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INTRODUCCION

La prolactina (PRL) es una hormona proteinica de cadena sencilla constituida por 199
aminoacidos y un peso molecular de 23 kDa, y en su estructura existen tres uniones
intramoleculares disulfuro v sitios de glicosilacién y fosforilacién (1). Dentro de las
hormonas sintetizadas y secretadas por la adenohipofisis, la PRL es la hormona con mayor
versatilidad funcional, interviene en més procesos fisioldgicos que el resto de las hormonas
hipofisarias en conjunto. Entre estos se encuentran la reproduccién, el crecimiento y
desarrollo, la regulacion del sistema inmunolégico y el balance de liquidos y electrdlitos
).

Ademés de la glandula hipofisaria, la PRL humana es sintetizada en el miometrio, la
decidua placentaria y en células del sisterna inmunol6gico . A nivel celular 1a PRL ejerce
efectos mitogénicos, morfogénicos y actividad secretoria. La diversidad de acciones de
esta hormona se deriva de su polimorfismo estructural, pfoduccién y procesamiento local,
de la utilizacién de diversas vias de sefializacién intracelular y accién en diferentes genes
blanco. Por lo anterior actualmente se conceptualiza a la PRL con una funcién dual como
hormona circulante y como citocina (3).

A diferencia de otras especies, Ja PRL humana es codificada por un solo gen cuyo producto
consiste en diferentes isoformas o variantes moleculares debido a modificaciones que
ocurren principalmente a nivel postraduccional, cuya implicacidn fisicldgica se encuentra
muy probablemente relacionada a la bioactividad de esta hormona bajo diferentes
condiciones fisiologicas (1).

El receptor de PRL es miembro de una superfamilia de receptores llamados receptores de
citocinas clase 1, con mas 20 miembros entre los que se encuentran los receptores para la
hormona de crecimiento, eritropoyetina y las citocinas: interleucina (IL)-2B, 1L-3,JL-4,IL-5
e 1L-6. Estos receptores estan constituidos por un dominio tnico que al unirse a su ligando
se dimeriza e induce la rapida activacién de una familia de tirosina-cinasas conocidas como
Janus cinasas (JAK), la activacion de estas proteinas estimula diferentes sistemas cehilares,
como Stat (transductor de sefial y activador de transcripcién) conocido como la via de

sefializacién mas importante utilizada por los receptores de citocinas. Al fosforitarse Stat se
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transloca al niicleo donde se une a secuencias especificas de DNA y activa la transcripcion
de genes especificos (4).

Los avances relacionados con la identificacion y caracterizacién de receptores especificos
de 1a PRL humana , su relacién estructural con la familia de receptores para citocinas asi
como la descripcién de isoformas del receptor, permite establecer con bases mas
fisiolégicas 1a significancia y diversidad de los efectos bioldgicos de esta hormona a nivel
de los diferentes sistemas u 6rganos blanco (3).

La regulacién de la secrecion de la PRL esta determinada principalmente por factores de
origen hipotilamico. La dopamina es considerada como el inhibidor fisioldgico mas
importante de la secrecién de PRL (6). Este neurotransmisor es sintetizado por el sistema
dopaminérgico tuberoinfundibular que ocupa desde el nicleo arcuato del hipotilamo
medio basal hasta la eminencia media. La dopamina es transportada hasta la hipéfisis
utilizando el sistema portal hipotilamo-hipofisario, sitio donde ejerce sus efectos a través
de interactuar con receptores especificos del subtipo D2 (7). La unién de la dopamiﬁa a
su receptor de membrana acoplado a proteinas Gi; en segundos incrementa la
conductancia del potasio e inactiva canales de calcio, causando hiperpolarizacién de la
membrana y disminucién del calcio intracelular. En minutos, la dopamina suprime la
actividad de la adenilato ciclasa, el metabolismo del fosfatidil inositol, la hberacidn del
Acido araquiddnico y la expresién del gen de la PRL (8,9,10). Los efectos inhibitorios de la
dopamina pueden también ser debidos a sus efectos directos sobre la inhibicién de pit-1
(factor de transcripcidn tejido especifico) o bien inhibiendo los efectos de pit-1 sobre el
promotor de la PRL (11). Existen otros factores de origen hipotilamico que regulan de
manera inhibitoria la sintesis y secrecién de la PRL entre los que se encuentran GABA
(Acido gamaaminobutirico), GAP (proteina relacionada a GnRH), endotelina 1 y 2; sin
embargo su importancia en condiciones fisioldgicas no se ha establecido en la actualidad.
El hipotdlamo también libera otros factores que han sido implicados en la estimulacién de
la secrecidén de la PRL tales como la TRH (hormona liberadora de tirotropina), la
colicistoquinina, el VIP (péptido intestinal vasoactivo) y la neurotensina. Existen otros
factores relacionados con la liberacién de la PRL incluyendo a los opioides, la

neurotensina, la histamina, la sustancia P y la oxitocina (12).



