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intentar otras vías. Cuando hagas una elección, olvida las otras 

alternativas. Quien sigue un camino y se queda pensando en lo que 

perdió al dejar los otros, no llegará a ninguna parte. 
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RESUMEN 

 

 

La prolactina (PRL) es una hormona proteínica de origen hipofisario y 

linfocitario que ha sido considerada por algunos autores como una 

citocina. Es conocido que una cohorte de pacientes con lupus 

eritematoso generalizado (LEG) cursan con hiperprolactinemia y la 

expresión de la PRL linfocitaria es mayor que en sujetos sanos. En el 

presente estudio, se evaluó la PRL inmunorreactiva y bioactiva en el 

suero y en el medio de cultivo de células mononucleares periféricas 

(CMNP) de mujeres con LEG y de mujeres sanas, tanto en condiciones 

basales como en respuesta a la administración de un antagonista 

dopaminérgico, la metoclopramida. También se estudió el patrón de 

isoformas de la PRL en suero y la secretada por las CMNP, así como la 

expresión del RNAm de la PRL en las CMNP. Las concentraciones 

basales de PRL circulante, bioactiva e inmunorreactiva, fueron 

similares en ambos grupos. La respuesta en la secreción de la PRL a la 

circulación fue mayor en el grupo LEG que en el grupo control, siendo 

más evidente en términos de la PRL bioactiva. La secreción y 

expresión basales de PRL en las CMNP fueron mayores en el LEG, las 

cuales aumentaron posterior al estímulo anti-dopaminérgico solamente 

en el grupo control. La dopamina y la IL-2 modificaron la expresión del 

RNAm de la PRL en CMNP in vitro. En conclusión, el presente estudio 

demostró que la actividad del sistema dopaminérgico a nivel 

hipotalámico está aumentada en el LEG y sugiere la contribución de la 

PRL linfocitaria alterando la actividad del sistema dopaminérgico como 

un mecanismo de adaptación para mantener las concentraciones 

fisiológicas de la PRL en la circulación. 

 
 
 



 

ABSTRACT 

 

 

Prolactin (PRL) secretion by the pituitary is under the control of 

dopamine. Hyperprolactinemia has been found in patients with systemic 

lupus erythematosus (SLE) and seems to be associated with clinical 

activity. T-lymphocytes express PRL and those from SLE patients 

appear to secrete more PRL than controls. In this study, immuno-(RIA) 

and bio-(BIO) assayable PRL in both serum and culture media of 

peripheral blood mononuclear cells (PBMNC) from SLE and control 

subjects were evaluated in the basal state and in response to 10 mg 

oral administration of metoclopramide, a dopamine receptor antagonist. 

Prolactin size heterogeneity in serum and culture media and PRL gene 

transcription in PBMNC were also studied. Basal serum RIA-PRL, BIO-

PRL and the BIO/RIA ratio were similar in both groups. The serum BIO-

PRL response after metoclopramide was higher than RIA-PRL in SLE, 

and this increment was also greater than in control subjects. PBMNC 

from SLE subjects secreted and produced more BIO-PRL. After 

metoclopramide, secretion and production of PRL increased only in 

PBMNC from control women and not in those from SLE patients. The 

present study demonstrated an increased central dopaminergic tone in 

SLE and suggests that lymphocyte-derived PRL might contribute to 

alter the functional activity of the hypothalamic dopaminergic system in 

SLE attempting to maintain serum PRL within a physiological range. 

 

 

 

 

 

 

 

 



INTRODUCCIÓN 

 

I. Generalidades 

La prolactina (PRL) es una hormona polipeptídica que es 

principalmente sintetizada y secretada por la hipófisis anterior. Sus 

efectos están relacionados con la reproducción, el desarrollo y 

crecimiento, el balance de líquidos y electrolitos y la regulación del 

sistema inmunológico [1]. La expresión del gen de la PRL se encuentra 

bajo la regulación de factores de transcripción tejido-específicos, así 

como por diferentes neurotransmisores y factores de naturaleza 

hormonal. Entre ellos, la dopamina hipotalámica es el principal 

regulador tanto de la síntesis, como de la secreción de la PRL. Además 

de la glándula hipofisaria, la PRL humana es sintetizada en diferentes 

sitios extrahipofisarios como: el miometrio uterino, la decidua 

placentaria y diversas células del sistema inmunológico [2]. En el 

sistema inmunológico, la PRL ejerce efectos paracrinos y autocrinos y 

está relacionada a procesos de autoinmunidad. En la actualidad, la 

PRL es considerada no sólo como una hormona, sino también como 

una citocina. 

 

II. Gen y estructura de la PRL 

La PRL humana es producto de la expresión de un solo gen y consiste 

de varias isoformas o variantes moleculares, productos de 

modificaciones postraduccionales que le confieren diferentes 

características fisiológicas relacionadas con su actividad biológica [3]. 

El gen de la PRL humana se extiende a lo largo de 15 kb y consiste de 

cinco exones y cuatro intrones (Fig. 1) [4]. El primer exón esta 

constituido por una región 5’ no traducible y por otra que se traduce, en 

parte, al péptido de señal. El segundo exón se traduce al resto del 

péptido de señal y 40 aminoácidos de la PRL madura. El tercer y cuarto 

exones se traducen a los aminoácidos 41-76 y 77-136, 



respectivamente. El quinto exón se traduce a los aminoácidos 137-199 

y contiene, además, una región 3’ no traducible [4]. Un exón adicional 

(exón 1a) está localizado a 5.8 kb del exón 1 hacia la región 5’ (Fig. 1) 

[5, 6]. Este exón se transcribe sólo en tejidos extrahipofisarios tales 

como el endometrio y las células del sistema inmunológico y genera, a 

través de su empalme con el primer exón, un RNAm de 

aproximadamente 150 pb mayor que el producto de transcripción de 

origen hipofisario (Fig. 1). Esta variante, producto de la regulación de 

un promotor distal o alterno, difiere únicamente en el tamaño en su 

región 5’ que corresponde a una secuencia no traducible, y por lo tanto, 

los productos de traducción son idénticos a la PRL hipofisaria (Fig. 1) 

[2]. 

 

El promotor que dirige la transcripción de la PRL humana en la hipófisis 

contiene tres sitios de unión para el factor de transcripción Pit-1 

localizados hacia el extremo 5’, inmediatamente antes del sitio de inicio 

de la transcripción en el exón 1 [2]. Este conjunto de elementos 

conforman al promotor proximal que regula la expresión del gen de la 

PRL en la hipófisis. Existe otro conjunto de elementos, conocido como 

aumentador distal, localizado río arriba a 2.5 kb del promotor hipofisario 

que contiene ocho sitios para Pit-1 y elementos de respuesta para el 

receptor de estrógenos (ERE) (Fig. 1), con funciones tanto de 

estimulación como de inhibición de la transcripción. La dopamina es 

considerada como el inhibidor más importante de  la síntesis de la PRL 

hipofisaria y sus acciones son mediadas por la disminución del 

contenido intracelular de AMP cíclico, cuyo efecto está a nivel de la 

regulación de la transcripción de Pit-1 [7]. 

 

 

 

 

 

 

 



3’5’

5’ 3’

-2.5kb-5.8kb

Promotor 
hipofisario

RNAm hipofisario

RNAm
extrahipofisario

1a 21

1 2 3 5
A B C D

3’5’

5’ 3’

Promotor 
extrahipofisario

Pre-PRL

PRL nativa

Variantes de la PRL

Aumentador 
distal

4

-0.25kb

Sitio Pit-1 ERE Exón

Péptido 
de señal

Región no
traducible

A, B, C, D Intrones

Región
traducible

Inicio de la 
transcripción

Fig. 1 Representación esquemática de la estructura del gen de la PRL 
humana mostrando las regiones traducible y no traducible, los sitios de 
inicio y los productos de la transcripción de los promotores hipofisario y 
extrahipofisario. También se muestran el producto de la traducción (ERE, 
elementos de respuesta a estrógenos) (Basado en la ref. 2).
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La prolactina, como la mayoría de las hormonas de naturaleza 

proteínica sintetizadas por la hipófisis, se caracteriza por ser de 

naturaleza heterogénea, es decir, está presente en isoformas o 

variantes moleculares.[3, 8, 9] Esta propiedad estructural se manifiesta 

cuando la hormona es analizada tomando en consideración sus 

propiedades fisicoquímicas tales como, peso molecular o punto 

isoeléctrico. En la mayoría de los mamíferos, la hipófisis sintetiza a la 

PRL como una molécula de 197 a199 aminoácidos y tres puentes 

disulfuro, lo que origina la formación de tres asas a lo largo de su 

estructura. La forma molecular predominante de la PRL es la especie 

de 23.5 kDa, y por modificaciones postraduccionales, esta molécula 

nativa puede ser glicosilada, dimerizada, hidrolizada o unirse a 

proteínas circulantes, como las IgG, para dar origen a las distintas 

formas moleculares [3, 8-12]. Asimismo, tanto líneas celulares de 

linfocitos T, como células mononucleares de sangre periférica (CMNP) 

humanas sintetizan y secretan la isoforma de PRL de 23 kDa [13] y una 

variante con peso molecular aparente de 60 kDa [14, 15]. 

La heterogeneidad estructural de la PRL tiene importancia fisiológica ya 

que de ella depende parcial o totalmente una serie de propiedades de 

la hormona tales como la unión a sus receptores, su depuración 

metabólica y tiempo de vida media circulante y su actividad biológica, 

conduciendo a una diversidad de respuestas biológicas en el 

organismo. De tal forma que, las concentraciones de PRL cuantificadas 

por su inmunorreactividad (PRL-RIA) no reflejan la actividad biológica 

(PRL-BIO) de las especies moleculares presentes en una muestra. 

Cambios en el valor del cociente bioactividad/inmunorreactividad 

(BIO/RIA) sugieren la presencia de diferentes formas moleculares de la 

PRL. Sin embargo, deben descartarse diferencias debidas a la 

capacidad de los anticuerpos de identificar a la PRL de manera similar 

en diferentes diluciones de la muestra y con respecto a una 

preparación estándar, empleando curvas de paralelismo. 

Por su polimorfismo estructural y la ubicuidad de sus receptores de 

membrana, la PRL es una molécula con diversas acciones. La 

existencia de isoformas de la PRL de origen tanto hipofisario, como 



linfocitario puede tener implicaciones funcionales o ser consecuencia 

del estado fisiológico o patológico del individuo. 

 

III. Regulación de la síntesis de la PRL 

La glándula hipófisis es el origen principal de la PRL circulante. Las 

células productoras de esta hormona llamadas lactotropos representan 

cerca del 40-50% del total que conforman la adenohipófisis. La 

secreción de la PRL hipofisaria hacia la circulación es de manera 

pulsátil a razón de 14-20 pulsos en 24 h, de manera similar a lo que 

ocurre con otras hormonas hipofisarias [16]. Esta característica de 

secreción pulsátil depende de la interrupción intermitente de la 

actividad dopaminérgica a nivel hipotalámico [7]. El método más 

utilizado para la determinación de la PRL en el suero o líquidos 

biológicos es el radioinmunoanálisis [17]. Además, es posible 

determinar la actividad biológica de esta hormona a través de su 

propiedad de inducir la proliferación celular de la línea celular Nb2 de 

linfocitos T de rata [18]. Las concentraciones circulantes de la PRL en 

el humano son generalmente inferiores a 20 µg/L y son ligeramente 

mayores en mujeres que en hombres [19], lo que muy probablemente 

es secundario al efecto positivo de los estrógenos sobre su síntesis. 

