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RESUMEN 

OBJETIVO: 
Determinar la participación de la prolactina (PRL) en el proceso de activación de linfocitos 
provenientes de pacientes con lupus eritematoso sistémico (LES) activo e inactivo. a través 
de la expresión de las moléculas de superficie CD69 y CD40L. 

MATERIAL Y METODOS: 
Mediante gradiente de densidad se separaron células mononucleares (CMN) de sangre 
periférica provenientes de 12 personas sanas. 12 y 15 pacientes con LES inactivo y activo 
respectivamente. Los ensayos se realizaron en placas de 96 pozos. se colocaron 2X 1 O~ 
cel/pozo en las siguientes condiciones: a) medio AlM-V, b) prolactina (50 ng/mL). c) 
mitógeno (ConA 2µg/mL para CD69 y PMA [5ng/mL]/lonomicina [0.6 ~1g/mL) para 
CD40L), d) mitógeno más PRL y e) mitógeno más anticuerpo anti-PRL. como control de 
éste se utilizó un anticuerpo no relacionado. Las placas se incubaron durante 4 h parn 
CD40L y l 8h pura CD69. Las células se cosecharon y marcaron con los ;mticucrpos anti 
CD40L, CD69 y CD4, y se analizuron por citometría de flujo. 

RESULTADOS: 
La expresión de CD69 y CD40L no se modificó ni incubar las células solamente con PRL. 
Con mitógeno, se encontró un aumento en la expresión de ambas moléculas en todos los 
casos. con respecto a las condiciones basales. El porcentaje de células CD4" que expresaron 
CD69 en sujetos sanos fue de 31.21 %. en pacientes inactivos de 36.45% y en activos de 
15.25%, y no se modificó cuando las células se co-incubaron con PRL. en sanos (32. l %). 
inactivos (33.17%) y activos ( 15.43%). En contraste. se observó una disminución 
estadísticamente significativa (p<0.05) en el porciento de células que expresaron CD69 al 
agregar simultáneamente el anticuerpo anti-PRL: en sanos ( 15.49%). inactivos ( 19.54%) y 
activos (5.07%). La expresión de CD40L mantuvo un comportamiento similar, al estimular 
las CMN con mitógeno se observó aumento en el porciento de células que expresaron 
CD40L en sanos (56.04%), inactivos (44.57%) y activos (38. l 0%). Esta expresión no se 
modificó al co-incubar con PRL; en sanos (56.99%), inactivos (43.45%) y activos 
(35.72%). También se encontró una disminución estadfstican1cntc significativa (p<0.05) en 
el porcicnto de células que expresaron CD40L al co-incubarlas con anticuerpo anti-PRL. en 
sanos (33.6%),inactivos ( 17.75%) y activos (9.72%). 
A pesar de las diferencias en las expresiones de CD69 y CD40L entre activos e inactivos, al 
someter las células a nuestro modelo los tres gn1pos estudiados mostraron un 
comportamiento similar. 

CONCLUSIONES: 
Confirmamos que la prolactinn por si sola no tiene la capacidad de activar a los linfocitos 
provenientes de pacientes con LES. La PRL es secretada por los linfocitos y actúa de forma 
autócrina y desempeña un papel relevante en el proceso de activación medido por In 
expresión de CD69 y CD40L. 
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INTRODUCCIÓN 

Prolnctinn: 

La hormona lactogénica prolactina (PRL) es una hormona peptidica producida y secretada 

por la hipófisis anterior, su síntesis y secreción no está limitada a la pituitaria, existen 

numerosos sitios que In producen incluyendo: glándula mamaria, suprarrenales. corazón, 

hígado, bazo, y células del sistema inmune como los linfocitos T, B y NK ( 1-3 ). 

La PRL es una proteína globular de una sola cadena de 199 aminoácidos (a.a.), con tres 

puentes disulfuro intra-molceulnres entre seis residuos de cistcína (Cys 4-Cys 11. Cys 58-

Cys 174, y Cys 191-Cys 199) (l-3), con un peso molc:cular de 23 kDa y de 25 kDa en la 

forma glicosilada, la cual presenta menor actividad biológica; esta forma ha sido 

encontrada en la hipófisis de una gran variedad de especies de mamíferos y aves. El grado 

de glicosilación varia entre las especies y los estados reproductivos ( 1-3 ). 

Las diferentes isofomms de la PRL pueden resultar de: empalme alternativo de la 

trascripción primaria, proteólisis y otras modificaciones post-traduccionales de la cadena de 

aminoácidos. Estas incluyen la dimcrización, polimerización, fosforilación, glicosilación. 

sulfonación, denmidación (2), o por la unión con otras proteínas como los anticuerpos (big 

big PRL 150 kDa) (5-7). Aunque también se ha descrito la isoforma de 16 kDa producto de 

In proteólisis (4). 

La sfntesis y secreción de PRL depende de un mecanismo de rc:troalimentació11 tónico 

regido por la dopnmina, corticostc:roides. progest:igcnos. andrógenos. opiáceos y agonistas 

dopaminérgicos como la bromocriptina. La secreción es estimulada por cstrógenos. 

serotonina, hormona liberadora de la tirotropina. péptido intestinal vasoactivo. antagonistas 

dopnrninérgicos (cloropromazina mctoclopramida. etc.). interlcucinn-1. embarazo. 

estimulación del pezón y estrés ( 1-3 ). 
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Se han documentado diferentes funciones biológicas de la prolactina que pueden ser 

divididas en categorfas como: reproducción, homeostasis, crecimiento, osmoregulación, 

sinergismo con esteroides, etc. Aunque, algunos autores prefieren clasificarlas de acuerdo a 

los mecanismos de acción como (2): 

1) Balance agua-electrolitos. 

2) Desarrollo y crecimiento. 

3) Endocrinología y metabolismo 

4) Cerebro y comportamiento. 

5) Reproducción. 

6) Protección. 

De acuerdo a sus carncterlsticas genéticas, estructurales y funcionales, In PRL pertenece n 

la misma familia de la hom1ona de crecimiento y lnctógcno placentario. Los genes que 

codifican para estas hom1onas provienen de un gen ancestral común. El gen de In PRL se 

encuentra localizado en el cromosoma 6 y contiene 16 kb. esta compuesto por 5 exoncs y 4 

intrones (3). La expresión de este gen se ha confirmado en \'arias regiones del cerebro. 

miomctrio, timo, bazo, médula ósea, linfocitos T y B, algunas lineas de células tumorales, 

etc. (3,8-10). 

El receptor de prolaétina (PRLR) es una proteína transmembranal que pertenece a la familia 

de receptores de citocinas hematopoyéticas, donde encontramos los receptores para ll.-2. 

IL-3, IL-4, IL-6, IL-7, IL-9, IL-12. lL-15, GM-CSF. GCSF, EPO y hom1ona del 

crecimiento ( 11, l 2). Esta compuesto por tres dominios, el extracelular con 21 O a.a. 

involucrado en In activación del receptor por la dimerización secuencial inducida por su 

ligando, el trnnsmembranal que posee 24 a.a. (su participación en el proceso de acti\'ación 

del PRL-R aún se desconoce) y el intracelular que tiene una importante participación en el 

mecanismo de iniciación de las sei\ales de transducción asociadas con el receptor de PRL 

(2). 

El gen que codifica para el receptor de prolactina en el humano se encuentra en el 

cromosoma 5, contiene por lo menos 1 O exones y codifica para tres diferentes isofonnas. 
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aparentemente como resultado de la trascripción iniciada en sitios alternativos de los 

diferentes promotores. Estas isoformas difieren en el tamru'lo y composición de la porción 

intracelular; exhibiendo un dominio extracclular idéntico. las tres isoformas se describieron 

en rata y son: la corta, (291 a.a.), la intermedia (393 a.a.) y la larga (591 a.a.) (3,13,14.15). 

La regulación trascripcional se establece por tres diferentes regiones promotoras tejido

especificas. El promotor 1 es específico de las gónadas, el promotor 11 de hígado y el 

promotor 111 es "genérico", está presente tanto en tejido gonadal como no gonadal (2,58). 

El. RNAm del receptor de PRL también se ha encontrado en numerosas partes del SNC. 

hipotálamo, corteza cerebral, bulbo olfativo, amígdalas. etc. Y en órganos periféricos como 

glándula pituitaria, corazón, pulmón, timo, bazo, hígado, páncreas, riílón, glándula adrenal, 

tracto intestinal, útero, músculo esquelético, piel, linfocitos T. 13 y macrófugos (2). 

