estas células
l_gs 'iregulada directamente por un promotor alterno, produciendo localmente una
;.i;mo‘l‘écula de PRL con funciones de citocina. El transcrito extrahipofisario cs 134 pb
Umé‘s largo que el hipofisario debido a que ¢l RNAm de la PRL presenta un exon
adicional no codificante, el cual sufre un empalme alternativo con ¢l exoén 1.
Ambos transcritos, tanto el hipofisario como cl extrahipofisario, generan un
producto de traduccion idéntico. La expresion del gen de la PRL en tejidos
extrahipofisarios a diferencia de la hipofisaria, es independiente del factor de
transcripcién Pit-1 (Berwaer et al, 1994) debido a la presencia del promotor alterno.
Sin embargo, los mecanismos moleculares que regulan la expresion del gen de la

PRL en las células del sistema inmunoldégico humano no han sido dilucidados.

;',En la h1p6ﬁsns la dopamina regula la sintesis de la PRL a través de la unién a su

_{receptor. Este receptor se¢ cncucntra acoplado a protcmas G inhibitorias que

- hipofisario.”

4En’lylé" region proximal del promotor del gen de la PRL extrahipofisaria se ha

encontrado un elemento de respuesta que regula parcialmente la respuesta por AMP
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n cfclico (CRE)(_Liang J et al, 1992). La activaciéon de la transcripcion del gen de
PRL pér: el‘~promotor alterno en las células T, dada tanto por AMPc como por
activadbfeé “de células T como la fitohemaglutinina, es particularmente
: dépeﬁdiéhtes'de CRE, lo implica que una proteina de union a CRE (CREB) o algin

. miembro~de esta familia esta relacionada en la expresion del gen de la PRL

vlinfocitaﬁal Adicionalmente, reportes previos han seiialado que la transcripeion
linfocitaria del gen de PRL es independicente de Pit-1 (Berwaer et al, 1994), pero

que'CREB modifica la expresion del gen de la PRL. De acuerdo a los resultados de

- la presente tesis, el sistema dopaminérgico tienc influencia sobre el gen de la PRL

"éﬁ"l’as CMN, al igual que en la hipéfisis. La dopamina posiblemente tenga

mﬂuencxa directa sobre la expresion del gen de la PRL a través de la activacion de
:‘CRE Quedaria por dilucidar a través de que moléculas se esta regulando la

transcnpcxén del gen de PRL.

conclusién, los resultados del presente estudio demucstran que existen

~‘'mecanismos de regulaciéon de la PRL por el sistema dopaminérgico a nivel

munoldgico de manera similar a lo que ocurre a nivel hipofisario, y que esta

regulacién . esta alterada en condiciones de autoinmunidad. Con base en estos
hallazgos queda por explorar la participacion de la dopamina en la regulacion de la
sintesns y la secrecion de la PRL linfocitaria en cstados normales y de

Vautommumdad como el lupus eritematoso generalizado.
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CONCLUSIONES

La secrecidn y la expresién basal del RNAm de la prolactina (PRL) linfocitaria
es mayor en el lupus critematoso generalizado (LEG) que en condiciones

normales.

El sistema dopaminérgico participa en los mecanismos de regulacion de la PRL

en el sistema inmunologico.

Los resultados del presente estudio sugieren la presencia de modificaciones en

la regulacion de la secrecidon y la expresion del gen de la PRL linfocitaria en

condiciones de autoinmunidad como ¢l LEG.
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APENDICE

Transformacion de células competentes
a) Medio de cultivo LB sélido (Luria Bertani )
10g peptona grado bacteriologico
5g extracto de levadura grado bacteriolégico
10g NaCl
15g agar grado bacterioldgico
Agua c.b.p. 1000 ml
Se ajusto el pH a 7.4 con NaOH y se esterilizé en el autoclave.
b) Solucidn de tetraciclina
¢) Medio de cultivo LB liquido
10 g peptona grado bacteriologico
5g extracto de levadura grado bacterioldgico
10g NaCl
Se ajusté el pH a 7.4 con NaOH

Se aford con agua c.b.p. 1000 ml, sc agrego el agar y sc esterilizd en el autoclave

d) E. coli cepa DH5a

¢) Glicerol

Hibridacion
a) Solucidon estandar de hibridacion
5X 88C
0.1% N-Laurilsarcosina
0.02% SDS

1.6% reactivo de bloqueo (Roche)
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-b) Soluciones de lavado post-hibridacion
1) 2X SSC, 0.1% SDS
2) 0.1X SSC, 0.1% SDS

Deteccion inmunolégica
a) Solucién de acido maleico
0.1 M Acido malcico
0.15 M NaCl
Se ajusté a pH 7.5 con NaOH
b) Solucién de lavado ,
Solucién de acido maleico con 0.3% de Tween 20 (v/v)
¢) Solucién de deteccién
: ‘0.'1 M Tris-HCI
:0.2 M NaCl
50 mM MgCl
" Se ajusto a pH 9.5 con NaOH
“d) Solucién de bloqueo 1X
Dilu¢iéh 1 :1\70 d’e' la solucién de bloqueo 10 X (concentrado) en solucién de dcido

maleico.
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