El principal efecto regulador de la funcionalidad de los lactotropos lo 

ejerce el hipotálamo, a través del sistema portal hipotálamo-hipofisario 

[20]. La PRL está bajo un complejo de regulación dual que involucra 

procesos de estimulación e inhibición mediante mecanismos de 

naturaleza neuroendocrina y paracrina. La dopamina es considerada 

como el factor fisiológico más importante que modula la síntesis de la 

PRL hipofisaria, siendo su efecto de naturaleza inhibitoria [7]. Este 

neurotransmisor es sintetizado por el sistema dopaminérgico 

tuberoinfundibular, que ocupa desde el núcleo arcuato del hipotálamo 

medio basal hasta la eminencia media y se transporta a través del 

sistema portal hipotálamo-hipofisario hasta los lactotropos (Fig. 2) [19]. 

Asimismo, en un mecanismo de autorregulación o retroalimentación de 

asa corta, la PRL de origen hipofisario modifica la actividad 



dopaminérgica del hipotálamo. El aumento en la secreción de la PRL 

por el lactrotropo estimula la secreción de la dopamina para inhibir, a 

su vez, la secreción aumentada de la PRL (Fig. 2) [21, 22]. 
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Fig. 2 Sistema hipotálamo-hipófisis. La dopamina de origen hipotalámico se 
secreta y se transporta a través de la circulación portal hacia la hipófisis, 
donde se une a receptores específicos presentes en los lactotropos para 
inhibir tanto la síntesis como la secreción de la PRL. En un mecanismo de 
retroalimentación de asa corta, la PRL regula su propia síntesis estimulando 
positivamente las neuronas dopaminérgicas del hipotálamo.
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En condiciones fisiológicas, la producción basal de la PRL hipofisaria 

está bajo el control tónico inhibitorio mediado por la dopamina 

hipotalámica [7]. En estados patológicos, la presencia de 

hiperprolactinemia puede deberse a la disminución del tono de la 

dopamina a nivel central [23, 24]. La administración oral de un agente 

antagonista dopaminérgico, como la metoclopramida ha sido utilizada 

como herramienta para evaluar de manera indirecta el estado del tono 

dopaminérgico hipotalámico en diferentes condiciones clínicas [25-28]. 

La metoclopramida bloquea los receptores dopaminérgicos presentes 

en los lactotropos hipofisarios, produciendo una respuesta aguda y 

relativamente sostenida en la secreción de la PRL hipofisaria a la 

circulación, al impedir el efecto inhibitorio de la dopamina hipotalámica 

[25-28]. Consecuentemente, una respuesta mayor en la concentración 

de PRL secretada a la circulación indica que el tono dopaminérgico 

está aumentado. 

En la hipófisis, el mecanismo de acción de la dopamina inicia al unirse 

a receptores específicos, localizados en la membrana celular, 

inhibiendo la expresión de los productos de transcripción génica de la 

PRL [29]. Existen 5 subtipos de receptores para dopamina que están 

divididos en dos familias o tipos: D1 y D2 y se distinguen por sus 

características farmacológicas, fisiológicas y bioquímicas [30]. Los 

receptores D1 se dividen en dos subtipos: D1 y D5, mientras que los 

receptores D2 se dividen en tres subtipos: D2, D3 y D4 [7, 30, 31]. La 

unión de la dopamina a receptores del tipo D2, localizados en la 

membrana de las células productoras de PRL en la hipófisis, activa 

mecanismos de señalización que resultan en la disminución del 

contenido intracelular de AMP cíclico (AMPc), la movilización de calcio 

intracelular y la regulación de la transcripción de Pit-1 (Fig. 3) [7, 29, 

32].  
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En los tejidos extrahipofisarios, la transcripción del gen de la PRL es 

regulada por el promotor alterno (Fig. 1), pero se conoce aún poco 

acerca de los mecanismos implicados en dicha regulación. Aunque el 

promotor alterno contiene dos secuencias consenso de unión para Pit-1 

este factor no modifica la transcripción del gen de la PRL en la decidua 

o en las células linfoides [2, 33], lo que sugiere que el mecanismo de 

control de la expresión génica de la PRL linfocitaria es tejido-específico.  

La regulación de la transcripción depende tanto de los receptores 

expresados como del ambiente intracelular, o de los factores de 

transcripción presentes en la célula, responsables de la expresión del 

gen de la PRL [34]. El promotor alterno es activado por análogos del 

AMPc y por la proteína cinasa A, debido a la presencia de una 

secuencia que pertenece a la familia de elementos de respuesta a 

AMPc (CRE) en este promotor [6, 35, 36]. La actividad transcripcional 

de este promotor se incrementa hasta seis veces cuando es estimulada 

con análogos de AMPc en las células Jurkat de linfocitos T humanos y 

en células estromales de endometrio, ambas transfectadas con genes 

reporteros [6, 33, 36]. Dicha actividad también es inducida por 

activadores de linfocitos T en las células Jurkat, como la 

fitohemaglutinina y ésteres del forbol como el PMA, que, además, 

tienen efecto sinérgico con el AMPc [36]. Estos hallazgos sugieren la 

participación de ligandos que actúan a través de modificar el contenido 

intracelular de AMPc en el control de la síntesis de la PRL en los tejidos 

extrahipofisarios. 

En la actualidad, no existe evidencia suficiente que apoye el efecto de 

la dopamina en la transcripción del gen de la PRL en las células del 

sistema inmunológico. Sin embargo, la presencia de receptores para 

dopamina en la superficie de los linfocitos y la síntesis local de este 

neurotransmisor, que ejerce efectos en los mismos linfocitos, sugieren 

la presencia de mecanismos de regulación autocrina de la dopamina en 

la síntesis de la PRL linfocitaria [37-39]. En el sistema inmunológico, la 

dopamina modifica el proceso de apoptosis en las CMNP, aumenta la 

proliferación inducida por mitógenos en linfocitos T y B e inhibe la 



expresión del RNAm de la tirosina hidroxilasa, enzima limitante en la 

síntesis de catecolaminas en CMNP humanas, además de inhibir la 

secreción de citocinas en linfocitos T humanos [40-44]. 

IV. Acciones de la PRL en el sistema inmunológico 

La PRL es una molécula con amplia versatilidad funcional. Las 

acciones biológicas de la PRL en el humano las realiza principalmente 

a nivel de la esfera reproductiva, sin embargo, acciones sobre otros 

sistemas como el sistema inmunológico han sido descritos[2, 45]. Esta 

hormona lleva a cabo sus efectos biológicos a través de la unión a 

receptores específicos de membrana que pertenecen a la familia de 

receptores de citocinas tipo 1 [46, 47]. 

La PRL es considerada una citocina, debido a que es sintetizada por 

diversas células del sistema inmunológico [48], principalmente por los 

linfocitos T, y actúa localmente como un factor autocrino y paracrino 

[49, 50]. Esta proteína ejerce efectos mitogénicos o co-mitogénicos con 

otras citocinas y lectinas en los linfocitos T y B y en las células 

asesinas naturales o NK [51-55], tiene la capacidad de estimular la 

actividad citotóxica de las células NK y del factor de transcripción 

regulador del interferón (IRF-1), y la síntesis de otras citocinas como la 

IL-2 y la IL-12 y de algunos de sus receptores [51, 54], además de 

contribuir con las acciones de ambas citocinas en los linfocitos 

estimulando la síntesis de el interferón-gamma (IFN-γ) en los linfocitos 

T y en las células NK [51, 54, 56, 57]. 

La PRL es considerada un agente anti-apoptótico en los sistemas 

reproductor e inmunológico [58-61]. Esta hormona-citocina previene la 

apoptosis inducida por el óxido nítrico y la dexametasona en la línea 

celular Nb2 [61] y modula tanto la expresión de genes implicados en la 

apoptosis (bax y bcl-2), como la activación de la caspasa-3 [59, 62, 63]. 

La PRL tiene un papel fisiológico importante en el mantenimiento de la 

supervivencia y funcionalidad del sistema inmunológico en estados de 

estrés, en los que tanto las concentraciones de PRL como de 

glucocorticoides se elevan, pero sus funciones se contrarrestan, ya que 

previene la apoptosis en los linfocitos T inducida por los 



glucocorticoides [58]. Asimismo, la PRL puede ser considerada como 

un modulador de la supervivencia celular. 

En modelos “knockout”, en los que la expresión del receptor de la PRL 

está anulada, la funcionalidad de las células inmunológicas, así como 

la linfopoyesis, la inmunidad innata, la capacidad de producir 

anticuerpos o de proliferar en presencia de estímulos mitogénicos in 

vitro se encuentran intactas [64, 65]. Estos hallazgos sugieren que el 

desarrollo del sistema inmunológico y sus funciones progresan 

normalmente en ausencia de las señales mediadas por la PRL, 

indicando que tanto la presencia de PRL como de su receptor no son 

esenciales. 

A la PRL se la ha relacionado con estados de autoinmunidad, sin 

embargo, tanto sus acciones sobre el sistema inmunológico como su 

papel en el curso de estas patologías permanecen aún desconocidas. 

V. PRL y autoinmunidad 

La relevancia clínica de la PRL sobre el sistema inmunológico en el 

humano permanece desconocida; sin embargo, existen algunas 

evidencias que apoyan el papel de esta hormona sobre el curso de 

ciertas enfermedades autoinmunes como el lupus eritematoso 

generalizado (LEG). 

El LEG es una enfermedad autoinmune de etiología desconocida 

caracterizada por un espectro amplio de manifestaciones clínicas y 

alteraciones inmunológicas. Esta enfermedad afecta principalmente a 

mujeres en edad reproductiva en una relación 10:1 con respecto a los 

hombres, lo que probablemente implique la participación de factores 

hormonales como condicionantes de la enfermedad. Esta patología se 

caracteriza por la presencia de autoanticuerpos dirigidos contra 

antígenos propios, como proteínas nucleares, DNA e histonas, entre 

otros. 

La PRL ha sido relacionada con diversas entidades autoinmunes como 

la artritis reumatoide [66, 67] y el LEG. En este sentido, diversos 

estudios han informado que una cohorte de sujetos afectados con LEG 

cursa con hiperprolactinemia [68-73], situación en donde la 



participación de la PRL permanece aún controversial. A ese respecto, 

algunos autores señalan que existe correlación entre las 

concentraciones de PRL circulante y las manifestaciones y signos 

clínicos de la enfermedad [69-71, 73, 74]. No obstante, otros estudios 

establecen claramente que aunque las concentraciones de PRL 

circulante sean ligeramente, pero significativamente mayores a las 

observadas en sujetos control, éstas no se encuentran asociadas con 

el índice de actividad de la enfermedad, así como con marcadores de 

la actividad de linfocitos T [72, 75-78]. Estas inconsistencias pueden 

deberse a la heterogeneidad presente en los grupos estudiados, en 

donde factores como la edad y la ingesta de fármacos influyen en la 

actividad del lupus o en las concentraciones circulantes de PRL. El 

aumento moderado de las concentraciones circulantes de esta 

hormona en algunos casos de LEG sugiere la participación de tejidos 

extrahipofisarios en la poza de PRL circulante. Interesantemente, la 

secreción de la PRL por los linfocitos de pacientes con LEG es 

significativamente mayor que la observada en sujetos sanos [15, 79]. 

Estas diferencias entre sujetos sanos y sujetos afectados con LEG 

permanecen desconocidas en la actualidad. 