La PRL ha sido clasificada como una citocina que se11aliza a través de recepton:s 

especificos de membrana que pertenecen a la superfamilia de receptores hematopoyéticos 

(1 ). La unión de PRL a su receptor induce la scílalización mediante fosforilación de 

tirosinns (Tyr) en distintas proteínas intracelulares incluyendo al receptor. La región 

intracelular próxima a la membrana se encuentra constitutivamente asociada a JAK2 (3, 16). 

Las proteínas de la familia de In seílal transductorn y activadora de la trascripción (Stat) son 

la principal seílal trnnsductorn para el receptor de citocinas. JAK/Stat es la vía más 

importante en la iniciación de la activación del PRL-R. la familia de Stat esta constituida 

por ocho miembros, cuatro de ellos, Stnt I, Stnt3 y especialmente Stnt5a y Stat5b. han sido 

identificadas como moléculas trnnsductoras del PRL-R. Stat5 es reconocida como el 

transductor más importante de las isoformas larga e intennedia del receptor de prolactina 

(3,16). 

La relación entre la prolactina y el sistema inmune se evidenció desde 1930, cuando Smith 

observó que el timo de ratas hipofisectomizadas sufría un proceso de atrofia ( 17). Tiempo 

después Nagy y Berczi, publicaron su trabajo ya clásico donde In inmunodeficiencia 

característica de las ratas hipofiscctomizadas se restituía al administrarles prolactina. 

hormona de crecimiento y/o lactógeno placentario ( 18). En 1983 se emularon estos 
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experimentos en una forma mucho más elegante. utilizando bromocriptina. la cual inhibe 

selectivamente 111 secreción de PRL, se encontraron resultados similares a los anteriores. Es 

decir, disminución en la respuesta inmune tanto celular como humoral ( 19). En la literatura 

se sugiere que 111 prol11ctin11 puede potenciar la respuesta inmune y la expresión de su 

receptor (RPRL). Recientemente han sido identificados receptores de PRL en células 

mononuclcures (CMN) de sangre periférica, pudiendo entonces estur involucradas en el 

proceso de inmunidad mediado por células ( 1-3 ). 

Se hu demostrado que 111 prolactina producida por los linfocitos presenta una bioactividad 

similar 11 In PRL pituitaria (2). La importancia de la proluctina en el m;mtcnimiento de la 

inmuno-competcncin ha sido demostrada en experimentos con animales. donde el 

tratamiento con PRL revierte la inmunosuprcsión inducida por hipofisectomia y restaura lu 

inmunocompetencin en ratas de edad avanzada (20) Además. estudios in "itro mostraron 

que nctúu como un factor de crecimiento para linfocitos (20). :\ctuandü como co-mitógeno 

junto con In Concnnnvnlina A en In estimulución de esplcnocitos, timocitos y CMN. 

Además, induce In trascripción del factor regulador de interfcrón 1 (IRF-1 ), el cual se 

encuentra relacionado con la diferenciación de linfocitos 13 y resistencia u virus (3.11 ). 

El estado hiperprolnctinémico se hu asociado n múltiples enfermedades autoinmunes como 

tiroiditis, uveltis, hipofisitis linfociticu, insuficiencia renal autoinmune, y lupus eritematoso 

sistémico (LES) (21-23). Por otro Indo se ha encontrado usociución entre los estados 

hiperprolnctinémicos sin enfem1ednd autoinmune, con In presencia de auto-anticuerpos. 

Mientras que las mujeres con nonnoprolactinemia no presentaron ningún auto-anticuerpo 

(24,25). 

El lupus eritematoso sistémico (LES) es una enfermedad autoinmune no-órgano especifica, 

se presenta a cualquier edad; aunque afecta principalmente a mujeres en edad reproductiva 

con una relación de hombre-mujer de 1: 1 O (26-28). Este predominio en el sexo femenino ha 

sido atribuido n las propiedades inmuno-estimuladorns de las hormonas (27-29). LES 
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presenta además una tendencia a iniciar o presentar exacerbaciones durante el embarazo o 

en el post-parto, condiciones que se acompañan de niveles elevados de hormonas, entre 

ellas la prolactina. En la etiopatogenia de LES se encuentran involucrados factores 

genéticos, ambientales, infecciosos, inmunológicos y hormonales que desempe1)an un papel 

importante en la regulación de la tolerancia inmunológica y en la formación de 

nutonnticuerpos (27). 

Los estudios realizados en familiares y gemelos idénticos sugieren predisposición genética. 

hasta un 12% de pacientes con LES tienen un pariente de primer grado con In misma 

enfermedad y existe mayor concordancia entre gemelos idénticos (60%) que en gemelos no 

idénticos (9%). Se ha reportado también asociación entre las moléculas de clase 1 y 11 del 

HLA y la enfermedad especialmente con 88, DR2 y DR-3 (30). 

Entre los factores ambientales que pueden desencadenar la enfem1edad destacan: la 

exposición a luz UV-p, metales pesados, alimentos como semillas o gem1en de alfalfa, 

fármacos del tipo de procainamida, hidrnlaza, metildopa. cloropromazina, etc. (27). Los 

agentes infecciosos (virales y bacterianos) han sido relacionados con el desarrollo de 

autoinmunidad a través de mecanismos como mimetismo y/o reactividad cruzada que 

pueden dar lugar a .una falla de la tolerancia inmunológica o a un estímulo anomial de la 

respuesta inmune (30). 

Una de las características primordiales de LES es la activación inespecifica de linfocitos T 

y B que resulta en una producción exacerbada de auto-anticuerpos (31 ). por lo que el suero 

de estos pacientes muestro múltiples auto-anticuerpos dirigidos contra componentes 

celulares, citoplasmáticos y nucleares. entre los que se encuentran aquellos dirigidos contra 

dsDNA. ssDNA, RNA (33), ribonucleo-proteinns como Ro. La, Sm, RNP y antígenos de 

cito-esqueleto. Algunos de estos auto-anticuerpos como los anti-dsDNA y anti-SM, 

muestran una alta asociación con el LES. mientras que los anticuerpos anti-Ro están 

relacionados con el lupus cutáneo sub-agudo y lupus neonatal. Los anticuerpos anti-La en 

pacientes con lupus están usualmente presentes en aquellos con co-existencin de síndrome 

7 



de Sjtlgren (32,33). Otras anormalidades serológicas incluyen hipo-complementemia. hiper

gamaglobulemia e inmunocomplejos circulantes (33.34). 

La presencia excesiva de autoanticuerpos pudiera ser el reflejo de una falla en la tolerancia, 

lo que parece ser el punto central de la fisiopatologia de LES (30). La asociación de LES 

con alelos de moléculas de MHC clase 11 y la maduración de la afinidad en la producción 

de auto-anticuerpos de clase lgG, sugiere que las células T juegan un papel importante en la 

patogénesis. Estudios adicionales indican que el bloqueo en el proceso de activución celular 

o en la interacción entre células T y B pueden prevenir la producción de autoanticuerpos y 

la enfermedad (26). 

Las manifestuciones clínicas de LES involucran múltiples órganos y sistcm;is, por lo que 

éstas son extremadamente diversas y variables. Dentro de las curnctcristicas clínicas no 

especificas están: lu fatiga excesiva, perdida de peso, fiebre. anorexia y linfoadenopatia. 

En 1982 "The American College of Rheumatology" (ACR). estableció los criterios clínicos 

pura el diagnóstico a fin de obtener una mejor clasificación de los pacientes con LES (35). 

El diagnóstico se establece si el paciente presenta al menos cuatro o más de los once 

criterios, con una sensibilidad de 98% y especificidad del 97%. Los criterios diagnósticos 

del ACR se encuentran en la tabla A. Cabe mencionar que el común denominador en esta 

enfemiedad es una lesión tisular citológica caracterizada por el depósito de autoanticuerpos 

e inmuno-complejos en el tejido (34). 