Dentro de los factores periféricos involucrados en la regulacién de la secrecion de la PRL
hipofisaria se encuentran los estrégenos, sus efectos son ejercidos en parte 2 nivel de la
expresion del gen de fa PRL (13), asi come inhibiendo la secrecién de la dopamina. Otros
factores periféricos que afectan la liberacidn de la PRL son los glucocorticoides (14) y las
hormonas tiroideas (15) con un efecto inhibitorio y la insulina que actia estimulando la

liberacion de esta hormona (16).

Propiedades Inmunoreguladoras de la PRL.

La relacion entre el sistema neuroendéerino e inmunolégico se conoce desde 1930 por
Smith {17) quién observo Ia atrofia del timo después de la hipofisectomia en ratas.

Nagy y Berczi (18) en 1978 encuentran que tanto la inmunidad celular come humoral esta
suprimida en ratas hipofisectomizadas, posteriormente estos mismos investigadores
demostrarén la restauracidén de la inmunocompetencia con 1a administracién de PRL
exdgena (19). El papel inmunomodulatorio de la PRL hipofisaria ha sido documentado
principalmente en ratas hipofisectornizadas o tratadas con un agonista dopaminérgico como
la bromocriptina (Brec) condiciones que disminuyen significativamente las concentraciones
de PRL. En humanos la terapia con Brec en pacientes con uveitis autoinmune se asocia con
la disminucion en las concentraciones de anticuerpos y en la  mejoria clinica (20). Se han
encontrado concentraciones elevadas de PRL en pacientes con presentan rechazo a un
transplante cardiaco (21).

Recientemente estudios in vitro han demostrado que la exposicién de esplenocitos y
timocitos de ratas ovariectomizadas a PRL causa sintesis de DNA asf como produccién y
expresién de receptores para IL-2 demostrando un efecto directo mitogénico de la PRL en
linfocitos primarios (22).

I.a inhibicién de la PRL mediante anticuerpos anti-PRL en medios de cultivo evita el efecto
proliferativo de concanavalina A (Con A), fitohemaglutinina, lipopolisicaridos, IL-2 e IL-4
en esplenocitos de rata. Estos efectos se observaron en medios suplementados con suero y
libres de suero, lo cudl sugirid que las células linfoides pueden producir una proteina

parecida a la PRL , que puede actuar como un factor de crecimiento celular (23).



Una serie de observaciones in vitro también sugiere que las células humanas pueden
producir una PRL-like capaz de estimular el crecimiento de Ia linea celular Nb2 (linfoma de
rata noble) y cuya proliferacion depende estrictamente de PRL (24).

Recientemente se ha demostrado la presencia del gen de la PRL asi como la expresién de su
recepior en linfocitos humanos T , B y en monocitos, sugiriendo un papel primario de esta

hormona en la inmunomodulacién (25).

PRL y LEG
Evidencias derivadas principalmente de modelos animales y sustentadas en evidencias
clinicas sugieren que la PRL puede influenciar el curso de algunas enfermedades
autoinmunes como el LEG (lupus eritematoso generalizado). Esta es una enfermedad
inflamatoria crénica que se presenta predominantemente en mujeres e incluye un amplio
espectro de manifestaciones clinicas, la cudl se caracteriza por alteraciones en la funcién de
linfocitos T ¥ B; causando una exagerada produccién de anticuerpos principalmente contra
antigenos nucleares (26).
La frecuencia de hiperprolactinemia informada en pacientes con LEG varia entre 15% vy
31%. El primer reporte de hiperprolactinemia asociada al lupus fue hecho en hombres; en
1987, Lavalle y cols (27) encontraron concentraciones de prolactina siginificativamente
mayores en siete pacientes con LEG comparados con controles sanos. Estos pacientes
estaban inactivos v no habian recibido esteroides.
Jara y cols. (28) informan una correlacion directa entre las concentraciones elevadas de
. PRL vy actividad de la enfermedad tanto clinica como serolégica .
Estudios expermientales realizados en el modelo hibrido murino NZB/NZW (New Zealand
Black x New Zealand White) que presenta una enfermedad similar al LEG, se ha
encontrado que la hiperprolactinemia inducida por el transplante de tejido hipofisario
acelera la aparicion de complejos gp-70-antigp-70 vy el desarrollo de proteinuria;
presentando muerte prematura por nefritis mediada por complejos inmunes. La
administracion de Brec retraso la aparicién de anticuerpos anti-DNA y disminuyé la

mortalidad temprana (29).