Por otra parte, la supresión de la secreción de PRL con agentes 

agonistas dopaminérgicos resulta en cambios sobre el sistema 

inmunológico similares a los observados con la remoción de la glándula 

hipofisaria, siendo estos efectos revertidos con el tratamiento con PRL 

exógena [80]. En ratones NZB/W, un modelo de LEG, el tratamiento 

con agonistas dopaminérgicos, como la bromocriptina, induce la 

supresión de las concentraciones circulantes de PRL circulante y al 

retardo en la producción de auto-anticuerpos y la consecuente 

inhibición del desarrollo y curso clínico de la enfermedad [81]. En este 

modelo, el implante de glándula hipofisaria provoca el aumento en las 

concentraciones en el suero de IgG circulante y acelera la mortalidad 

[81]. La desregulación en los mecanismos de síntesis y secreción de la 

PRL en el LEG podría ser una posible explicación del aumento en su 

secreción citocina por los linfocitos de estos pacientes, sin descartar el 

polimorfismo de un solo nucleótido (G/T) que ha sido descrito en el 



promotor del gen de la PRL en los linfocitos T de pacientes con LEG 

[82]. Todas estas observaciones sugieren la participación de la PRL, 

muy probablemente de origen linfocitario, en la etiología y el curso de 

ciertas alteraciones del sistema inmunológico como el LEG. 

Existe la posibilidad de que la PRL sintetizada y secretada por las 

CMNP [14, 15] sea exportada a la circulación general [80], sugiriendo 

acciones locales, autocrinas y paracrinas y más aún, endocrinas de 

esta hormona sobre el sistema inmunológico. Sin embargo, el papel 

fisiológico de la PRL de origen linfocitario permanece aún desconocido. 

Estas observaciones son de especial interés para establecer el 

significado biológico y los mecanismos responsables del aumento de la 

síntesis de la PRL por las CMNP de pacientes afectados con LEG. 

Los objetivos del presente trabajo incluyeron evaluar de los 

mecanismos de regulación de la PRL linfocitaria a través de estudiar su 

respuesta a la administración de un agente antagonista dopaminérgico 

(metoclopramida), sobre la secreción de la PRL tanto de origen 

hipofisario como linfocitario, incluyendo el análisis de sus efectos sobre 

la expresión del gen de la PRL y la secreción de esta hormona en 

condiciones basales y posteriores al tratamiento con metoclopramida. 
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En el lupus eritematoso generalizado, el estado del tono dopaminérgico a nivel 

central está disminuido, lo que conduce a la elevación moderada de las 

concentraciones circulantes y/o actividad biológica de la prolactina y probablemente 

también tenga efecto elevando las concentraciones de la prolactina de origen 

linfocitario. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



OBJETIVOS 

 

Objetivo general 

Evaluar la respuesta hipofisaria en términos de la secreción de la prolactina a la 

administración de un antagonista dopaminérgico en mujeres con diagnóstico de 

lupus eritematoso generalizado. 

 

Objetivos específicos 

1. Evaluar la secreción de prolactina (PRL) inmunorreactiva y bioactiva en los 

sueros de mujeres con diagnóstico de LEG (grupo LEG) y de mujeres sanas 

(grupo control) posterior a la administración de un agente antagonista 

dopaminérgico, la metoclopramida. 

2. Estudiar el perfil electroforético de la PRL en los sueros durante la prueba con 

metoclopramida y en los medios de cultivo de las células mononucleares de 

sangre periférica (CMNP), en condiciones basales y posteriores al estímulo anti-

dopaminérgico, en el grupo con LEG y en el grupo control. 

3. Cuantificar la PRL secretada por las CMNP mantenidas en cultivo obtenidas en 

condiciones basales y posteriores al estímulo anti-dopaminérgico en el grupo con 

LEG y en el grupo control. 

4. Analizar la expresión del RNAm de la PRL en las CMNP mantenidas en cultivo 

obtenidas en condiciones basales y posteriores al estímulo anti-dopaminérgico en 

el grupo con LEG y en el grupo control. 

5. Estudiar el efecto, en condiciones normales, de la dopamina en la expresión 

génica de la PRL y el contenido intracelular de AMPc en CMNP en cultivo de un 

grupo de mujeres sanas. 

 

 



MATERIAL Y MÉTODOS 

 

I. SUJETOS 

El protocolo de investigación fue aprobado por el Comité Institucional de 

Investigación Biomédica en Humanos del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y 

Nutrición Salvador Zubirán. 

En este estudio se incluyeron 14 pacientes del sexo femenino con diagnóstico de 

lupus eritematoso generalizado (LEG) y que no padecían alguna enfermedad 

endocrinológica constituyeron el grupo de estudio. El rango de edad de las pacientes 

fue de 19 a 39 años. Ninguna paciente recibió tratamiento con corticoesteroides, 

inmunosupresores o fármacos anti-inflamatorios no esteroides, al menos tres meses 

antes del estudio. La actividad de la enfermedad se evaluó de acuerdo al índice 

mexicano de actividad del LEG, MEX-SLEDAI (Mexican Systemic Lupus 

Erythematosus Disease Activity Index) [83]. 

Como grupo control se incluyeron 17 mujeres sanas de 22 a 32 años de edad. 

Ninguna mujer con LEG o control recibía algún fármaco que pudiera afectar los 

parámetros de la prueba realizada. Todas las mujeres tenían función ovárica normal 

de acuerdo a la duración de los ciclos menstruales y la fase lútea, además de las 

cuantificaciones hormonales en suero de estradiol y progesterona determinadas en 

la fase lútea del ciclo menstrual. 

 

II. DISEÑO EXPERIMENTAL 

A las 8:00 am, posterior a un ayuno de 10 a 12 h, se colocó en cada una de las 

voluntarias un catéter en la vena anterocubital, que se mantuvo permeable con 

solución salina al 0.9%. Después de 30 min de reposo, 10 ml de sangre de cada 

muestra se obtuvieron a través del catéter, eliminando las primeras 10 gotas de 

sangre para evitar su dilución en la solución salina. Las muestras obtenidas fueron: 



dos basales 0 y 15, y 30, 60, 90 y 120 min después de la administración de una 

dosis de 10 mg de metoclopramida por vía oral. Durante el estudio se mantuvo a las 

donadoras en reposo. Ninguna de las donadoras estudiadas presentó efectos 

secundarios posteriores a la administración de la metoclopramida. 

Las muestras de sangre se dejaron coagular a temperatura ambiente y 

posteriormente, se centrifugaron a 1000 x g durante 10 min para separar el suero, 

que fue almacenado a -20°C hasta las determinaciones hormonales y Western-blot 

para PRL. Adicionalmente, se colectaron 20 ml de sangre con 1% de EDTA 0.5 M 

como anticoagulante en el tiempo basal y 90 min posterior al estímulo anti-

dopaminérgico de donde se obtuvieron las células mononucleares periféricas 

(CMNP). 

 

III. MÉTODOS 

1. Preparación de las células y cultivo celular 

La sangre con anticoagulante se diluyó 1/2 en solución salina al 0.9%. Las CMNP se 

obtuvieron por gradientes de lymphoprep (Axis Shield, Oslo, Norway) y se lavaron 2 

veces con medio RPMI 1640 pH 7.4 (GIBCO, Carlsbad, CA). La viabilidad celular se 

determinó por tinción con azul tripán y fue mayor a 95% en la población. Las células 

(1 x 106 células/ ml) se cultivaron a una concentración de en medio AIM-V (GIBCO) 

libre de suero complementado con antibióticos (sulfato de estreptomicina 50 µg/ml y 

sulfato de gentamicina USP 10 µg/ml). El cultivo celular se incubó por 72 h a 37°C, 

en una atmósfera de 95% aire y 5% CO2, en ambiente húmedo. Al término de la 

incubación, los medios de cultivo se separaron de las células por centrifugación a 

1000 x g y se almacenaron a -20°C hasta su análisis. 

 

2. Determinaciones hormonales 

La PRL inmunorreactiva (PRL-RIA) se cuantificó en los sueros obtenidos en los 

diferentes tiempos de la prueba de la metoclopramida por radioinmunoanálisis 



específico en tubos de borosilicato, utilizando los reactivos amablemente donados 

por el National Hormone & Peptide Program  (Harbor-UCLA Medical Center, 

Torrance, CA.). Se utilizó PRL humana altamente purificada (NIDDK-hPRL-I-8) que 

se marcó con 125I por el método de la cloramina T [84]. La dilución final del 

anticuerpo anti-PRL humana originado en conejo (NIDDK-anti-hPRL-3) fue 

1/400,000. Las muestras se analizaron en dos diferentes diluciones por duplicado y 

se incubaron con el primer anticuerpo por 18 h y con un segundo anticuerpo anti-IgG 

de conejo hecho en carnero a temperatura ambiente. Posteriormente, se precipitaron 

los complejos antígeno-anticuerpo añadiendo 0.1 ml de polietilenglicol al 8% y el 

precipitado se separó por centrifugación a 1,200 x g. La cantidad de radiactividad en 

los precipitados se cuantificó en un contador para radiaciones gamma (Cobra II, 

Packard). Los resultados se expresaron como µg/L de PRL humana con respecto a 

la preparación estándar de PRL hipofisaria humana RP-2 (NIDDK-hPRL-RP-2). El 

coeficiente de variación intra e inter-análisis fueron de ≤7.0% y ≤12.0%, 

respectivamente y la sensibilidad del análisis fue de 1.5 µg/L. Para evitar la variación 

inter-análisis a lo largo de la prueba, se procesaron todas las muestras obtenidas de 

la misma donadora dentro del mismo análisis. Las concentraciones de estradiol y 

progesterona se determinaron por duplicado por radioinmunoanálisis utilizando 

estuches comerciales (Diagnostic Products Corporation, USA). El coeficiente de 

variación intra-análisis para el radioinmunoanálisis de estradiol y progesterona fue 

de 1.33% y 1.63%, respectivamente. 

3. Determinación de la actividad biológica de la PRL 

La PRL bioactiva (PRL-BIO) se cuantificó tanto en los sueros obtenidos en los 

diferentes tiempos de la prueba de la metoclopramida, como en los medios de 

cultivo de las CMNP, utilizando el bioensayo heterólogo de linfoma Nb2 descrito por 

Tanaka y col. [18], con ligeras modificaciones. La línea celular Nb2 (donada por el 

Dr. P. W. Gout, Vancouver, Canadá) es de linfocitos pre-T derivados de linfoma de 

rata y es dependiente de la PRL para su proliferación. Es un método muy sensible y 

útil para cuantificar concentraciones de PRL en los medios de cultivo de las CMNP 

[18], que no son detectadas por el radioinmunoanálisis. Brevemente: las células Nb2 

se mantuvieron en medio de mantenimiento (medio Fisher (In Vitro, México), 

complementado con 10% de suero fetal bovino (GIBCO), 10% de suero de caballo 



(GIBCO), 10-4 M de 2-mercaptoetanol (Sigma Co., St Louis, Missouri, USA), 50 UI/ml 

de penicilina y 50 mg/ml de estreptomicina, pH 7.4). Para su arresto en la fase Go 

del ciclo celular, las células (8 x 105 células/ ml) se pre-incubaron en medio de 

estación (medio Fisher complementado con 1% de suero fetal bovino) durante 24 h. 

Posteriormente, se reanudó el ciclo celular adicionando dosis crecientes de PRL 

humana altamente purificada RP-2, que se utilizó como curva estándar, en medio de 

ensayo (Medio Fisher complementado y libre de suero fetal bovino). Los sueros se 

analizaron en dos diferentes diluciones por duplicado. Los medios de cultivo de las 

CMNP incubadas por 72 h se procesaron por duplicado en presencia y ausencia de 

anticuerpo anti-PRL. En un volumen de 0.2 ml por pozo, se cultivaron 5 x 104 células 

Nb2 en placas de 96 pozos y se incubaron por 72 h a 37°C, 95% de aire y 5% de 

CO2 en ambiente húmedo. Al término de la incubación, se evaluó el efecto de la PRL 

en la proliferación de las células Nb2 incubando por 18 h con el reactivo 

colorimétrico XTT (Roche, Mannheim, Germany) y se cuantificó la absorbancia del 

producto colorido a una longitud de onda de 492 nm en un espectrofotómetro para 

placas de ELISA (Labsystems, Franklin Ma, USA). La sensibilidad del análisis fue de 

7.8 pg/ml. Paralelamente, se analizó una curva de PRL en placas de 24 pozos con 

una concentración celular inicial de 1 x 106 células/ ml y que se incubó en las 

mismas condiciones. Al final del cultivo, se realizó el conteo celular con azul tripán. 