Desde hace más de 40 w'\os se sabe que niveles bajos de complemento están asociados con 

In actividad en LES (34). Se ha demostrado que el complemento se fija por complejos 

inmunes localizados en los tejidos, particularmente en el ri11ón. la unión de los fragmentos 

C3a y CSa provoca la secreción de aminas vasoactivas de mastocitos, además In 

permeabilidad vascular puede incrementarse por fragmentos de C2. lo que permite la 

localización de complejos inmunes como causa de In inflamación aguda (34). 
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El evento central en la generación tanto de la respuesta inmune celular como humoral es la 

activación y expansión clona! de las células T. El proceso de activación de los linfocitos T 

es iniciado por la interacción del complejo TCR-CDJ con un péptido antigénico procesado 

y expresado en el contexto de la molécula de Ml-IC clase 11 en la superficie de una célula 

presentadora de antígeno (CPA). Esta interacción de la célula T con el antigeno y la 

consiguiente activación de seifales involucra 111mbién diversas molcculas accesorias de 

membrana tanto en la célula T como en la CPA. La interacción de la célula T con el 

1111tfgeno desencadena una cascada de eventos bioquímicos capaces de iniciar el ciclo 

celular de los linfocitos (transición Go a G 1 ). Las células T activadas progresan a travcs del 

ciclo celular, proliferando y diferenciándose en células de m.:moria o células efectoras (37). 

Una de las primeras características que aparece en la población de células activadas es el 

cambio en el patrón de expresión de algunas moléculas de superficie. La sub unidad u del 

receptor de IL-2 (CD25), el receptor de transfcrrina (CD7 I ). CD40L y CD69 son algunos 

ejemplos. A estas moléculas se les han denominado marcadores de activación celular (38). 

La expresión aberrante de algunas de estas moléculas probablemente está reflejando 

eventos que participan en la fisiopatología de LES (36). Diversos estudios indican que los 

linfocitos de sangre periférica de paci.:ntes con LES frecuentemente expresan niveles altos 

de moléculas accesorias como CD! 54 (CD40L). CDSO, ·y CD86 en relación con los 

linfocitos de adultos sanos. El aumento en la expresión de CD80 o CD86 probablemente 

está contribuyendo en In presentación p;1tológica de antigenos propios a las células T y/o a 

la producción patológica de autoanticuerpos anti-DNA (39). 

CD 154 (CD40L) es una proteína transmembranal de 30 KDa que pertenece a la familia del 

receptor de TNF, se expresa en In superficie de los linfocitos T activados. Su ligando es 

CD40 (molécula coestimulatoria expresada constitucionalmente en CPA) (39). 

La interacción CD40-CD40L induce una segunda sei\al esencial para el crecimiento y 

diferenciación de los linfocitos B, lo que inicia una cascada de eventos que resultan en la 

activación caracterizada por la expresión de una gran variedad de moléculas accesorias de 

superficie como CDSO y CD86 (39,40). 
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Ln información aceren de In expresión de CD40L en pacientes con LES es controversia!. 

Existen reportes donde las CMN provenientes de pacientes con lupus activo presentan un 

aumento en la expresión de CD40L, lo que pudiera favorecer la expresión de moléculas 

inmuno-accesorins en célulns B. como las proteínas de In familia de 137 (COSO, CD86) que 

promueven In diferenciación de las células T interaccionando con su ligando CD28 (39.40). 

En contraste. otros autores han reportado que no existen <:ambios en la expresión de CD40L 

en pacientes con LES. Es más, la expresión de CD40L es baja durante la inactividad de In 

enfennedad y no se incrementa durante los periodos de actividad (36). A pesar de In 

infom1nción controversia! se han realizado ensayos clínicos controlados donde tratan a los 

pacientes con LES con anticuerpos nnti·CD 154 ( 41-43 ). 

Ln co-estimulnci6n a través de CD40/CD40L reguh1 la producción de IL· 12 en <:élulas 

dendrlticas y macr6fngos, necesaria para el desarrollo de la respuesta Th 1. Por otro Indo el 

bloqueo de las interacciones CD40/CD40L desvía el patrón de citocin<1s hacia Th2. 

Fenómeno que en algunos nnimnles de experimentación mejora las manifestaciones clínicas 

de algunas enfe1medndes nutoinmunes como In colitis. Además, In unión CD40/CD40L en 

monocitos es importante pnra la producción de lL-la. IL-1 b, TNFa, IL-6 e IL-8, asi como 

para el rescate de los monocitos circulantes de la muerte por npoptosis. En macrófagos. In 

unión de CD40/CD40L se requiere para la producción de óxido nítrico e IL-12. Asi mismo, 

las células NK que expresan CD40L lisan células blanco que cxpn:san CD40 ( 44 ). 

La expresión de CD69 en leucocitos se ha correlacionado con la actividad de In enfermedad 

en pacientes con LES. (45). CD69 se expresa como un homodímero de 28 Kda formado por 

In unión de dos polipéptidos, es una proteína de membrana tipo 11 con un dominio C·tipo 

lectinn, aparecen las pocns horas de activación. se presenta en diferentes células del sistema 

inmune. A CD69 se le ha denominado como unn molécula inductora de activación (44). 

CD69 promueve el 11ujo de Ca ~·. la síntesis de citosina y sus receptores, así como la 

inducción de la expresión de protoncogencs como c-myc y c-fos. Además participa en la 

promoción de lisis mediada por células NK (37). Ln información aceren de la expresión de 

CD69 en pacientes con LES es contradictoria, lo que probablemente manifiesta las 

anormalidades inmuno-reguladoras observadas en estos pacientes (38). 
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Los ensnyos clínicos ncercn de In relación entre PRL y actividad del LES han sido 

contradictorios e inconsistentes. debido en parte al disei\o de las pruebas, a los métodos 

estadísticos inadecuados y/o al bajo poder estadístico del estudio (46). Sin embargo, es 

consenso que niveles séricos altos de PRL se asocien con pacientes con LES (20,46). La 

frecuencia de hiperprolactinemia (HPRL) en pacientes con LES oscila entre 15.3% y 31 %. 

En nuestro lnboratorio encontramos una frecuencia del 15.8% en 259 pacientes con LES en 

donde la hiperprolactinemia correlacionó con la actividud de la enfcnrn:dad (5,6). En este 

mismo grupo se encontró que el 31.7% de los pacientes con HPRL presentaron anticuerpos 

anti-PRL, los cuales mostraron menor actividad en comparación con aquellos pacientes que 

no tuvieron este anticuerpo, sugiriendo que la actividad de la PRL fue atenuada por los 

anticuerpos (22,32). Esto fue apoyado por el seguimiento de una mujer embar.izada con 

LES donde In persistencia de mncroprolnctinemin (big big PRL) se debió a In presc:nciu de: 

anticuerpos anti-PRL, observándose también unn menor actividad probablemente por la 

presencia del anticuerpo. En contraste, la fonna predominante en mujeres snnas y 

embarazadas es la PRL monomérica de 23 kDa. ( 4 7). 
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JUSTIFICACIÓN 

El lupus eritcmntoso sistémico es unn enfermednd reumática auto-immune que afc:ctn 

principnlmente n mujeres en ednd reproductivn, nunque no existen datos estndisticos del 

LES en el IMSS, constituye gran pnrte de In consulta de reumatologia. Sus manifestaciones 

clínicas vnn desde trastornos leves hasta ser una enfem1edad mortal. 

Los niveles séricos elevados de PRL se hnn asociado con la activi1fad de: la enfermedad y la 

exacerbnción de In mismn, además del hecho de se ha demostrado que Ju PRL desempel'la 

un pnpel importnnte en la respuestu inmune, así pues nos pareció interesante investigar el 

pnpel de In PRL en el proceso de uctivnción de linfocitos provc:nicntc:s de: pacientc:s con 

lupus activo e innctivo en un modelo in \'ilro 

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

En la respuesta inmune se ha encontrado que la PRL es esencial para que la IL-2 induzco 

proliferación en linfocitos T, estimuln la expresión de rccepton:s de IL-2, induce al factor 1 

regulador de interfcrón, las propias células del sistema inmune producen y sc:crctan PRL. 

además de expresnr receptores para ella. En el LES se ha cncontrndo una asociación directa 

entre los niveles séricos de In PRL con In actividad de la enfcm1edad. hecho que se ha 

corroborado en modelos animnles. Por lo anterior decidimos evaluar el papel de la PRL en 

el proceso de nctivnción de linfocitos provenientes de pacientes con lupus activo e inactivo. 

Los linfocitos provenientes de pncientes se sometieron n diferentes condiciones de PRL ··;,, 

vitro" y se determinó la activación n través de In expresión de CD69 y CD 154 bajo c:l 

espectro de las siguientes preguntns: 

• ¿ Cuál es el papel de In prolactinn en In activnción de lns células del sistema inmune 

provenientes de pacientes con LES? 

• ¿ Participa In prolactinn en el proceso de activación de los linfocitos provenientes de 

los pacientes con lupus activo e inactivo? 