Gutierrez vy cols. (30) demostrarén que Ja PRL induce in vitro la sintesis de
inmunoglobylinas de linfocitos de controles sanos y de pacientes con LEG, y también Ia
produccion de anti-dsDNA de mononucleares de sangre periférica en ambos grupos .

En 1997 Larrea y cols (31) demuestra que las células mononucleares totales de sujetos con
LEG secretan en cultivo mayores cantidades de PRL bioldgicamente activa que las células
de controles sanos (28). Lo anterior sugiere la participacidn de tejidos extrahipofisarios en
la hiperprolactinemia moderada presente en algunos pacientes con LEG. -

La regulacién en la secrecién de la PRL de origen linfocitario, asi como su papel en la
autoinmunidad adn no han sido determinados. La presencia de receptores para dopamina
en la membrana linfocitaria y la disminucién en la concentracidn plasmitica de
metabolitos de este neurotransmisor como el 4cido homovanilico en el LEG (32) sugieren
alteraciones en la regulacién de la secrecion de la PRL a nivel neuroendocrine e

inmunolégico.



HIPOTESIS

En ¢l LEG existen cambios en los mecanismos de regulacion central (tono dopaminérgico)
en la secrecién de la PRL hipofisaria, y estos cambios pueden ser compartidos por las
células del sistema inmunoldgico que sintetizan y secretan PRL y de esta manera contribuir
la PRL linfocitaria al incremento moderado en las concentraciones circulantes de PRL

inmunoactiva y bicactiva que ha sido observado previamente en pacientes con LEG.



OBJETIVO

Evaluar [a respuesta de la PRL hipofisaria y linfocitaria al bloqueo dopaminérgico en

pacientes con LEG.

10



MATERIAL Y METODOS

Se estudiaron 14 mujeres ovulatorias con diagndstico de LEG . Todas las pacientes tenian
por lo menos 4 criterios de la ARA (Asociacion Americana de Reumatologia) para
clasificarse como LEG. Fueron incluidas como confroles 19 mujeres sanas con ciclos
menstruales regulares y con una distribucién de edad similares. Las pacientes y controles
fueron informadas acerca de los objetivos y meétodos del estudio, y se obtuvo su
consentimiento escrito para participar.

Se realizé una historia clinica completa en ambos grupes. Se excluyeron sujetos con
padecimientos endocrinos; enfermedades no endocrinas que causan hiperprolactinemia
como ia insuficiencia renal crénica, crisis convulsivas; tratamiento inmunosupresor y con
ingesta de medicamentos que modifican la secrecidn de la PRL.

La actividad de la enfermedad fue evaluada mediante el indice MEX-SLEDALI (33). Las
pacienies que presentaban 2 ¢ mas puntos de este indice al momento de la prueba fueron
consideradas como activas.

Se realiz6 una prucba de estimulacion con un antagonista dopaminérgico metoclopramida
(Met) 10 mg administrada por via oral. El estudio se llevo a cabo en la fase folicular
temprana del ciclo menstrual. Se obtuvieron muestras de sangre a intervalos de 30 minutos
durante 2 hrs, el procedimiento se inicio después de 15 minutos de permanecer en reposo,
debido a las variaciones diumnas en la secrecién de la PRL todas las pruebas se realizaron
enfre las 8 - 11 am.

Se cuantifico PRL y estradiol en suero por radioinmunoandlisis. Las concentraciones de
PRI se consideraron normales entre 2-20 pg/L. El coeficiente de variacion intraensayo fue
de 7.0 con una sensibilidad de 1.5 pg/mlL.

La actividad biol6gica de la PRL circulante vy la producida por las células mononucleares
(CMN)} en medios de cultivo, se determind a través de evaluar la actividad mitogénica de ta
PRL utilizando la linea celular Nb2 (linfoma de rata noble), con el método descrito por

Tanaka (34) con modificaciones menores, la sensibilidad de este ensayo es de 7.0 pg/mL.
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ANALISIS ESTADISTICO

La respuesta de la PRL a la MET fue evaluada en ntimeros absolutos y en forma integrada
con irea bajo Ia curva (ABC) calculada por €l método trapezoidal y expresada en pg/L x
minutos.