 

4. Análisis de la heterogeneidad molecular de la  PRL linfocitaria 

Tanto las muestras de suero como los medios de cultivo de las CMNP se 

inmunoprecipitaron con la adición de anticuerpo anti-PRL humana (NIDDK-anti-

hPRL-IC-5) por 18 h a 4°C, y posteriormente se incubaron con un segundo 

anticuerpo anti-IgG de conejo generado en carnero por 18 h a temperatura 

ambiente. Los precipitados se lavaron con H2O bidestilada, centrifugando a 1200 x g 

a 4°C y posteriormente, se disolvieron en solución amortiguadora de Laemmli y se 

calentaron a 95°C por 5 min. Las muestras se procesaron en geles 

desnaturalizantes de poliacrilamida al 10%, en condiciones reductoras y en solución 

de corrida (Tris 25mM, Glicina 190mM, 0.1 % SDS), utilizando una cámara de 

electroforesis Mini-Protean 3 (BIO-RAD, Hercules, CA. USA). Después de la 

electroforesis, las proteínas se transfirieron a membranas de PVDF (NENTM, Life 



Science Products, Boston, Ma, USA) por electrotransferencia en solución de 

transferencia (Tris 25mM, Glicina 190mM, 20% metanol), utilizando una cámara de 

transferencia Mini-Transblot (BIO-RAD, Hercules, CA. USA). Las membranas se 

incubaron con anticuerpo anti-PRL humana (VLS-2, donado por el Dr YN Sinha, 

Whittier Institute for Diabetes and Endocrinology, La Jolla, CA, USA) a una dilución 

final de 1/1,000 en solución TBST (Tris 20mM, NaCl 500mM, 0.5% Tween 20). Los 

inmunocomplejos se revelaron por autorradiografía posterior a la incubación con 

Proteína A marcada con 125I (200,000 cpm/ ml). 

 

5. Análisis de la expresión del RNAm de la PRL por RT-PCR y Southern-blot 

El RNA total se extrajo de las CMNP con el reactivo de trizol® (Invitrogen, Carlsbad, 

CA, USA). 1.5 microgramos de RNA total se utilizaron como molde para la síntesis 

de DNA complementario (DNAc) con la enzima transcriptasa reversa del estuche 

comercial SuperScript TM First-Strand Syntesis System de RT-PCR (Invitrogen). 

Posteriormente, el DNAc se amplificó por Reacción en Cadena de la Polimerasa 

(PCR) utilizando los oligonucleótidos que a continuación se describen. Para 

amplificar un fragmento de 276 pb de PRL, las secuencias de oligonucleótidos 

fueron: sentido (5´) GGGTTCATTACCAAGGCCATC (3´), localizado en el exón 3 del 

gen de la PRL y anti-sentido (5´) TTCAGGATGAACCTGGCTGAC (3´), localizado en 

parte del exón 4 y parte del exón 5 del gen de la PRL. Para normalizar los 

fragmentos de PRL, un fragmento del gen constitutivo de la ciclofilina (cic) se 

amplificó utilizando los siguientes oligonucleótidos: sentido (5´) 

CCCCACCGTGTTCTTCGACAT (3´) y anti-sentido (5´) 

GCTGGTCTTGCCATTCCTGGA (3´), que amplificaron un fragmento de 451 pb. La 

amplificación de los fragmentos específicos del DNAc de la PRL y de la cic se 

efectuó utilizando 5 µl de los productos de reacción de la reversa transcriptasa con 2 

UI de Taq DNA polimerasa (Roche) en un volumen final de reacción de 25 µl. La 

amplificación se efectuó en un termociclador Perkin Elmer 2400. Se llevaron a cabo 

35 ciclos de PCR. Cada ciclo consistió en: la desnaturalización a 94°C por 1 minuto, 

el alineamiento a 60°C por 1 minuto y la extensión a 72°C por 1 minuto. Agua 

bidestilada o muestras incubadas en ausencia de transcriptasa reversa se utilizaron 

como controles negativos de la reacción de RT-PCR. 



Las bandas de 276 pb de PRL obtenidas como productos de PCR se separaron en 

geles de agarosa al 1% y se analizaron por Southern-blot utilizando una sonda de 

PRL marcada con digoxigenina (PRL-DIG). La sonda de PRL-DIG se sintetizó por 

PCR a partir del plásmido pBR322 con el inserto del DNAc de la PRL humana 

(donado por la Dra. Nancy Cooke, University of Pennsylvania, Philadelphia), y la 

sonda de cic-DIG se sintetizó a partir del plásmido pCR2.1 con el inserto del DNAc 

de la ciclofilina, utilizando el estuche comercial PCR DIG Probe Synthesis (Roche) y 

los oligonucleótidos descritos previamente. La membrana de nylon con los 

fragmentos transferidos, se hibridó con la sonda de PRL-DIG en solución estándar 

de hibridación [SSC 5x, N.laurilsarcosina 0.1%, SDS 0.02% y reactivo de bloqueo al 

1% (Roche)] durante 18 h a 65ºC. Al término de la incubación, la membrana se lavó 

con diferentes soluciones y se incubó con solución de bloqueo 1x (Roche). 

Posteriormente, la membrana se incubó con anticuerpo anti-DIG marcado con 

fosfatasa alcalina (Roche) diluido 1/10,000 en solución de bloqueo 1x (Roche). 

Después de diversos lavados, la membrana se incubó con el revelador CDP-Star 

(Roche), que es un sustrato quimioluminiscente para la fosfatasa alcalina. 

Finalmente, la membrana se expuso en una película radiográfica lumini-film 

chemiluminescent detection film (Roche). La densitometría de las bandas obtenidas 

se midió en el analizador de imágenes Eagle Eye (Stratagene). 

6. Cultivo de CMNP estimuladas in vitro 

Para evaluar factores que pudieran estar implicados en la regulación de la síntesis 

de la PRL linfocitaria, CMNP obtenidas de donadoras sanas en edad reproductiva se 

cultivaron en medio libre de sueros AIM-V (GIBCO) complementado con antibióticos 

(sulfato de estreptomicina 50 µg/ml y sulfato de gentamicina USP 10 µg/ml), 50 mM 

de 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX, Sigma), como inhibidor de las fosfodiesterasas, 

en presencia o ausencia de: dopamina, 8 Br-AMPc (Sigma), dopamina (Sigma) o IL-

2 (Roche). Las células se incubaron por 18 h a 37°C, 95% de aire y 5% de CO2 en 

ambiente húmedo para evaluar la expresión del gen de la PRL. Las células se 

cultivaron en botellas de cultivo de 25 cm2 (Costar, New York, USA) para evaluar el 

RNAm de la PRL y por triplicado en placas de 24 pozos (Costar) para la 

determinación del contenido de AMPc intracelular. Al término de la incubación, las 

células se homogeneizaron y se separó un volumen de suspensión celular para la 



determinación de AMPc por radioinmunoanálisis específico. Estas células se lisaron 

con buffer RIPA (50 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM de NaCl, 1% Nonidet P-40, una 

tableta del cóctel de inhibidores de proteasas Complete (Roche)), posteriormente, 

los lisados se calentaron a 95°C por 5 minutos para inactivar a las fosfodiesterasas y 

se almacenaron a –80°C para su posterior tratamiento. Parte de los lisados se utilizó 

para la determinación de proteínas por el método de Bradford. El resto de las células 

se separaron del medio de cultivo por centrifugación a 1,000 x g y posteriormente se 

prepararon para la extracción de RNA total. 

 

7. Radioinmunoanálisis de AMPc 

La determinación de la concentración intracelular de AMPc se llevó a cabo por 

radioinmunoanálisis específico de la siguiente manera: 2.5 µg de TME-sAMPc (2´-O-

monosuccinyladenosine 3´5´-cyclic monophosphate tyrosyl methyl ester, Sigma) se 

marcaron con 125I por el método de cloramina T [84]. El AMPc marcado se purificó 

por cromatografía de intercambio iónico utilizando una columna de DEAE celulosa. 

0.5 ml tanto de las dosis de la curva estándar como las muestras se acetilaron con 

20 µl de una mezcla de trietilamina y anhídrido acético (2:1). Las muestras se 

analizaron en dos diferentes diluciones por duplicado. Se utilizó anticuerpo anti-

AMPc (Calbiochem, Darmstadt, Germany) diluido 1/3,000 de acuerdo a las 

indicaciones de la casa comercial. Los tubos con las mezclas se incubaron por 18 h 

a 4°C. Al término de la incubación, se adicionó a las muestras 1 ml de etanol 96° frío 

e inmediatamente se centrifugaron a 1,200 x g por 30 minutos a 4°C. Se cuantificó la 

radioactividad de los precipitados en un contador para radiaciones gamma (Cobra II, 

Packard). Los resultados se expresaron como pmol de AMPc/mg de proteína. Los 

coeficiente de variación intra e inter-análisis fueron de ≤5% y ≤10%, 

respectivamente. 

8. Análisis estadístico 

Las áreas bajo la curva durante la prueba de metoclopramida se calcularon con el 

programa computacional Sigma Stat (Jandel, San Rafael, CA, USA). Las diferencias 

entre los grupos fueron analizadas utilizando la prueba de análisis de varianza de 



una vía, seguida de la prueba de t de student o Mann Whitney, dependiendo de la 

distribución de los datos. Un valor de p ≤ 0.05 se consideró estadísticamente 

significativo. 

 

 



RESULTADOS 

 

1. Características clínicas de los sujetos 

Las características clínicas, así como los valores hormonales de la 

población estudiada se muestran en la tabla 1. No se observaron 

diferencias significativas en la edad o en el índice de masa corporal 

entre los grupos control y LEG. El valor de la media de las 

concentraciones circulantes de estradiol en el grupo LEG estuvo dentro 

del rango normal observado durante la fase folicular temprana del ciclo 

menstrual y similar a la observada en el grupo control. Las 

concentraciones basales de PRL inmunorreactiva (PRL-RIA) y de PRL 

bioactiva (PRL-BIO), así como la relación BIO/RIA en el grupo LEG 

fueron similares al grupo control. La actividad clínica de la enfermedad 

fue evaluada de acuerdo al índice MEX-SLEDAI en una escala de 0 a 

32 puntos. En tres pacientes la enfermedad se calificó mayor a 2 

puntos, que fue considerada como enfermedad activa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CON
(n = 17)

LEG
(n = 14)

Edad (años) 27.8 ± 6.1 31.5 ± 6.0

IMC (kg/m2) 24.7 ± 3.3 24.7 ± 3.1

E2 (pg/ml) 47.6  ± 19.6 50.9 ± 35.2

PRL-BIO (µg/L) 13.3 ± 6.6 14.6 ± 6.3

MEX-SLEDAI > 2 - 3

Tabla 1 Características clínicas y hormonales en mujeres control (CON) y con LEG

Media ± DE;  IMC: índice de masa corporal; E2: estradiol;  PRL-B/I: relación PRL-BIO/RIA

PRL-RIA (µg/L) 11.1 ± 3.4 10.8 ± 5.6 

PRL-B/I 1.2 ± 0.5 1.5 ± 0.5



La identidad inmunológica de la PRL en el suero de las mujeres de 

ambos grupos, control y LEG, se analizó utilizando diferentes 

diluciones de las muestras. Para esta finalidad, diferentes volúmenes 

de las muestras se estudiaron en presencia del anticuerpo anti-hPRL, 

lo que resultó en la generación de curvas de desplazamiento paralelas 

comparadas tanto, con los sueros obtenidos en ambos grupos (grupo 

control, m=1.88, grupo LEG m=1.83), como con la preparación 

estándar (hPRL-RP-2, m=1.86). Estos resultados indican que la PRL en 

las muestras es detectada por el anticuerpo de manera similar, 

independientemente del origen de las mismas (Fig. 4). Asimismo, la 

actividad biológica de la PRL fue evaluada en muestras de suero a 

diferentes diluciones utilizando la línea celular Nb2. De manera similar 

a lo observado con la inmunorreactividad, las curvas de proliferación 

celular resultaron paralelas, sugiriendo propiedades biológicas 

similares de la PRL en las diferentes muestras estudiadas. 