12 
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HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

• HIPÓTESIS: 

1. Los linfocitos provenientes de pacientes con lupus activo expresarán un mayor 

grado de activación en comparación con los de pacientes inactivos e individuos 

sanos. 

2. Ln prolnctino favorece el proceso de activación de los linfocitos provenientes de 

pacientes é:Ón .. lupus (activo e inactivo), en contraste la PRL no fa,·orcce la 

activación d¿ linfocitos de personas sanas. 

OBJETIVO GENERAL: 

Determinar lo participación de lo proloctina en el proceso de activación de los 

linfocitos. provenientes de pacientes con lupus eritematoso sistémico activo e 

inactivo o través de lo expresión de los moléculas de superficie CD69 y CD40L. 

OBJETIVOS PARTICULARES: 

l. Evaluar lo expresión de las moléculas de superficie CD69 y CD40L en linfocitos 

antes y después de someter n las células a nuestro modelo de estudio. 

2. Analizar las diferencias en In expresión de CD69 y CD40L en el proceso de 

activación de los linfocitos provenientes de pacientes con lupus activo e inactivo. 

3. Establecer lo participación de In PRL en la expresión de CD69 y CD40L durante el 

proceso de activación de linfocitos provenientes de pacientes con LES. 
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MATERIAL Y MÉTODOS. 

Diseño: Se trata de un diseño de tipo experimental. 

Pacientes: Los 27 pacientes con lupus eritematoso sistémico fueron captados en los 

servicios de Reumatolog!a de los Hospitales de Especialidades del Centro Médico Nacional 

"Siglo XXI", de '"La Raza" y del Hospital General de Zona No. 25. El diagnóstico se 

estableció solo cuando los pacientes presentaron 4 o más de los criterios del .. ACR"'. Los 

controles fueron 12 personas sanas. 

Criterios de inclusión: 

-Pacientes con LES inactivo. 

• Pacientes de sexo femenino con diagnóstico de LES (que cubrieran al menos 4 de 

los 11 criterios del "ACR'º para diagnóstico de LES a lo largo de su enfem1edad). 

• Edad ( 18 -51 ru"\os). 

• Sin actividad, medida por SLEDAI (indice de actividad de lupus eritematoso 

sistémico), se consideró inactivo cuando se le otorgó una calificación igual a cero. 

• Sin tratruniento con inmuno-supresorcs en los últimos 2 meses (a7.atrioprina. 

ciclofosfamida) 

• Que aceptaron participar en el estudio donando sangre. solicitada mediante carta de 

consentimiento. 

-Pacientes con LES activo. 

• Paciente de sexo. femenino con diagnóstico de LES de acuerdo a los criterios del 

"ACR". 

• Edad ( 18 -51 años). 

• Con actividad medida por SLEDAI, Se considero .. Activos" cuando la calificación 

fue mayor de cuatro. 

• Sin tratruniento con inmuno-supresores en los últimos 2 meses (azatrioprina, 

ciclosporina) y sin pulsos de metilprednisona y ciclofosfrunida. 
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• Que aceptaron 'participar en el estudio donando sangre. 

• Sin enfermedad infecciosa concomitante. 

-Personas sanas. 

• Edad ( 18 -51 años) 

• Con niveles de prolactina menores o iguales a 20 ng/mL 

• Que aceptaron participar en el estudio donando sangre. 

Criterios de exclusión: 

Todos aquellos pacientes cuyas células no fueron suficientes para cumplir con las 

expectativas de nuestro modelo. 

METODOLOGIAS UTILIZADAS. 

Determinneión de PllL en suero: 

Se utilizó un kit comercial (RIA-gnost Prolactin) y confom1e a las instrucciones del mismo. 

se procedió de la siguiente manera: Se agregaron 50 µL de suero o del estándar de 

prolactina en tubos sensibilizados con anticuerpo anti-PRL. se incubaron 30 minutos a 

temperatura ambiente con agitación. Los tubos se lavaron con 2 mL de regulador de lavado. 

se colocaron 100 ~1L de anticuerpo anti-PRL marcado con lm y se incubaron 30 min a 

temperatura ambiente con agitación. Posteriom1ente se lavaron y por último se leyeron en 

un contador de radiación gamma (Wallac/Wizard 1470). 

Sepnrneión de eélulns: 

1 O mL de sangre periférica fueron diluidos en PBS en una relación de 1 :3. se agregaron 4 

mi de Lymphoprep (NYCOMED) por cada 7 mL de sangre diluida. Se centrifugaron a 350 

g/45 min. Las células mononucleares se colectaron de la interfase del gradiente. se lavaron 

dos veces con PBS y una vez con medio AIM-V (Gibco). La viabilidad celular se 

determinó por exclusión con azul Tri pan. 
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Proliferación celular: 

Las CMN fueron cultivadas en placas de 96 pozos. a una concentración de 2X 1 O~ 

células/pozo, se incubaron a 37ºC en un ambiente con 5% de C02 durante 72 horas. 

probando diferentes concentraciones de mitógeno. 18 horas antes de cosechar, las células 

fueron marcadas con 1 µCi de 3H-TdR (Amcrsham), por pozo. Entonces las células se 

cosecharon sobre papel filtro (Whatmnn), utilizando un coscclrndor múltiple (cosechador de 

células 8 NUNC M R}, el papel filtro se colocó en frascos con liquido de centelleo 

(Ecolumen) y se leyó en un contador beta de centelleo (Puckard l 900TR). 

Dioactividad de In PRL: 

Se evaluó la proliferación en células Nb2 (linfomu de rata) las cuales tienen la 

particularidad de proliferar en presencia de prolactina, hom10na de crecimiento y lactógcno 

placentario. El rango de concentración hom10nal capaz de producir estimulación está entre 

60-500 pg/mL. Arriba de 1 ng/mL se produce una inhibición de la proliferación. Las 

células Nb2 se crecieron en medio de mantenimiento (medio Fisher complementado). 24 

horas antes del bioensayo las células se colocaron en medio estacionario (medio Fishcr. 

10% SC, 1% SFB). Las células en confluencia se centrifugaron (1,200 rpm/10 min), y se 

resuspendieron en medio de bioensayo (medio Fishcr, 10% SC) y se ajustaron a una 

concentración de 2X 1 o' células/mL, en placas de 96 pozos en un volumen de 100 ~lL de la 

suspensión anterior. Para la curva de PRL se colocaron concentraciones crecientes de hPRL 

(de O a 30 ng/mL). Las células Nb2 se incubaron durante 72 hrs y 6 hrs. antes de 

cosecharlas se marcaron con 1 µCi de 3H-TdR, se cosecharon y contaron en un contador 

beta, Se utilizó una curva estándar con concentraciones conocidas para determinar la 

concentración de nuestras muestras. 

Identificnción de CD69 y CD~OL. 

Las CMN fueron cultivadas en placas de 96 pozos, a una concentración de 2X 1 oi 
células/pozo, posteriormente se incubaron a 37°C/5% C02 durante l Sh para el caso de 

CD69 y 4h para CD40L bajo las siguientes condiciones a) medio b) prolactina (50ng/rnl} c) 

mitógeno mas prolactina, d) mitógeno y e) mitógeno más anticuerpo anti-prolactina 

(elaborado en conejo). El anticuerpo anti-PRL se empicó diluido 1 :50 en medio AIM-V. 
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• lonomicina. Se utilizó a una concentración de 0.6µg/mL 

• ConA (Concanavalina). Se utilizó a una concentración de 2µg/mL 

Todos los mitógenos fueron preparados en medio AIM-V enriquecido. 

Anticuerpos: 

• Control de lsotipo-FITC (BD PharMingcn). 

• Control de lsotipo-PE (BD PharMingcn). 

• aCD69-FITC (BD PharMingen). 

• aCD4-PE (BD PharMingcn). 

• aCD40L-FITC (BD PharMingcn). 

Anticuerpo unti-proluctinu: 

El anticuerpo anti prolactina humana se elaboró en la UIMl mediante inmunización de un 

conejo y se observó que no tiene reacción cruzada con honnona de crecimiento. 

Como control de anticuerpo se utilizó suero normal de conejo. 