Los resultados son expresados en media x * error esténdar (ES).

Las diferencias en los promedios de las concentraciones de PRL entre los grupos se
compararon utilizando una prueba de t de Student para variables independientes, se

considero una p < 0.05 con significancia estadistica.
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RESULTADOS

Caracteristicas clinicas: Los dos grupos estudiados no presentaron diferencias en edad,
indice de masa corporal (IMC), asi como en concentraciones basales de estradiol.

Tres pacientes (21.4%) presentaban actividad clinica al momento de realizar el estudio.
Tabla 1.

Las concenfraciones basales de PRL determinadas por RIA en suero de sujetos control y
cen LEG estuvieron dentro de rangos normales, no se encontraron diferencias significativas
entre ambos grupos.

Prueba de estimulacion con MET.

La respuesta de 12 PRL en suero a Ia Met se muestra en la Figura 1* En el grupo control
como en lag pacientes se obtuvo un incremento significativo a partir de los 60 minutos
después de la ingesta oral del antagonista dopaminérgico. En el tiempo 90 la respuesta de
las pacientes con LEG fue significativamente mayor comparada con las controles 235 +
25.4 ng/L vs 172 £ 16.7 pg/mL respectivamente (p<0.G5).

La evaluacién de la secrecion integrada de PRL durante toda la prueba mediante ABC no
mostré diferencias significativas entre los grupos. Figura 1B.

La determinacion de la actividad biolégica de la PRL en suero medida por su capacidad de
estimular el crecimiento de la linea celular Nb2, mosiré diferencias significativas en los
tiempos 60 y 90, siendo mayor la respuesta en las pacientes que en el grupo control, en este
caso el ABC si sefialo diferencias entre ambos grupos obteniéndose una mayor secrecion de
PRL bioactiva en las pacientes con LEG. Figura 2

La delta de cambio fue mayor en las pacientes con LEG durante toda la prueba, sin
embargo solo se encontré siginificancia en el tiempo 90 tanto en la PRL inmunoreactiva
como en la bioactiva. Figura 3.

En los medios de cultivo de las células mononucleares de controles y pacientes con LEG se
obtuvo una incrementada bicactividad en ambos grupos con la presencia de ConA, siendo
esta mayor en el grupo control.

I.a Met ocasioné un aumento significativo en las concentraciones de la PRL en los medios
de cultivo de CMN no estimuladas en el grupo control, 16 & 2.6 pg/mL vs 24.9 £ 44
pg/mL (p<0.05) Fig4

13



En el grupo con LEG no se encontraron incrementos importantes en los medios de CMN al
estimularios con Con A asi como tampoco en respuesta a Met, Figura 5

En la muestra basal en ausencia de ConA las concentraciones de PRL producida por los
medios de cultivo de CMN en los pacientes con LEG fueron mayores en forma

significativa al compararios con el control 24 pg/mL + 4.7 vs 16 pg/aL = 2.6 ES (p< 0.05)
Fig.6
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Tabla 1. Caracteristicas clinicas

CON (n=19) LEG (n=14)

Edad (afos) 27.7+5.8 31.5+£6.0
Peso (kg) 59.9+7.5 59.2 £+ 9.0
Talla (cm) 1579+ 56 154.8 £ 9.6
IMC (kg/m?) 245+ 3.3 247 £ 3.1
Estradiol (pg/mil) 50.4 +19.9 50.9 £35.2
PRL (ug/l) 12.3+4.8 10.8 £ 5.6
MEXSLEDAI > 2 n(%) - 3 (21.4)
Resultados expresados como la media + DE THSES CON

FALLA DE ORIGEN
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Fig.1 Concentraciones circulantes de PRL inmunoreactiva (media + ES) basal y post-Met determinadas
en 19 mujeres control y 14 mujeres con LEG. La respuesta temporal fué mayor en las pacientes con

LEG, con significancia en el tiempo 90 (* p <0.05). El drea bajo la curva (ABC) también fue mayor en
el LEG, aungue no en forma significativa.
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Fig. 6 Las concentraciones de PRL basal en tos medios de cultivo de CMN,
fueron mayoresen el grupo con LEG (*p<0.05), diferencia que no se encontro
al ser estimuladas con el mitdgeno ConA.
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DISCUSION