 

2. Efectos de la administración de metoclopramida en 
las concentraciones de PRL en suero 

La administración de metoclopramida por vía oral a las mujeres de 

ambos grupos, control y LEG, indujo la elevación de las 

concentraciones en suero de la PRL-RIA y la PRL-BIO a los 30 min 

posteriores a su administración, y significativamente mayores a los 60, 

90 y 120 min (Fig. 5). La respuesta, en términos de la PRL-RIA, en las 

mujeres con LEG fue mayor que en las mujeres del grupo control, 

siendo estadísticamente significativo a los 90 min posteriores a la 

administración de la metoclopramida (Fig. 5-A). En términos de la PRL-

BIO, la respuesta también fue significativamente mayor en el grupo 

LEG a los 90 min y se mantuvo elevada hasta los 120 min (Fig. 5-C). 

La media del área bajo la curva (ABC) de la respuesta de PRL-RIA a la 

metoclopramida tuvo una tendencia a ser mayor en el grupo LEG (Fig. 



5-B) y fue significativamente mayor en el caso de la PRL-BIO (Fig. 5-

D). 

Fig. 4 Curvas dosis-respuesta lineal del desplazamiento de 125I-PRL unida a 
anticuerpo anti-PRL-3 por sueros del grupo control (CON) y del grupo LEG. 
Diferentes volúmenes de los sueros se analizaron por radioinmunoanálisis
en presencia de anticuerpo anti-hPRL-3, conservando el paralelismo entre 
los grupos y con respecto al estándar internacional hPRL-RP-2.
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Fig. 4 Curvas dosis-respuesta lineal del desplazamiento de 125I-PRL unida a 
anticuerpo anti-PRL-3 por sueros del grupo control (CON) y del grupo LEG. 
Diferentes volúmenes de los sueros se analizaron por radioinmunoanálisis
en presencia de anticuerpo anti-hPRL-3, conservando el paralelismo entre 
los grupos y con respecto al estándar internacional hPRL-RP-2.
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Fig. 5  Efecto temporal de la administración de 10 mg de metoclopramida en 
las concentraciones de PRL determinadas por radioinmunoanálisis (PRL-
RIA)  (panel A)  y por bioactividad (PRL-BIO)  (panel C) en el grupo control 
(        ) y el grupo LEG (       ). Área bajo la curva  (ABC)  de las respuestas 
de PRL-RIA (panel B) y de PRL-BIO (panel D) del grupo control (CON) y del 
grupo LEG. Los puntos o barras representan la media ± EE de los valores
de cada grupo.  *P < 0.05 vs control.
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Fig. 5  Efecto temporal de la administración de 10 mg de metoclopramida en 
las concentraciones de PRL determinadas por radioinmunoanálisis (PRL-
RIA)  (panel A)  y por bioactividad (PRL-BIO)  (panel C) en el grupo control 
(        ) y el grupo LEG (       ). Área bajo la curva  (ABC)  de las respuestas 
de PRL-RIA (panel B) y de PRL-BIO (panel D) del grupo control (CON) y del 
grupo LEG. Los puntos o barras representan la media ± EE de los valores
de cada grupo.  *P < 0.05 vs control.

Fig. 5  Efecto temporal de la administración de 10 mg de metoclopramida en 
las concentraciones de PRL determinadas por radioinmunoanálisis (PRL-
RIA)  (panel A)  y por bioactividad (PRL-BIO)  (panel C) en el grupo control 
(        ) y el grupo LEG (       ). Área bajo la curva  (ABC)  de las respuestas 
de PRL-RIA (panel B) y de PRL-BIO (panel D) del grupo control (CON) y del 
grupo LEG. Los puntos o barras representan la media ± EE de los valores
de cada grupo.  *P < 0.05 vs control.



La relación BIO/RIA de la respuesta de PRL a lo largo de la prueba del 

antagonista dopaminérgico no fue estadísticamente diferente entre los 

grupos (Fig. 6), lo que implica el patrón de isoformas de la PRL 

secretada es similar en ambos grupos. 

Fig. 6  Relación bioactividad/inmunorreactividad de las concentraciones de 
PRL (PRL-BIO/RIA) circulante durante la prueba de metoclopramida en el 
grupo control (CON) y el grupo con LEG. Las barras representan la media ±
EE de los valores de cada grupo. No hubo diferencias estadísticamente 
significativas entre los grupos.
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Fig. 6  Relación bioactividad/inmunorreactividad de las concentraciones de 
PRL (PRL-BIO/RIA) circulante durante la prueba de metoclopramida en el 
grupo control (CON) y el grupo con LEG. Las barras representan la media ±
EE de los valores de cada grupo. No hubo diferencias estadísticamente 
significativas entre los grupos.
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3. Prolactina linfocitaria 

La secreción de la PRL por las células mononucleares periféricas 

(CMNP) mantenidas en cultivo obtenidas tanto en condiciones basales 

(0 min), como a los 90 min de la administración del antagonista 

dopaminérgico, se determinó por el bioensayo Nb2. En la Fig. 7 se 

puede observar la respuesta de la proliferación celular dependiente de 

la dosis de PRL tanto en términos de conteo celular con azul tripán, 

como de la conversión de un sustrato de una deshidrogenasa 

mitocondrial (XTT) a un producto colorido que se midió por 

absorbancia. Todas las muestras se analizaron en presencia o 

ausencia de anticuerpo anti-PRL humana a una dilución de 1/10,000. 

La presencia del anticuerpo inhibió completamente el efecto de 

diferentes dosis de PRL (7.8 – 250 ng/L) en la proliferación celular (Fig. 

8). 

El valor de la media de las concentraciones basales de la PRL 

secretada fue significativamente mayor en medios de cultivo de las 

CMNP del grupo LEG que la obtenida en el grupo control (Fig. 9). El 

bloqueo dopaminérgico en el grupo control resultó en el aumento 

significativo de la PRL linfocitaria secretada al medio de cultivo, 

mientras que en el grupo LEG, no se observaron cambios significativos 

con respecto a la secreción basal (Fig. 9). Los cambios observados no 

se debieron a modificaciones en la concentración celular a lo largo del 

cultivo. 

 

 

 



Fig. 7 Proliferación de la línea celular de linfocitos T de rata Nb2 en 
presencia de diferentes concentraciones de PRL humana (hPRL). La 
estimulación de la proliferación inducida por la PRL se cuantificó tanto, en 
términos de número de células viables como, de la conversión de un 
sustrato de una deshidrogenasa mitocondrial (XTT) cuyo producto colorido 
se midió por absorbancia. 
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Fig. 7 Proliferación de la línea celular de linfocitos T de rata Nb2 en 
presencia de diferentes concentraciones de PRL humana (hPRL). La 
estimulación de la proliferación inducida por la PRL se cuantificó tanto, en 
términos de número de células viables como, de la conversión de un 
sustrato de una deshidrogenasa mitocondrial (XTT) cuyo producto colorido 
se midió por absorbancia. 
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Fig. 8 Efecto del anticuerpo anti-hPRL-3 en la proliferación de la línea 
celular de linfocitos T de rata Nb2 estimulada por la PRL humana (hPRL). 
La presencia de diferentes diluciones de anticuerpo anti-hPRL-3 bloqueó el 
efecto en la proliferación inducida por la PRL en ausencia de anticuerpo (no 
Ac), siendo la dilución 1/10,000 la más efectiva. La proliferación se 
cuantificó por la absorbancia del producto colorido de la conversión del 
reactivo XTT. 
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Fig. 8 Efecto del anticuerpo anti-hPRL-3 en la proliferación de la línea 
celular de linfocitos T de rata Nb2 estimulada por la PRL humana (hPRL). 
La presencia de diferentes diluciones de anticuerpo anti-hPRL-3 bloqueó el 
efecto en la proliferación inducida por la PRL en ausencia de anticuerpo (no 
Ac), siendo la dilución 1/10,000 la más efectiva. La proliferación se 
cuantificó por la absorbancia del producto colorido de la conversión del 
reactivo XTT. 
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Fig. 9 Secreción de PRL al medio de cultivo de las CMNP obtenidas del 
grupo control (CON) y del grupo con LEG en condiciones basales (0) y 90 
min posteriores al estímulo anti-dopaminérgico.  Las barras representan la 
media ± EE.  NS = no significativo
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Fig. 9 Secreción de PRL al medio de cultivo de las CMNP obtenidas del 
grupo control (CON) y del grupo con LEG en condiciones basales (0) y 90 
min posteriores al estímulo anti-dopaminérgico.  Las barras representan la 
media ± EE.  NS = no significativo
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Para evaluar diferencias en la concentración de células viables entre 

los grupos celulares, se tomó una alícuota por duplicado de 0.15 ml de 

cada botella de cultivo y se incubaron en placas de 96 pozos, en 

presencia del reactivo XTT durante 6 h. Posteriormente, se cuantificó la 

absorbancia en los pozos y no observándose diferencias significativas 

entre las células obtenidas de los grupos control y LEG, tanto en 

condiciones basales como estimuladas (Fig. 10). Por otra parte, el 

cultivo de CMNP respondió al estímulo mitogénico de concanavalina A, 

utilizado como control de funcionalidad de las células y evaluado con el 

reactivo XTT (Fig. 11). 

Fig. 10  Absorbancia del producto colorido de la conversión del reactivo XTT 
por las CMNP mantenidas en cultivo durante 72 h. La condición del LEG o 
la estimulación con la metoclopramida no modificaron la concentración de 
células viables en el cultivo. Las barras representan la media ± EE.  No 
hubo diferencias significativas entre los grupos celulares.
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Fig. 10  Absorbancia del producto colorido de la conversión del reactivo XTT 
por las CMNP mantenidas en cultivo durante 72 h. La condición del LEG o 
la estimulación con la metoclopramida no modificaron la concentración de 
células viables en el cultivo. Las barras representan la media ± EE.  No 
hubo diferencias significativas entre los grupos celulares.

Tiempo (min)

A
bs

or
ba

nc
ia

 (λ
 =

 5
95

nm
)

0.00

0.05

0.10

0.15

0.20

0.25

0.30

0 090 90

CON
LEG



Fig. 11  Proliferación de las CMNP del grupo control estimuladas con  
concanavalina A (Con A) durante 24, 48 y 72 h.  La concentración celular en 
ausencia de Con A (no Con A) no se modificó de manera significativa a lo 
largo del cultivo, mientras que la presencia de Con A estimuló 
significativamente la proliferación de las células. Las barras representan la 
media ± EE, n= 5. *P < 0.05 vs no Con A
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Fig. 11  Proliferación de las CMNP del grupo control estimuladas con  
concanavalina A (Con A) durante 24, 48 y 72 h.  La concentración celular en 
ausencia de Con A (no Con A) no se modificó de manera significativa a lo 
largo del cultivo, mientras que la presencia de Con A estimuló 
significativamente la proliferación de las células. Las barras representan la 
media ± EE, n= 5. *P < 0.05 vs no Con A
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4. Análisis de la heterogeneidad molecular de la PRL 

La presencia de las diferentes formas moleculares de la PRL se analizó 

en los sueros a lo largo de la prueba de la metoclopramida, así como 

en los medios de cultivo de las CMNP obtenidas en condiciones 

basales y 90 min posteriores al estímulo anti-dopaminérgico (Fig. 12). 