Prolactinn: 

Prolnctinn pituitaria humnnn (NIDDK-hPRL-SIAFP-B3). In cunl fue donada por el National 

Hormone & Pituitary Program. 
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ESQUEMA GENERAL DE TRABAJO 

SANGRE PERIFÉRICA 

l 
SEPARACIÓN DE CMN, 
AJUSTAR A 2XIO$ POR 

POZO 

0/o de CMN que expresan 
CD40L con: 

% de células co4• que expresan 
CD69 con: 

• MEDIO • MEDIO 
• PRL • PRL 
• PMA • ConA 
• PMA+PRL • ConA+PRL 
• PMA+Ab anti-PRL • ConA+Ab anti-PRL 

1 ANÁLISIS CITOMÉTRICO . 1 
ANÁLISIS DE LOS DA TOS 
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RESULTADOS 

Se estudiaron 39 mujeres con un promedio de edad de 36±7 arios. divididas en tres grupos: 

como grupo control 12 mujeres sanas. Todas las pacientes con LES tuvieron al menos 

cuatro manifestaciones clínicas de los once criterios del "ACR". 1 ::! de ellas fueron 

clasificadas como inactivas por que al momento de la toma de muestra presentaron valor de 

SLEDAI = O. 15 fi.Jeron clasificadas como activas por tener valor de SLEDAI > 4 (X = 

14±5). 

TABLA 1. Descripción de la población de estudio. 

GRUPO N Edad TRATAMIENTO 0/o de pnclenles SLEDAI 
nromcdlo balo tratamiento 

1-SANOS 12 31±10 -- ---
2- LES 12 43±8 Prds 10 mg/dln 71.4 
INACTIVO Prds 1 O mgldín + Clrq o 

75-400 mwdin 28.6 
Prd 10-60 mg/dín 31.2 

3-LES IS 34±9 Prd 25-60 mg/dln + Clrq 14±5 
ACTIVO 50-1 SO mg/dln 43.7 

S/t 18.0 
Prd = Prednisona, Clrq = Cloroquina, S/t = sin tratamiento. 

No se encontró diferencia estadísticamente significativa entre los niveles séricos de 

prolactina de los controles y los pacientes con LES. Sin embargo, los pacientes con 

actividad lúpica mostraron niveles séricos más altos de PRL. incluso 25% de ellos 

presentaron hiperprolactinemia (figura 1 ). 

La figura 2 muestra la estandarización de la concentración de ConA en el proceso de 

proliferación de CMN provenientes de personas sanas medido a través de incorporación de 

timidina [3H-TdR]. Las mejores respuestas se encontraron en las concentraciones de 2 y 5 

~1g/mL 
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NIVELES DE PRL 
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FIGURA 1 •25% de los pacientes activos presentan hiperprolactinemia. 
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200 

Concentración de ConA (µg/mL) 

FIGURA 2. Proliferación celular medida a través de incorporación de [3H-TdR], a fin de establecer la 
· concentración óptima de ConA (~1g/mL). Se utilizaron CMN de sangre periférica a una concentración 

de 2Xl 05 células por pozo. Los datos están representados como In media± 1 SO. 
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Utilizando concentraciones similares a los ensayos de proliferación se detenninó la 

activación a través de la expresión de CD69 en células TCD4• provenientes de personas 

sanas. Las CMN fueron estimuladas con ConA a 2 y 5 µg/mL (concentraciones óptimas 

según el ensayo de proliferación). Encontramos que a la concentración de 5 µg/mL la 

expresión de CD69 fue del 28.27 %. Sin embargo, se decidió utiliwr 2~1g/111L ya que las 

células presentaron mayor viabilidad (78.1 %) en comparación con uqudlas que fueron 

sometidas a 5 µg/mL (63.5%), Tabla 2. 

TABLA 2. Activación celular medida como porcie1110 de expresión de CD69 en células TCD4' a 

fin de establecer la concentración óptima de ConA. 

ConA (µg/mL) % de células co.i· que Viabilidad (18h) 

expresun CD69 

2 23.75 78.5 

5 28.27 63.5 

La figura 3 muestra In cinética de expresión de CD40L, donde se encontró que el tiempo 

óptimo de expresión de esta molécula fue entre 4 y 6 horas. Decidimos utilizar 4 horas por 

ser el tiempo más adecuado de acuerdo :1 los horarios de la recolección y el procesamiento 

de las muestras. Para CD69 no se realizó cinética de expresión ya que esta estandarización 

se estableció previamente en el luboratorio con un tiempo óptimo de 18 horas. 

La figura 4; muestra los resultados de In estimulnción con diferentes concentraciones de 

PMNlonomicina. Encontramos que la concentración adecuada de PMA fue de 5 ng/mL. 

Sin embargo, fue necesario establecer una segunda adecuación de la concentración de 

ionomicina por cambio de lote, este resultado se muestra en In figura 5. donde se puede 

observar el efecto de la estimulación con diferentes concentraciones de ionomicina. 

23 



¡..¡ 
o 
~ u 
~ 
lll e 
~ u 
u g. 

~ u 
u 
'O 

'$. 

manteniendo constante In concentración de PMA en 5 nglmL. obteniendo que n 0.5. 0.6 y 

0.7 µg/mL de ionomicinn se observo In mayor proliferación celular. 
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FIGURA 3. Cinética de expresión de CD40L, el tiempo óptimo de expresión de CDl54 fue 
de: 4-6 horas posteriores ni estimulo. Se utilizaron CMN de sangre periférica de sujetos sanos 
n una concentración de 2X 105 células por pozo. 
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FIGURA -'· Proliferación celular medida a través de incorporación de [3H-TdR], a fin de 
establecer la dosis óptima de PMA (ng/mL)/lonomicina (µg/mL ). Se utilizaron CMN de sangre 
periférica a una concentración de 2X 1 O~ células por pozo. Los datos representan la media de las 
mediciones ± 1 SD. 
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FIGURA S. Proliferación celular medida por incorporación de [3H-TdR] a fin de 
establecer la concentración óptima de PMNlonomicina, tomando como concentración 
base de PMA 5 ng/mL. Se utili7.nron CMN de sangre periférica de individuos sanos, a 
una concentración de 2X 1 O~ células por pozo. 

La figura 6 muestra la estandarización de la concentración ionomicina mediante un ensayo 

de activación celular, medida como por ciento de CMN que expresan CD40L. Se utilizaron 

las mismas concentraciones que en el ensayo de proliferación (0.5, 0.6, 0.7 µg/mL). Se 

mantuvo constante la concentración de PMA (5 ng/mL). La combinación óptima de 

PMNlonomicina es de 5 ng/mL y 0.6 µg/mL respectivamente. 
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FIGURA 6. Activación celular medida por la expresión de CD40L (CDl54) en 
respuesta al estimulo con diferentes concentraciones de mitógeno. con el fin de obtener 
la concentración óptima de PMA (ng/mL)llonomicinn (µg/mL) tomando como 
concentración base S ng/mL de PMA. Se utilizaron Cl'vfN de sangre periférica de un 
individuo sano a unn concentración de 2X 10$ células por pozo. 
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Con el fin de comprobar que la PRL utilizada en nuestro estudio es biológicamente activo 

se realizó un ensayo de proliferación utilizando células Nb2. La figura 7 muestra una curvo 

dosis respuesta dependiente de la concentración de PRL. 

La expresión de CD40L y CD69 en células provenientes de sujetos sanos, se analizó por 

citometría de flujo en tinciones simples y dobles respectivamente, a fin de establecer el 

porciento de células que expresan cada una de estas moléculas en respuesta a los diferentes 

estímulos propuestos en nuestro modelo. 

La figura 8 ejemplifica la compensación electrónica del citómetro. 
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FIGURA 7. Bioensayo con células Nb2, la ordenada muestra incorporación de [3H-TdR]. 
Encontramos una curva dosis respuesta por prolactina humana. 
Se utilizaron células derivadas de linfoma (células T) de rata macho estrogenizndo 
(células Nb2), a una concentración de 2XIOs células por pozo. Los datos representan la 
media± ISD. 
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.. 