La relacién entre el sistema neurcendocrine ¢ inmunolégico ha side motivo de numerosos
estudios durante los ultimos afios. En particular se ha demostrado que la PRL influencia la
respuesta inmune. En ratas se ha observado disminucién de la inmunidad humoral v cetular
después de la hipofisectomia, restaurandose la inmunocompetencia al administrarse PRL
exdgena (18). Se han descrito receptores para PRL en linfocitos T y B asi como en los
monocitos {25). En los linfocitos la PRL induce la expresion de receptores para IL-2 y es
considerada esta hormona como un cofactor para la linfoproliferacion dependiente de IL-2,
este proceso puede ser bloqueado por anticuerpos anti-PRL (35). Ademas numerosos
estudios demuestran consistentemente la capacidad de antisueros antiPRL para bloquear la
proliferacién de linfocitos inducida por mitdégenos in vitro (36), Estas observaciones
sugieren la presencia de moléculas semejantes a la PRL que actian en forma autderina y
paracrina con receptores linfocitarios de PRL y pueden estimular la proliferacion celular,
en relacién a esto existe evidencia concluyente de la secrecidn de moléculas biocactiva y
estructuralmente PRL-like por linfocitos de murinos y humanos (25)

En humanos, condiciones en las cudles existe hiperprolactinemia se asocian con
concentraciones elevadas de autoanticuerpos con y sin enfermedades del tejido conectivo.
El LEG es una enfermedad multisisténtica que afecta predominantemente mujeres en edad
reproductiva; algunos estudios sefialan la presencia de hiperprolactinemia moderada en
estos pacientes, sin embargo no esta completamente esclarecido la fuente de 12 fuente
principal de la PRL en estos pacientes.

En condiciones fisioldgicas la produccion basal de la PRL hipofisaria se mantiene por un
mecanismo de retroelimentacion negativa a nivel del hipotdlamo, donde la dopamina
participa como el principal inhibidor fisiolégico (6) . En este estudio se encuentran
concentraciones basales similares de la PRL en suero tanto inmunoreactiva como
bicactiva en ambos grupos, pero una respuesta incrementada a Met en los pacientes con
LEG al compararlos con el grupo control. Esta diferencia no se debié a medicamentos y/o a
variaciones en el indice de masa corporal ya que estudios previos demuestran que la
desnutricién y el sobrepeso causan disminucién del tono dopaminérgico (37), tanto el

grupo control como LEG presentaban un IMC normal sin diferencias entre ambos grupos.

15



Es posible que en el LEG la hiperprolactinemia moderada presente pueda ser un estimulo
importante para incrementar el recambio de dopamina central, disparando un incremento
en el tono dopaminérgico con el propdsito de mantener normprolactinemia, Esta hipdtesis
puede apoyarse en el hecho de que en ciertas condiciones fisiolégicas como la lactancia las
neuronas dopaminérgicas se encuentran suprimidas (38), es posible que un mecanismo
similar pueda explicar la hiperprolactinemia en el LEG.

La produccién de PRL biologicamente activa bagal (sin met) en los medios de cultivo fue
mayor ¢n las células no estimuladas por el mitégeno Con A en las pacientes con LEG, no
hubo una respuesta significativamente mayor al ser estimuladas con el agonista
dopaminérgico al comparalas con el grupo confrol, lo cuadl sugiere mecanismos
independienmtes de regulacién entre la PRL linfocitaria e hipofisaria. Por otra parte las
células mononucleares de las pacientes con LEG no responden a un mitdégeno conocido

para estimular proliferacion linfocitaria como Con A.
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CONCLUSIONES

La hiperprolactinemia previamente informada en algunos casos de LEG es muy
probabalemente secundaria a causas no dependientes del tono dopaminérgico enddgeno.
Sin embargo, el incremento del tono dopaminérgico en el grupo con LEG sugiere la
presencia de mecanismos de adaptacion para mantener normales las concentraciones

circulantes y linfocitarias de Ia PRL.

Este estudio sugiere la presencia de modificaciones en la regulacién de la sintesis y

secrecion de la PRL linfocitaria en condiciones de autoinmunidad como el LEG.

El aumento en la secrecién de la PRL linfocitaria bajo la estimulacién con el agente
antidopaminérgico en el grupo control, sugieren mecanismos de regulacién neuroendocrina
similares entre la unidad hipotdlamo hipofiaria y el sistema inmunoldgico en condicones

normales.
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