En los sueros, en condiciones basales (0 min), obtenidos del grupo 

control y LEG, se observaron dos bandas específicas con pesos 

moleculares aparentes de 23 y 60 kDa (Fig. 12-A). En los medios de 

cultivo de las CMNP obtenidas en condiciones basales se observó la 

presencia de una sola banda correspondiente a una isoforma de PRL 

con peso molecular aparente de 60 kDa (Fig. 12- B). Esta banda se 

encontró presente, tanto en los sueros como en los medios de cultivo, 

en mayor proporción en el grupo LEG que en el grupo control (Fig. 12-

A y B). En ambos grupos, la administración de metoclopramida no 

indujo cambios en la distribución de las isoformas moleculares de la 

PRL en cada donadora (Fig. 12-A y B). 
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Fig. 12  Análisis de las formas moleculares de PRL por Western-blot. Muestras 
de suero (panel A) en el tiempo basal (0) y en los diferentes tiempos (min) 
después de la administración de la metoclopramida, y de medios de cultivo de 
las CMNP (panel B) obtenidas en los tiempos 0 y 90 min de la prueba fueron 
analizadas. Las muestras obtenidas del grupo control (CON) y del grupo LEG 
se inmunoprecipitaron con anticuerpo anti-PRL previo al corrimiento 
electroforético. UNE = uniones no específicas de la inmunoprecipitación;  
hPRL-RP-2 = estándar de PRL hipofisaria humana altamente purificada.
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Los valores relativos de la isoforma de 23 kDa presente en el suero 

aumentaron a través del tiempo en ambos grupos (Fig. 12-A). Como 

control positivo se utilizó el estándar de PRL hipofisaria humana 

altamente purificada RP-2 (NIDDK-hPRL-RP-2). El análisis de esta 

preparación mostró la presencia de una sola banda con peso molecular 

aparente de 23 kDa (Fig. 12-A y B). Como control negativo, de utilizó 

solución amortiguadora de fosfatos PBS 0.1M en ausencia de suero o 

medio de cultivo y en presencia del primer y segundo anticuerpos. 

 

5. Análisis de la expresión del RNAm de la PRL 

Debido a que la expresión del RNAm de la PRL en las CMNP es baja, 

ésta se analizó por el método de RT-PCR y Southern-blot. El RNA total 

se extrajo de las CMNP obtenidas de ambos grupos tanto en 

condiciones basales (0 min), como a los 90 min posteriores al estímulo 

anti-dopaminérgico y mantenidas en cultivo. El RNA total se utilizó 

como molde para sintetizar el DNAc y posteriormente se amplificó por 

PCR (RT-PCR) utilizando los iniciadores descritos en la sección de 

material y métodos. El producto de PCR de las muestras de ambos 

grupos resultó en una banda específica de la talla esperada de 276 pb 

(Fig. 13-A). El valor de la media de las densitometrías relativas de las 

bandas específicas de PRL se comparó en ambos grupos, y se 

observó que en condiciones basales fue mayor en las muestras del 

grupo LEG que en las muestras del grupo control (Fig. 13-B). La 

expresión del RNAm de la PRL en las CMNP obtenidas a los 90 min de 

la administración del antagonista dopaminérgico fue significativamente 

mayor que en aquéllas obtenidas en condiciones basales. En las 

CMNP del grupo LEG, la expresión del RNAm no se modificó por la 

metoclopramida. 
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Fig. 13 Análisis de la expresión del RNAm de la PRL por RT-PCR y  
Southern-blot en CMNP mantenidas en cultivo obtenidas en el tiempo basal 
(0) y 90 min después de la administración de la metoclopramida. En la figura 
se muestran los productos del RT-PCR representativos del grupo control 
(CON) y del grupo LEG. Las reacciones en ausencia de molde (H2O) o de 
enzima transcriptasa reversa (-RT) se utilizaron como controles negativos. 
La gráfica representa la normalización de la densitometría relativa de las 
bandas de PRL con respecto a las de ciclofilina (cic). Las barras 
representan la media ± DE.  C+ = sonda específica de PRL o ciclofilina.
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6. Efecto de activadores de la vía del AMPc en la 
expresión del RNAm de la PRL  

Los resultados obtenidos en este estudio sugieren la posible 

participación de la dopamina en la regulación de la síntesis de la PRL 

linfocitaria. Dado que las CMNP del grupo control obtenidas posterior al 

estímulo anti-dopaminérgico in vivo y que fueron mantenidas en cultivo, 

expresaron mayor RNAm que aquéllas células obtenidas en 

condiciones basales, se decidió estudiar la regulación de la expresión 

del gen de la PRL en CMNP estimuladas in vitro en presencia de 

dopamina. Diversos estudios realizados en cultivos de CMNP, líneas 

celulares y cultivos primarios de linfocitos T han demostrado que el 

AMPc es un importante estimulador de la expresión de la PRL, y 

ligandos como la prostaglandina E2 inducen la expresión de la PRL, a 

través de la vía del AMPc [36, 85, 86]. Además, como ya se describió 

en la introducción, la unión de la dopamina a receptores del tipo D1 y 

D2 activa mecanismos de señalización que resultan en cambios en el 

contenido intracelular de AMPc [7, 29]. 

Inicialmente, se estudiaron los efectos de un análogo no hidrolizable 

del AMPc en la transcripción del gen de la PRL. Para esta finalidad, 

CMNP obtenidas de un nuevo grupo de mujeres sanas en edad 

reproductiva se incubaron en presencia de 8-Br-AMPc en las 

condiciones descritas en material y métodos. Un fragmento de 629 pb 

del RNAm de la PRL se amplificó por RT-PCR, se hibridó con una 

sonda específica y el producto se identificó por Southern-blot. La 

incubación durante 18 h de las CMNP con diferentes dosis de 8 Br-

AMPc indujo el aumento de la abundancia relativa del RNAm de la PRL 

(Fig. 14). La respuesta fue variable, dependiendo de de cada donadora 

e incrementado desde 1.5 hasta 4 veces en presencia de 2mM de 8-Br-

AMPc. Asimismo, la incubación de las CMNP con diferentes dosis de 

toxina del cólera (activador de proteínas G estimulatorias) y de 



forskolina (activador de la adenilato ciclasa) estimuló positivamente la 

expresión del RNAm de la PRL (Fig. 15). 
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Fig. 14  Efecto de la estimulación por 8-Br-AMPc en la expresión del RNAm 
de la PRL en CMNP mantenidas en cultivo. La expresión se evaluó por RT-
PCR y  Southern-blot. En la figura se muestran las bandas de los productos 
del PCR representativos de las células incubadas en presencia de
diferentes dosis de dopamina. Las leyendas están descritas en la figura 12. 
Las barras representan la media de la densitometría ± DE de tres 
experimentos realizados en CMNP de tres donadoras distintas. 
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Fig. 15   Efecto de la estimulación  por forskolina (Fk) o toxina del cólera  (T cólera) 
en la expresión del RNAm de la PRL en CMNP mantenidas en cultivo. La expresión 
se evaluó por RT-PCR y  Southern-blot. En la figura se muestran las bandas de los 
productos del PCR representativos de las células incubadas en presencia de 
diferentes dosis de Fk o T cólera. Las leyendas están descritas en la figura 12. Las 
barras representan la densitometría relativa de las bandas de PRL normalizada 
contra la de cic. 

H2O

T cólera
(ng/ml)

0 10 20 12.5 25 50

D
en

si
to

m
et

ría
R

N
A

m
 P

R
L 

/ R
N

Am
 c

ic

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

Fk
(µM)

0

Fk (µM)

10 20 25 C+

T cólera (ng/ml)

12.5 50

629 bp629 bp

451 bp451 bp

PRL

cic

Fig. 15   Efecto de la estimulación  por forskolina (Fk) o toxina del cólera  (T cólera) 
en la expresión del RNAm de la PRL en CMNP mantenidas en cultivo. La expresión 
se evaluó por RT-PCR y  Southern-blot. En la figura se muestran las bandas de los 
productos del PCR representativos de las células incubadas en presencia de 
diferentes dosis de Fk o T cólera. Las leyendas están descritas en la figura 12. Las 
barras representan la densitometría relativa de las bandas de PRL normalizada 
contra la de cic. 

H2O

T cólera
(ng/ml)

0 10 20 12.5 25 50

D
en

si
to

m
et

ría
R

N
A

m
 P

R
L 

/ R
N

Am
 c

ic

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

Fk
(µM)



 

7. Efecto de la dopamina en el contenido intracelular de 
AMPc y en la expresión del RNAm de la PRL 

Debido a que la dopamina inhibe la secreción de citocinas y el 

contenido intracelular de AMPc en linfocitos humanos [39, 43], se 

procedió a estudiar el efecto de la estimulación con dopamina tanto en 

la generación de AMPc, como en la expresión del RNAm de la PRL en 

CMNP de mujeres sanas mantenidas en cultivo. Las CMNP se 

cultivaron durante 18 h en presencia de diferentes concentraciones de 

dopamina (10-11, 10-9, 10-7, 10-5 M). Al término de la incubación las 

células se lisaron con solución RIPA y en el lisado se determinó el 

contenido intracelular de AMPc por radioinmunoanálisis específico. La 

estimulación de las células con dopamina inhibió de manera 

dependiente de la dosis la acumulación de AMPc intracelular, siendo 

significativamente diferente en presencia de 10-9 y 10-7 M de dopamina 

(Fig. 16). Los resultados se normalizaron cuantificando las 

concentraciones de proteína total en los pozos de cultivo y se 

expresaron como la media ± EE de 8 diferentes experimentos, 

realizados por triplicado. Los resultados demostraron que la incubación 

en presencia de dopamina inhibió de manera dosis-dependiente la 

expresión del RNAm de la PRL en 5 de las sujetos (Fig. 17), la estimuló 

en 4 y no la modificó en 1 (Fig. 18). 
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Fig. 16 Efecto de la inhibición por dopamina en el contenido intracelular de 
AMPc en las CMNP mantenidas en cultivo. El AMPc se cuantificó por RIA 
específico. Los resultados están expresados como la media + EE de 8 
experimentos, * P < 0.05 vs 0 M dopamina.
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Fig. 16 Efecto de la inhibición por dopamina en el contenido intracelular de 
AMPc en las CMNP mantenidas en cultivo. El AMPc se cuantificó por RIA 
específico. Los resultados están expresados como la media + EE de 8 
experimentos, * P < 0.05 vs 0 M dopamina.