Un ejemplo del comportamiento en respuesta a los estímulos propuestos en nuestro modelo 

se puede observar en la figura 9. 
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FIGURA 9. % de linfocitos TCD4+ que expresan CD69. 
(a) Porcentaje de expresión de CD69 en estado basal. sin estimulo. (b) células incubadas 
durante 18 hrs. en medio. (c) células incubadas en presencia de PRL (50 nglmL) (d) con 
ConA (2 µg/mL) en presencia de PRL (e) con ConA (2 µg/mL). (f) con ConA en 
presencia de anticuerpo anti-PRL ( 1 :50). 
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Los datos fueron analizados individuo por individuo en el citómetro de flujo hasta 

completar cada uno de los grupos, se decidió presentar los datos como In mediana y 

cuartiles. Nuestro modelo mostró que en los linfocitos provenientes de sujetos sanos no hay 

diferencia estadísticamente significativa entre el porcentaje de células TCD4 • que expresan 

CD69 en condiciones basales, al incubar con medio y con PRL. En contraste, la 

estimulación con ConA (2 µg/mL) incrementó el porciento de células que expresan CD69 a 

31.21%, incremento que fue estadisticamente significativo (p!>0.05), dicho aumento no se 

modifica al agregar PRL (50 ng/mL). La adición del anticuerpo anti-PRL ( 1 :50) a las 

células estimuladas con ConA mostró una reducción en el porciento de células TCD4• que 

expresan la molécula CD69, éste decremento fue de aproximadamente 50% como se 

observa en In figura 10. Mientras con suero nomml de conejo no encontramos disminución 

el porciento de células TCD4+ que expresaron CD69 (datos no mostrados). 

so· 

~ 
1 

50• 

40" 

~ 
+ 
! 30" 

u 

~ 20" 
1i 
-8 
f. 1 O" 

Basal PRL ConA+PRL 
Medio ConA ConA+Ab anti PRL 

FIGURA 10. % de células co4• que expresan CD69. 
CMN de sangre periférica de: voluntarios sanos. La figura representa el valor de Ja 
mediana ± los percentiles 25 y 75. 
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Al comparar las variables intra grupo, los pacientes con LES independientemente de la 

actividad de la enfermedad mostraron una diferencia estadísticamente significativa 

(pS0.05) en el porcicnto de células TCD4• que expresaron CD69 en condiciones basales al 

compararlas con las células incubadas con medio. No hay diferenci:lS entre las células 

estimuladas con mitógeno y mitógeno+PRL en ninguno de los casos. Sin embargo. se 

encontró diferencia estadísticwnentc significativa (pS0.05). al comparar la respuesta a 

mitógeno contra los cultivos con medio solo. No se encontró efecto aditivo al agregar PRL 

ni medio de cultivo, aunque. se mantuvo la diferencia observada con el mitógeno respecto a 

las condiciones basales y de medio <le cultivo. 

El anticuerpo anti-PRL bloquea la prolactinn producida por las CMN provocando una 

disminución en el porciento de células que expresan CD69 respecto a la cstimulación con 

ConA, reducción que fue estadísticamente significativa (p:S0.05). 

La comparación entre sujetos sanos y pacientes con LES agrupados independientemente del 

Indice de actividad de la enfermedad, no mostró diferencia estadísticamente significativa en 

el porciento de células TCD4+ que expresan CD69 en ninguna de las condiciones 

evaluadas, aunque la frecuencia de células que expresaron CD69 en respuesta al mitógeno 

fue mayor en el grupo de sanos (35%) que en el de pacientes (28%). 

Ln adición de PRL no mostró efecto aditivo. Sin embargo, mantuvo la diferencia observada 

con el mitógeno respecto ni medio y al medio+PRL. En contraste. ni agregar el anticuerpo 

anti-PRL disminuyó el porciento de células que expresaron CD69 en ambos grupos. Los 

valores están representados en In Figura 1 1. 
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FIGURA 11. Activación celular medida como expresión de CD69 en linfocitos TCD4•. 
CMN de sangre periférica provenientes de: voluntarios sanos y pacientes con LES n una 
concentración de 2X 1 O~ células por pozo. en las diferentes condiciones de nuestro modelo. 
Los valores están representados como la mediana± percentilcs 25 y 75. 

Al comparar el porcentaje de células TCD4• que expresan CD69 entre el grupo de sanos y 

los dos grupos de pacientes divididos de acuerdo a la actividad de In enfermedad, 

encontramos que ninguno de los grupos estudiados mostró diferencia estadísticamente 

significativa en el porciento de células TCD4. que expresan CD69 al comparar las 

condiciones basales, de medio y mcdio+PRL entre sí. 

Ln respuesta a mitógeno fue menor y estadísticamente diferente (p:S0.05) en el grupo de 

pacientes activos, no se encontró diferencia entre pacientes con LES inactivo e individuos 

sanos. Ln adición de PRL no generó ninguna modificación imponante comparándola con la 

respuesta ni mitógeno en ninguno de los grupos. En los tres grupos estudiados se observó 
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una clara disminució~ en~I porcierito de células TCD4• que expresan CD69 al adicionar el 

anticuerpo anti-PRL (figura 12). 

Sanos 
(N=12) 

LES Inactivos 
(N=12) 

LES Activos 
(N-15) 

- BaHI 

• MedlO 

8i PRL 

O ConA 

• ConA•PRL 

FIGURA 12. Linfocitos T CD4+ que expresan CD69: partiendo de CMN de sangre 
periférica provenientes de voluntarios sanos, pacientes con LES inactivo y activo, a una 
concentración de 2Xl0~ células por pozo. Se muestra la mediana± pcrcentiles 25 y 75. 

La figura 13 muestra un ejemplo del porciento de CMN que expresan CD40L en un 

individuo sano, en respuesta a los diferentes estímulos propuestos en nuestro modelo. 
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FIGURA 13. Porcicnto de CMN de sangre periférica que expresan CD40L (CD! 54). 
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(a) Expresión de CD40L en estado basal. (b) células cultivadas durante 4 hrs en medio, (c) medio e 
presencia de PRL (50 ng/mL), (d) con PMA (5ng/mL) + Ionomicina (0.6 µg/mL), (e) con PM 
(5ng/mL) + lonomicina (0.6 µg/mL) +anticuerpo anti-PRL (1 :50). 
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El porciento de CMN que expresaron CD40L mostró el mismo comportamiento que CD69 

en el grupo de sanos como se puede apreciar en In figura 14. 

La estimulación con PMA/lonomicina incrementó el número de CMN que expresaron 

CD40L. incremento que fue estadísticamente significativo (pS0.05) y éste no se modificó al 

agregar PRL (50 ng/mL). En contraste, la adición del anticuerpo anti-PRL ( 1 :50) provocó 

una disminución de aproximadamente 35% de las CMN que expresaron CD40L. Mientras 

que el suero nonnnl de conejo no altera el porciento de CMN que expresan CD40L. 
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FIGURA 14. Ensayo de activación celular medido como expresión de CD40L. 
Se muestra el o/o de CMN que expresan CD40L en voluntarios sanos, a una 
concentración de 2X 105 células por pozo. sometiéndolas a las diferentes condiciones 
de nuestro modelo. La figura representa el valor de In mediana± percentiles 25 y 75. 
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La Figura 15 muestra la comparación entre sanos y pacientes con LES agrupados 

independientemente del grado de actividad de la enfermedad. No se encontró diferencia en 

el porciento de CMN que expresan CD40L en condiciones basales para ninguno de los 

grupos. La estimulación con PMA/lonomicina incremento significativamente el % de CMN 

que expresaron CD40L, siendo mayor el efecto en el grupo de sanos, dicho aumento no se 

altera ni co-incubar las células con mitógeno más PRL. Sin embargo, con la adición del 

anticuerpo anti-PRL se encontró una reducción estadisticamente significativa (p.S0.05), en 

el porciento de células que expresan CD40L de aproximadamente 42% en el grupo de 

sanos y 56% en el grupo de pacientes. 
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FIGURA 15. Porciento de CMN que expresan CD40L. Células provenientes de: 
voluntarios sanos y pacientes con LES, a una concentración de 2XI05 células por pozo, 
sometiéndolas a las diferentes condiciones de nuestro modelo. La figura representa la 
mediana± percentiles 25 y 75. 
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El porciento de CMN que expresaron CD40L no mostró diferencia en ninguna de las 

condiciones evaluadas entre pacientes activos e inactivos. En respuesta al mitógeno, se 

incrementó el porciento de células que expresan CD40L, encontrándose diferencia 

estadísticamente significativa (p:50.05) entre sanos y pacientes activos, donde los sujetos 

sanos presentaron mejor indice de respuesta al mitógeno. 

El porciento de células que expresaron CD40L al incubarlas con mitógeno más PRL fue 

estadísticamente mnyor (p:50.05) en sujetos sanos que en enfermos (activos e inactivos). 

En todos los casos la adición del anticuerpo nnti-PRL produjo unn reducción dd porciento 

de CMN que expresan CD40L: 40% en sanos, 51 % en pacientes inactivos y 69% en activos 

(figura 16). 
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FIGURA 16. Ensayo de activación celular medido como porciento de CMN que 
expresan CD40L (CD\54). 
CMN de sangre periférica provenientes de: voluntarios sanos, pacientes con LES 
inactivo y activo a una concentración de 2X 105 células por pozo, en las diferentes 
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DISCUSIÓN 

Ln PRL fue identificada originalmente como una hormona neuroendócrina de origen 

pituitario, en In nctuulidnd se sube que es producida en numerosos sitios extrnhipofisinrios, 

estudios recientes hnn aportado evidencias que sugieren que la PRL tiene un papel 

importante en la respuesta inmune (48). 

En modelos nnimules que padecen una enfem1ednd similar n LES, se hn demostrado que In 

PRL exacerba el curso de In enfcm1edad. En contraste, ratones tratados con bromocriptina 

muestran unn presentación de la enfermedad más tardía, menos agresiva y con una mayor 

sobrevidn (49). A pesar de esto los ensayos cllnicos han sido controversiules e 

inconsistentes, algunos encuentran una correlación entre hiperprolactinemia y actividad de 

In enfermedad (46), mientras que otros no confimian esta asociación (50,54 ). 

Se determinaron los niveles séricos de PRL de los individuos que fon11aron parte de éste 

estudio con In idea de caracterizar a nuestros pacientes, dado el tanuu)o de la muestra 

estudiada, éste resultado no es significativo pnrn establecer unn correlación. clínica entre los 

niveles de PRL y la nctividnd de In enfem1ednd. Nosotros no encontramos diferencia 

estndlsticnmente significativa entre los niveles séricos de prolactinu y In actividad de la 

enfen11ednd en pacientes con LES. No obstante, encontramos una tendencia n niveles más 

nitos de PRL en pacientes con mayor actividad de In enfcn11edad. Incluso 25% de los 

pacientes activos presentaron hiperprolnctinemia (figura 1 ), lo que concuerda con 

resultados previos, en donde se hn reportado una frecuencia de hiperprolnctinemin en 

pacientes con LES de entre 15-30% (32.46), com:lacionando con la actividad de la 

enfcn11ednd. 

El delimitar las interacciones inmuno-regulndoras de las hom1onas y sus mecanismos in 

1•ivo resulta esencial en la comprensión de la dicotomía sexual de las .:nfermcdndes 

autoinmunes y en las aplicaciones clínicas de In inmuno-modulnción hormonal (51 ). 
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CD40L se expresa transitoriamente en células T y se une a CD40 en células B. 

transduciendo una segunda sei'\al co-estimuludorn. Esta sei'\111 es esencial para el 

crecimiento, diferenciación y generación de células B de memoria. Algunos estudios hun 

reportado hiper-expresión de CD40L en los linfocitos T provenientes de pacientes con LES 

(52), reflejando 111 hiperactividad de las células Ten lus enfermedades autoinmuncs (36.39). 

El incremento en los niveles de expresión de CD40L puede propiciar unu prolongada o 

excesiva sei\11liz11ción vlu CD40 promoviendo 111 activación de célulus T y B y lu 

producción de nutounticuerpos (39). 

Algunos autores afim111n que 111 estimulución con anti-CD3 indu.:c mayor expresión de 

CD40L en células T de pacientes con lupus en comparación con personas sanas. a pesar que 

111 cinética de expresión de CD40L fue similar entre pacientes con LES y sujetos sanos 

cuando las células fueron estimuladas con PMN!onomicina (55). Estos últimos n:sultados 

concuerdan con los nuestros, ya que no encontramos diferencia estadística en la expresión 

de CD40L en condiciones basales, ni incubar con medio y mcdio+PRL en los tres grupos 

estudiados. La respuesta ni mitógeno. sin embargo, fue claramente diferente a lo reportado 

por Desni-Mehta, ya que nuestros resultados muestran que las personas sanas expresan 

mucho mus CD 154 en respuesta u mitógeno que los pacientes con lupus. ¿Que tanto podría 

estar participando el tratamiento en el grupo de pacientes?. ¿O bien es parte de la 

fenomenología de la enfermedad?. Es dificil establecerlo. No obstante. estos resultados 

concuerdan con lo reportado por Bijil M. quien demuestra que no existen cambios en la 

expresión de CD40L en linfocitos de pacientes con LES (36). Es más. nosotros tampoco 

encontramos diferencia en In expresión de CD 154 independientemente de la actividad de la 

enfermedad en ninguna de las condiciones estudiadas, sugiriendo cfectivumcnte que la 

expresión de CD40L no se encuentra alterada en los pacientes con lupus. Es más, algunos 

autores afirman que la expresión de CD40L es buj:1 cuando la enfermedad esta inactiva y no 

se incremente dur:mtc los periodos de actividad (36). Nuestros resultados junto con los ya 

mencionados increment:m la controversia en tomo u la expresión de CD40L, ya que otros 

autores han encontrado correlación entre In expresión de ésta molécula y la actividad de la 

enfermedad e incluso han iniciado tratamientos 11 nivel experimental bloqueando CD40L 

con anticuerpos humanizados anti-CD 154 ( 41-43 ). 
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Por otro lado, la prolactina por si sola no ejerció ningún efecto en la expresión de CD 154. 

Sin embargo, si concomitantemente a la activación de los linfocitos se bloquea la PRL con 

el anticuerpo anti-PRL encontramos una inhibición considerable en la expresión de este 

marcador de activación, sugiriendo que la prolactina producida por las células del sistema 

inmune es necesaria para la expresión de CD154 y su ausencia disminuye el porciento de 

células que expresan dicho molécula, sugiriendo que afecta directamente el proceso de 

activación celular. Además muestra que la PRL es producida por los linfocitos y actúa de 

forma autócrinn. 

En un reporte reciente la proporción de expresión de CD69/CD3 en células recién obtenidas 

de pacientes con lupus correlacionó con In actividad de In enlcm1ednd (53 ). Nosotros, sin 

embargo, no encontramos cambios en la expresión de CD69 en linfocitos T CD4' obtenidos 

de los tres grupos estudiados. Es mas, los pacientes con lupus activo presentaron el mismo 

nivel de expresión de CD69 que los pacientes inactivos y las personas sanas. Al estimular 

las células in vitro en nuestro modelo observamos que los linfocitos de pacientes acti\'os 

mostraron una expresión disminuida de CD69 en respuesta al mitógeno en compnrnción a 

los otros grupos, a pesar que dicha expresión debiera correlacionar con la actividad de la 

enfem1edad (38, 53). 

Nuestro modelo pretende detem1inar el papel de la PRL en el proceso de activación de los 

linfocitos provenientes de pacientes con lupus (activo o inactivo), utiliwndo como control 

la respuesta de un grupo de personas sanas a fin de establecer si la hiperprolactinemia que 

presentan los pacientes con lupus es un disparndor de la actividad de la enfennedad; es por 

ello que se trató de simular un estado de hipcrprolactinemia "in »itro ··.En nuestro modelo 

la prolnctina agregada no ejerció ningún e!Ccto por si sola en los linfocitos. cuando menos 

en la expresión CD69 en los tres grupos cstudiados. En contraste, si en el proceso de 

activación de los linfocitos con mitógeno bloquean1os la PRL entonces encontramos una 

disminución considerable en el porciento de células que expresan CD69, indicando que: La 

PRL solo actúa una vez que se inicia el proceso de activación ya sea por un antlgeno o un 
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rnitógeno y que los linfocitos producen y secretan la PRL que participa en el proceso de 

activación independientemente de la que exista en el micro-ambiente. 

CONCLUSIONES 

Confirmarnos que la prolactina por si sola no tiene la capacidad de activar a los linfocitos 

de pacientes con LES. la PRL que participa en la respuesta inmune es secretada por los 

linfocitos actuando de forma autócrina, desempeña un papel relevante en el proceso de 

activación, especialmente en lo mecanismos de expresión de CD69 y CD40L )' por 

resultados previos se sabe que presenta un efecto aditivo en la proliferación de los 

linfocitos T y B. Estos resultados podrían sugerir que dado que los linfocitos producen PIU. 

una vez que son activados, pudiera ser que los estados hiperproluctincmieos de los 

pacientes con LES solo estén manifestando la activación inespecifica de los linfocitos de 

estos pacientes. 
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APÉNDICE 

Medio AIM-V Enriquecido (GIBCO BRL) 

Glutnminn 0.2M 

Piruvnto de sodio !OOmM 

Antibióticos l OOx 

Penicilina !OOOOU 

Estreptomicina 1 Ong/mL 

Medio AIM-Y 

Lymphoprep (NYCOMED PHARMA) 

Timidina (5'-ll]J (Amcrsham) 

Anticuerpo 11nti-prolactina 

lmL 

lmL 

lmL 

lmL 

96mL 

El anticuerpo nnti prolnctinn humnnn se elaboró en In UIMI mediante inmunización de un conejo y 

se observó que no tiene reacción cruzndn con hormona de crecimiento. 