0 -11 -5 C+

log Dopamina (M)

-9 -7 -RT H2O

629 pb

451 pb

PRL

cic

Fig. 17  Efecto de la inhibición por dopamina en la expresión del RNAm de 
la PRL en CMNP mantenidas en cultivo. La expresión se evaluó por RT-
PCR y  Southern-blot. En la figura se muestran las bandas de los productos 
del PCR representativos de las células incubadas en presencia de
diferentes dosis de dopamina. Las leyendas están descritas en la figura 12. 
Las barras representan la media de la densitometría ± EE de diferentes  
experimentos realizados en CMNP de cinco donadoras. 
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Fig. 17  Efecto de la inhibición por dopamina en la expresión del RNAm de 
la PRL en CMNP mantenidas en cultivo. La expresión se evaluó por RT-
PCR y  Southern-blot. En la figura se muestran las bandas de los productos 
del PCR representativos de las células incubadas en presencia de
diferentes dosis de dopamina. Las leyendas están descritas en la figura 12. 
Las barras representan la media de la densitometría ± EE de diferentes  
experimentos realizados en CMNP de cinco donadoras. 
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Fig. 18  Efecto de la dopamina en la expresión del RNAm de la PRL en las 
CMNP mantenidas en cultivo. La expresión se evaluó por RT-PCR y  
Southern-blot. En la figura se muestran la respuesta representativa a la 
estimulación con dopamina (panel A) y la respuesta nula a la dopamina 
(panel B) en las células de dos donadoras diferentes. El efecto de la 
dopamina mostrado en el panel A fue similar en tres donadoras y el efecto 
mostrado en el panel B también se repitió en tres donadoras. Las leyendas 
están descritas en la figura 12.
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Fig. 18  Efecto de la dopamina en la expresión del RNAm de la PRL en las 
CMNP mantenidas en cultivo. La expresión se evaluó por RT-PCR y  
Southern-blot. En la figura se muestran la respuesta representativa a la 
estimulación con dopamina (panel A) y la respuesta nula a la dopamina 
(panel B) en las células de dos donadoras diferentes. El efecto de la 
dopamina mostrado en el panel A fue similar en tres donadoras y el efecto 
mostrado en el panel B también se repitió en tres donadoras. Las leyendas 
están descritas en la figura 12.
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8. Efecto de la IL-2 en el contenido intracelular de AMPc 
y en la expresión del RNAm de la PRL 

En células Jurkat de linfocitos T humanos, la actividad transcripcional 

del promotor alterno de la PRL es inducida por fitohemaglutinina y 

ésteres del forbol, como el PMA, [36]. Estos activadores ejercen sus 

acciones a través de la activación de cinasas de tirosina y de la 

proteína cinasa C (PKC), respectivamente, y representan dos vías 

independientes del AMPc. Con el objeto de conocer los efectos de IL-2, 

que actúa a través de la activación de cinasas de tirosina y de PKC, en 

la expresión del gen de la PRL, decidimos evaluar los efectos de IL-2 

en las CMNP mantenidas en cultivo. Para esta finalidad, se utilizaron 

diferentes concentraciones de IL-2 (5, 10, 20, 40 U/ml), que se conoce 

inducen la proliferación de los linfocitos, y que en las CMNP 

promovieron el crecimiento celular como se observa en al figura 19. 

Los resultados del AMPc normalizados con las concentraciones de 

proteína total se expresaron como la media ± EE de 7 experimentos 

diferentes. Los resultados demostraron que la IL-2 produjo un efecto 

inhibitorio en la expresión del gen de la PRL (Fig. 20). Por otra parte, 

como se muestra en la figura 21, la incubación de las CMNP con IL-2 

no modificó, de manera significativa, el contenido intracelular de AMPc. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Fig. 19 Efecto de la IL-2 en la proliferación de las CMNP mantenidas en 
cultivo. La incubación con diferentes concentraciones de IL-2 estimuló la 
proliferación celular cuantificada por la absorbancia del producto colorido de 
la conversión del reactivo XTT.
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Fig. 19 Efecto de la IL-2 en la proliferación de las CMNP mantenidas en 
cultivo. La incubación con diferentes concentraciones de IL-2 estimuló la 
proliferación celular cuantificada por la absorbancia del producto colorido de 
la conversión del reactivo XTT.
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Fig. 20  Efecto de la inhibición por IL-2 en la expresión del RNAm de la PRL 
en CMNP mantenidas en cultivo. La expresión se evaluó por RT-PCR y  
Southern-blot. En la figura se muestran las bandas de los productos del 
PCR representativos de las células incubadas en presencia de diferentes 
dosis de dopamina. Las leyendas están descritas en la figura 12. Las barras 
representan la media de la densitometría ± EE de diferentes experimentos 
realizados en CMNP de cinco donadoras. 
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Fig. 20  Efecto de la inhibición por IL-2 en la expresión del RNAm de la PRL 
en CMNP mantenidas en cultivo. La expresión se evaluó por RT-PCR y  
Southern-blot. En la figura se muestran las bandas de los productos del 
PCR representativos de las células incubadas en presencia de diferentes 
dosis de dopamina. Las leyendas están descritas en la figura 12. Las barras 
representan la media de la densitometría ± EE de diferentes experimentos 
realizados en CMNP de cinco donadoras. 
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Fig. 21  Efecto de la IL-2 en el contenido intracelular de AMPc en las CMNP 
mantenidas en cultivo. El AMPc se cuantificó por RIA específico. La 
incubación con diferentes dosis de IL-2 no modificó las concentraciones de 
AMPc en las CMNP. Los resultados están expresados como la media + EE
de 7 experimentos.
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DISCUSIÓN 

 

En el presente estudio se evaluó el estado del tono dopaminérgico 

hipotalámico en un grupo de mujeres en edad reproductiva con 

diagnóstico de lupus eritematoso generalizado (LEG). Los resultados 

demostraron que la respuesta a la administración in vivo de un agente 

antagonista dopaminérgico fue mayor, en términos de la secreción 

hipofisaria de prolactina (PRL) en el grupo LEG. Debido a que la PRL 

circulante humana es estructuralmente heterogénea [3], tanto la PRL 

inmunorreactiva, como la bioactiva fueron cuantificadas, siendo más 

evidente la respuesta en la PRL bioactiva, pero sin observarse 

diferencias en el patrón de isoformas de PRL secretadas en ambos 

grupos. Además, la PRL secretada por las células mononucleares de 

sangre periférica (CMNP) del grupo LEG, en condiciones basales, 

secretaron más PRL que las células del grupo control, como se había 

descrito previamente [15, 79]. Este comportamiento también se 

observó en la expresión del RNAm de la PRL en las CMNP mantenidas 

en cultivo. Además, en las CMNP obtenidas posterior al bloqueo 

dopaminérgico, la expresión y la secreción de PRL fue mayor con 

respecto a las células obtenidas en condiciones basales sólo en el 

grupo control, mientras que en el grupo LEG, no se observaron 

cambios significativos con respecto a la secreción basal. 

 

La respuesta hipofisaria en términos de la secreción de PRL a la 

administración de un agente anti-dopaminérgico ha sido de utilidad 

para evaluar el grado de activación del sistema dopaminérgico o tono 

dopaminérgico a nivel hipotalámico [25-27, 87-90]. A mayor respuesta 

al agente anti-dopaminérgico, mayor es el tono y viceversa. De esta 

manera, los resultados obtenidos en el presente estudio demuestran 

que en el grupo experimental, el tono dopaminérgico hipotalámico se 

encontró aumentado en comparación con el tono observado en el 

grupo control. Las concentraciones circulantes de PRL posterior a la 



administración de la metoclopramida pueden estar influenciadas por 

diversos factores, tales como diferentes concentraciones basales de 

PRL circulante, el mayor peso corporal en los individuos o el efecto 

directo de los estrógenos en la hipófisis [91-93]. Sin embargo, en 

ambos grupos estudiados estos parámetros no fueron 

significativamente diferentes (Tabla 1), por lo que inferimos que la 

mayor respuesta fue debida a la presencia del LEG. 

 

El mecanismo responsable del aumento en las concentraciones de 

PRL circulante en el LEG no se ha esclarecido hasta la fecha. Sin 

embargo se ha informado, que las concentraciones de ácido 

homovanílico en plasma, que es uno de los principales metabolitos de 

la dopamina, se encuentran disminuidas en sujetos con LEG [94], lo 

que sugiere que en estos pacientes el tono de la dopamina se 

encuentre disminuido y por lo tanto, la secreción de la PRL por la 

hipófisis sea mayor. Los hallazgos del presente estudio difieren de esta 

suposición, lo que puede explicarse dado que las concentraciones 

circulantes de ácido homovanílico reflejan principalmente el 

metabolismo de la dopamina a nivel periférico y no son demostrativas 

de lo que ocurre a nivel del sistema nervioso central [7, 95]. Por otra 

parte, el aumento en las concentraciones de 16 alfa-hidroxiestrona 

observadas en el suero de pacientes con LEG [96], pudiera explicar al 

aumento en las concentraciones de PRL circulante como resultado del 

efecto estrogénico a nivel hipofisario. 

 

En un estudio utilizando ratas hipofisectomizadas, se ha propuesto que 

la PRL sintetizada en sitios extrahipofisarios puede ser exportada a la 

circulación general en cantidades fisiológicamente significativas y ser 

capaz de mantener las funciones biológicas importantes, supliendo a la 

PRL de origen hipofisario [80]. En condiciones normales, las células del 

sistema inmunológico sintetizan PRL [13-15, 48, 97, 98]. Tanto estudios 

previos, como el presente demuestran que CMNP de pacientes con 

LEG sintetizan y secretan mayores concentraciones de PRL [15, 79]. 

Esta característica está presente no sólo en el LEG, sino también en 



otras enfermedades autoinmunes como la esclerosis múltiple y la 

artritis reumatoide [66, 67, 99], sin que hasta la fecha se conozcan los 

mecanismos implicados en el aumento en la tasa de expresión y 

síntesis de la PRL linfocitaria. Como se mostró en este estudio, tanto la 

cantidad de PRL basal, como la expresión del RNAm de la PRL fueron 

significativamente más elevadas en las CMNP del grupo LEG. Dado 

que la PRL extrahipofisaria es exportada a la circulación, es posible 

que la PRL derivada de los linfocitos contribuya al aumento en las 

concentraciones de la PRL en el LEG. En el grupo con LEG estudiado, 

las concentraciones de PRL circulante fueron normales, similares a las 

del grupo control. De tal forma que, probablemente los linfocitos como 

fuente de PRL, estén participando en las concentraciones de PRL en la 

circulación periférica, y que el aumento en la secreción de esta citocina 

por los linfocitos sea detectado por el hipotálamo teniendo impacto a 

nivel central a través de aumentar el tono dopaminérgico con la 

finalidad de normalizar las concentraciones circulantes de la hormona. 

De manera similar, en el eje hipotálamo-hipofisario, la PRL regula su 

propia secreción actuando en el sistema dopaminérgico hipotalámico, 

en un mecanismo de “retroalimentación de asa corta” (Fig. 2), que es el 

principal responsable del mantenimiento de la homeostasis de la PRL 

[7]. En este sentido, diversos estudios han establecido que el aumento 

de la PRL endógena o exógena resulta en mayor actividad de las 

neuronas tuberoinfundibulares dopaminérgicas, secretoras de 

dopamina [7]. Además, el hallazgo en este estudio de la forma 

molecular de 60 kDa de la PRL que se observa como especie única en 

los medios de cultivo de las CMNP y en los sueros de ambos grupos, 

pero estuvo ausente en una preparación estándar de PRL de extractos 

hipofisarios, sugiere que esta isoforma es derivada de las células 

linfocitarias y que pudiera contribuir a las concentraciones de la PRL en 

la circulación. Estas observaciones no descartan la presencia de 

alteraciones en los mecanismos de retroalimentación en el eje 

hipotálamo-hipófisis que promuevan la secreción inadecuada de PRL 

(hiperprolactinemia) o bien, que sea secundaria al aumento de la PRL 

inducida por citocinas a nivel hipofisario [100]. 



La presencia de normoprolactinemia en el grupo LEG en conjunto con 

el hallazgo del tono dopaminérgico aumentado, indican que la 

dopamina de origen central endógena es fisiológicamente efectiva en la 

supresión de la secreción de PRL a nivel hipofisario. Sin embargo, a 

nivel linfocitario aparentemente esto no sucede. Una observación 

interesante en este estudio fue la mayor expresión del RNAm y 

secreción de la PRL posterior al estímulo anti-dopaminérgico en las 

CMNP del grupo control, pero no en el grupo con LEG. Este hallazgo 

no era esperado, dado que la síntesis de la PRL en las células linfoides 

no es dependiente del factor de transcripción Pit-1, como en la 

hipófisis, y se ha planteado que no es modulada por los reguladores 

clásicos de la PRL hipofisaria [33, 101]. Estos resultados sugieren la 

posible participación del sistema dopaminérgico en la regulación de la 

PRL linfocitaria en condiciones fisiológicas normales y que podría estar 

modificada en el LEG. 

 

El efecto de la dopamina en la regulación de la síntesis y la secreción 

de la PRL hipofisaria ha sido ampliamente documentada [1, 2, 7, 29, 

32]. En contraste, los mecanismos implicados en el control de la PRL 

en tejidos extrahipofisarios son poco conocidos. La decidua placentaria 

ha sido el sistema celular mejor estudiado en relación a los factores 

implicados en la regulación de la síntesis de la PRL extrahipofisaria. En 

este tejido, la PRL es modulada por factores autocrinos y paracrinos de 

la unidad feto-placentaria, como la progesterona, la insulina, la IL-1 y la 

IL-2, mientras que los reguladores clásicos de la PRL hipofisaria como 

la dopamina y la TRH no modifican su secreción [7, 102, 103]. En los 

linfocitos, los reguladores conocidos de la síntesis de la PRL hipofisaria 

como los estrógenos, el VIP, la TRH no modifican la expresión del gen 

de la PRL, mientras que un agonista de receptores D2 de la dopamina, 

la bromocriptina, inhiben cerca del 20% la expresión de este gen [101]. 

Por el contrario, la dexametasona [101], y la ciclosporina [36] inhiben y 

el ácido retinoico estimula la expresión de la PRL linfocitaria [101], 

siendo alguna de estas acciones observadas también en la hipófisis 

[104]. El estudio de los factores y las vías de transducción implicados 



en el control de la síntesis y secreción de la PRL cobra relevancia, 

dado que las moléculas producidas localmente modulan las funciones 

del propio sistema inmunológico. La regulación diferencial de estas 

moléculas puede conducir a la diversidad en la tasa de síntesis y ésta a 

su vez, generar variabilidad en las respuestas biológicas. La dopamina, 

el principal regulador de la síntesis y secreción de la PRL hipofisaria, 

no ha sido estudiado como un factor implicado en el control de la PRL 

linfocitaria, aún cuando el tratamiento con agonistas dopaminérgicos en 

pacientes con LEG reduce la actividad de la enfermedad [105]. El 

promotor alterno de la PRL es activado por análogos del AMPc y por la 

proteína cinasa A, debido a la presencia de secuencias de elementos 

de respuesta a AMPc o CRE a lo largo de este promotor [6, 35, 36]. Por 

tanto, ligandos naturales que activen la vía dependiente de este 

segundo mensajero pudieran estar implicados en el control de la PRL 

en tejidos extrahipofisarios. La dopamina es el inhibidor más importante 

de la síntesis de la PRL hipofisaria y sus acciones son mediadas por la 

disminución del contenido intracelular de AMPc, cuyo efecto primario 

se encuentra localizado a nivel de la regulación de la actividad 

transcripcional de Pit-1 [7]. En el sistema inmunológico, la dopamina 

participa en la proliferación y diferenciación celular e inhibe la secreción 

de algunas citocinas, como la IL-2, la IL-4 y el IFN-γ [37, 43, 106]. De 

hecho, los linfocitos expresan receptores de dopamina de los tipos D1 y 

D2 [39, 98, 107]. Los resultados del presente trabajo de tesis 

demuestran que la dopamina afecta la expresión del gen de la PRL en 

las CMNP mantenidas en cultivo. 

 

En el modelo experimental utilizado de CMNP en cultivo, la adición de 

un análogo no hidrolizable del AMPc, el 8 Br-AMPc aumentó la 

densitometría relativa del RNAm de la PRL evaluada por RT-PCR y 

Southern-blot. Asimismo, la dopamina inhibió el contenido intracelular 

de AMPc y modificó, en un efecto dual, la densitometría relativa de los 

productos de transcripción de la PRL. Estos resultados sugieren que la 

dopamina pudiera actuar como un ligando natural en la regulación de la 



expresión génica de la PRL linfocitaria a través de la inhibición del 

segundo mensajero AMPc. 

 

La regulación de la transcripción depende tanto de los receptores 

expresados como del ambiente intracelular, lo que está directamente 

relacionado con los factores de transcripción presentes en la célula, 

que dirigen específicamente la expresión del gen de la PRL [34]. 

Estudios previos han demostrado que el efecto de análogos del AMPc 

así como activadores de la proteína cinasa C pueden ser diversos tanto 

en magnitud como en el tipo de respuesta [108, 109]. Estas 

divergencias pueden deberse al sistema celular, ya sea que se trate de 

líneas celulares linfocitarias o cultivo primario, o también depender del 

donador [108, 109]. Se ha encontrado, por ejemplo, que en CMNP 

mantenidas en cultivo, la respuesta en términos de la expresión del gen 

de la PRL puede ser de 2 hasta 30 veces, y que la incubación con un 

activador de la proteína cinasa C, el PMA, puede inducir el aumento en 

la expresión de la PRL en la línea de células Jurkat o bien inhibirla en 

el cultivo primario de CMNP [36, 108]. Además el PMA puede inhibir el 

efecto producido por el análogo del AMPc o tener efecto sinérgico con 

él y esto posiblemente dependa de la utilización de diferentes señales 

que regulen la transcripción del gen de la PRL, el tipo celular, o bien del 

estado de activación de la células que pueda estar influenciado por 

infecciones subclínicas o estados de alergia [36, 85, 86, 108]. Estudios 

de Kooijman y colaboradores demostraron que la inhibición de la p38 

MAPK abate la expresión de la PRL inducida por el AMPc y que su 

fosforilación ocurre independientemente de la activación de la PKA, por 

lo que concluyen que la inducción de la expresión de la PRL en los 

linfocitos T se lleva a cabo por la cooperación de dos diferentes vías de 

señalización: una dependiente y otra independiente de la PKA [85]. El 

efecto estimulador de la dopamina que observamos en las células de 

cuatro donadoras, pudiera explicarse a través de la unión a receptores 

D1 y la posible participación de p38 MAPK, una de las vías de 

señalización que queda por estudiar. 

 



Los efectos de la dopamina en las CMNP se llevan a cabo interviniendo 

a nivel de la expresión génica de la PRL y seguramente a través de la 

unión a receptores de la familia D2 que están acoplados a proteínas G 

inhibitorias, inhibiendo la vía dependiente de AMPc y de la PKA, y 

finalmente inhibiendo la expresión del gen. La expresión y secreción 

aumentadas de la PRL linfocitaria en los pacientes con LEG pueda 

deberse a alteraciones en los mecanismos de regulación de la PRL que 

pudieran involucrar a las proteínas CRE. La falta de efecto de la 

metoclopramida en las células del grupo con LEG apoya esta 

suposición, lo que no se debe a la falta de capacidad de las células de 

responder en términos de la expresión y secreción de la PRL, ya que 

las células de estos pacientes pueden responder a activadores como la 

Concanavalina A (datos no mostrados). Dado que diversos estudios 

proponen el uso de agonistas de la dopamina como una alternativa en 

la terapia de enfermedades autoinmunes [81, 105, 110], quedan por 

estudiar los mecanismos de regulación involucrados en la síntesis de la 

PRL de origen linfocitario en los estados como el LEG. El tratamiento 

con concentraciones de PRL como en estados de hiperprolactinemia, 

induce el rompimiento de la tolerancia e induce estados parecidos al 

lupus sólo en ratones con susceptibilidad genética [110] La 

manipulación de las concentraciones de PRL circulante o más 

específicamente, de la que proviene de los linfocitos, podrían 

proporcionar opciones terapéuticas para aquélla cohorte de pacientes 

con LEG que cursan con hiperprolactinemia. 

 

Por otra parte, la deficiencia de IL-2 en pacientes con LEG y en 

modelos de roedores con LEG ha sido descrita previamente [111]. En 

los linfocitos, la IL-2 promueve la activación y la proliferación celular. El 

receptor para la IL-2 está presente en los linfocitos T y B y en los 

monocitos. En células en reposo o no activadas, altas dosis de IL-2 

inducen la proliferación a través del dímero βγ de su receptor, mientras 

que en células activadas lo hace a través del trímero αβγ [112]. En 

modelos knockout para la IL-2 o para el receptor de IL-2α se presenta 



el desarrollo de enfermedades autoinmunes, mientras que el 

tratamiento con IL-2 lo previene [111]. La deficiencia en la producción 

de IL-2 en los linfocitos de pacientes con LEG se ha observado en 

estudios in vitro, atribuyendo esta disminución a la represión del 

promotor de la IL-2 por parte del factor de transcripción CREM [113, 

114]. En este estudio, las CMNP mantenidas en cultivo fueron 

incubadas en presencia de IL-2 como un control de funcionalidad 

celular en el que se evaluó la proliferación celular en cada bioensayo. 

Diferentes dosis de IL-2 estimularon el crecimiento celular, sin embargo 

inhibieron significativamente la densitometría relativa del RNAm de la 

PRL en las CMNP. Esta citocina ejerce sus acciones en las células 

blanco uniéndose a receptores específicos que modifican la actividad 

de cinasas de tirosina, independientemente de la producción de AMPc. 

De hecho, la incubación de las CMNP con IL-2 no modificó en el 

contenido intracelular de AMPc. Estos datos refuerzan la suposición de 

que otras vías de señalización pueden estar involucradas en la 

regulación de la PRL de origen linfocitario. La deficiente producción de 

IL-2 en los linfocitos de pacientes con LEG sugiere que esta citocina 

pueda tener un papel en la regulación de la PRL linfocitaria y que en 

estados autoinmunes como el LEG, la disminución en la síntesis de IL-

2 sea un factor responsable del aumento en la tasa de síntesis de la 

PRL a nivel del sistema inmunológico. Queda por estudiar el efecto de 

la IL-2 en la expresión de la PRL en los linfocitos de pacientes con LEG 

y correlacionar las concentraciones de IL-2 en células mantenidas en 

cultivo, con dicha expresión. 

 

En conclusión, los resultados del presente estudio sugieren la 

desregulación de los mecanismos que controlan la expresión del gen 

de la PRL en células del sistema inmunológico de pacientes con LEG, 

contribuyendo de esta manera al incremento de las concentraciones 

circulantes de la PRL y por tanto, de la actividad del sistema 

dopaminérgico a nivel hipotalámico como un mecanismo adaptativo 

para mantener las concentraciones fisiológicas de la PRL en la 

circulación. 



CONCLUSIONES 

 

 

1. El estado del tono dopaminérgico a nivel central está aumentado 

en pacientes con diagnóstico de lupus eritematoso generalizado 

(LEG), cuyas concentraciones de PRL en la circulación son 

normales. 

2. Los resultados del presente estudio sugieren que la prolactina 

(PRL) de origen linfocitario contribuye al aumento en la actividad 

del sistema dopaminérgico hipotalámico en el LEG, como un 

mecanismo adaptativo con el propósito de mantener las 

concentraciones de PRL circulante dentro del rango fisiológico. 

3. El aumento del tono dopaminérgico en el LEG es probablemente 

secundario a cambios en la regulación de la síntesis y secreción de 

la PRL linfocitaria. 

4. La presencia de concentraciones elevadas de la PRL secretada por 

los linfocitos en condiciones basales y la falta de efecto de la 

metoclopramida indican la presencia de alteraciones en los 

mecanismos de regulación en el LEG. 

5. El aumento en la secreción y en la expresión del gen de la PRL de 

origen linfocitario, bajo la estimulación con metoclopramida en el 

grupo control, sugiere la participación de la dopamina en los 

mecanismos de regulación de la síntesis de la PRL en el sistema 

inmunológico. 

6. La dopamina y la IL-2 son candidatos a participar en la regulación 

de la PRL linfocitaria a través de mecanismos dependientes e 

independientes de la vía del AMPc. 
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