Prol11ctin11 

Prolnctinu pituitnrin humano (NIDDK-hPRL-SIAFP-B3), In cual fue donada por el N11tion11l 

Hormone & Pituita!)' Program. 

MEDIO DE FISHER COMPLEMENTADO (Medio de mantenimiento) 

Medio RPM-1 (GIBCO BRL) complementado con 10% suero fctnl de bovino (FBS) como fuente de 

lnctógeno (GIBCO ,GBRL), 10% de suero de caballo (GIBCO GBRL), 10• mol/L de 213-

mercnptoetnnol (SIGMA Chcmicnl CO), 2 mM de L-glutnmina (SIGMA Chemicnl CO), 50 IU/mL 

de penicilina y 50 ~1g/mL estreptomicina 

KH1P04 IM (E>) 

KH2PO, 40.33g 

Agua destilada 300mL 
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K1HP04 lM ( 0) 

K2HPO, S2.2Sg 

Agua destilada 2SOmL 

REGULADOR DE FOSFATOS lM (0) 

KH2PO, 1 M JOOmL 

K2HPO, 1 M :?50mL 

Mezclar los volúmenes (3:2)y ajustar el pH n 7.4 con In solución de K2HP04 1 M restante 

PBS lOx: (NuCI l.SM,FOSFATOS O.IM) (0) 

NnCI 

Regulador de fosfatos 1 M 

Agua destilada 

87.66g 

100 mL 

aforar 11 1 L 

Pesar el NnCI y disolverlo en aproximadamente 800 mL de agua destilada. agregar 100 mL de 

Regulador de fosfatos, ajustar n pH 7.4 y aforar n 1 L con agua destilada. 

POS IX ( 0) 

Hacer una dilución 1: 10 del PBS lOX con agua destilada. Ajustar el pH a 7.4 

PBS-BSA 0.2%-AZIDA DE SODIO 0.2% ( 0) 

BSA 

Nn3N 

PBS IX 

:?g 

2g 

aforar a IL 

Pesar las sales y disolver en PBS IX. ajustar el pH a 7.4 y aforar a 1 L con el mismo PBS. 

PBS-p-FORMALDEHÍDO l % ( E> ) 

p-FORMALDEHIDO 

PBSIX 

1 g 

aforar 1 OOmL 

Calentar previamente el PBS hasta aproximadamente 56 ºC, agregar el p-formaldehfdo, ajustar el 

pH a-7.4. y aforar a 100 mL 
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SHEAT FLUID toX( E>) 

NaCI 

KHJPO, 

KJHPO, 

KCI 

EDTA NnJ 

LiCI 

Aguo destilado 

81.2g 

2.6g 

23.Sg 

2.Sg 

J.6g 

4.Jg 

nfornr a 1 L 

Pesar cndn uno de lns soles, disolver en aguo destilado y mezclar, ajustar el pH o 7.4 y aforar a 1 L. 

( 0) Todos lns soluciones se filtran ni vaclo en membranas de 0.22 µ (msi micron sepnrntios inc). 
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TABLA A 

Criterios de clasificación del Lupus Eritematoso Sistémico 

1.-Eritema mular 
2.-Eritemn discoide 

3.-Fotosensibilidad 
4.-Ulcerns bucales 

5 .- Artritis 

6.-Scrositis 

7.-Alternciones renales 

8.-Alteruciones neurológicas 

9.-Trustomos hematológicos 

10.-Trustomos inmunológicos 

11.-Anticuerpos antinucleares 

Eritema fijo. plano o elevado sobre los oómulos. 
Placas elevadas de eritema con descamación 
querntosítica adherente y taponamiento folicular. u 
veces. se observan cicatrices atróficas. 

Ulceras bucales y nasofaríngeas observadas por el 
médico. 
Artritis no erosiva con afectación de dos o más 
articulaciones periféricas. que se caracteriza por 
dolor. 
Pleuritis o pericarditis documentada mediante ECG, 
roce o signos de derrame pericárdico. 
Proteinuria mayor de 0.5gldia o de 3 + cilindros 
celulares. 
Convulsiones sin ninguna otra causa o psicosis o 
psicosis sin ninguna otru causa conocida. 
Anemia hemolítica o leucopenia (menos 
de4000/mm3

), linfopenia (menos de 1500/1111113 
). o 

trombocitopenia (menos de 1 OOOOO/mm3 
), después 

de descartar daño iatrogénico por medicamentos. 
Preparación positiva de la célula LE o anticuerpos 
anti- dsADN o anti-Sm o prueba VDRL falsamente 
positiva. 
Titulo anormal de ANA mediante 
inmunolluorescencia o una técnica equivalente en 
cualquier momento, después de descartar dru"\o por 
medicamentos aue inducen ANA. 

•si se observan cuatro de estos criterios, el diagnóstico de lupus sistémico se puede 

establecer con una especificidad del 98% y una sensibilidad del 97% en cualquier momento 

de In enfem1ednd. 
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ANEXO 1 

HOJA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO 

CONSENTIMIENTO PARA PARTICIPAR EN UN ESTUDIO DE INVESTIGACION. 

Titulo del estudio de lnvestl¡:ación: Papel de la prolactina en el proceso de activación de 
linfocitos provenientes de pacientes con Lupus Eritematoso Sistémico activo e inactivo. 

Este es un estudio sobre la prolactina y su relación con la enfermedad (lupus eritematoso sistémico) 
la prolactina es unn hom1onn que se ha encontrado elevada en pacientes con lupus eritematosos 
sistémico. 
El objetivo el estudio es: Estudiar el papel de In proluctina en la activación de los linfocitos a través 
de la expresión de moléculas de superficie en linfocitos de personas normales y pnCientes con lupus 
activo e inactivo. 

PROCEDIMIENTO 

Este consiste en lo siguiente: 
1. Responderé n preguntas sobre mi enfermedad (historia clínica), que durnrán npro"imadamente 

10 minutos. 
2. Se revisará mi expediente clínico. 
3. Aceptare donar sangre ( 1 O mi aproximadamente) del brazo con una aguja, para hacer los 

análisis de prolactina y otros. 

BENEFICIOS Y RIESGOS 
Los resultados de In investigación se anexurnn a su expediente para uso del médico tratante. La 
toma de muestra es In habitual para detem1innr hormonas en sangre (In aguja a veces produce una 
molestia que dura menos de un minuto, en ocasiones se produce un hematoma, pero ésto ocurre con 
muy poca frecuencia y no tiene complicaciones), no se harán otros procedimientos más que la toma 
de sangre. por lo que no presenta ningún riesgo. 

CONFIDENCIALIDAD. 
Los resultados de las pruebas de laboratorio se enviaran a mi médico tratante (a menos que yo 
manifieste lo contrario). Con excepción de esta revelación, toda la información obtenida en este 
estudio será considerada confidencial y será usada solo n efectos de In investigación, )'en su cuso 
para mi tratamiento. 

Mi participación en el estudio es enteramente voluntaria y soy libre de rehusar n tomar parte o 
abandonarlo en cualquier momento, sin afectar ni poner en peligro mi atención médica futura. 

CONSENTIMIENTO. 
Consiento en participar en este estudio, he recibido una copia de este impreso y he tenido In 
oportunidad de leerlo. 

NOMBRE(fimm) ___________________________ _ 
TESTIGO(firma) ___________________________ _ 
TESTIGO(firrna) ____________________________ _ 
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ANEXO 2 
HOJA DE RECOLECCION DE DA TOS 

NOMBRE: FECHA 
MATRICULA CLINICA DE ADSCRIPCION 
EDAD ANOS SEXO: FEMENINO ( ) MASCULINO( ) 
DOMICILIO 
TELEFONO Nº PROGRESIVO 

MENARCA ----AÑOS FUM AÑOS RITMO X DIAS 
GESTA PARA ABORTOS CESARI~ --- --- ---
PLANIFICACION FAMILIAR: NO ( ) SI ( ) ESPECIFIQUE 
EMBARAZO ACTUAL: NO ( ) SI ( ) SEMANAS DE EMBARAZO 
LACTACION: NO( ) SI ( ) TIEMPO 

TIEMPO DE DIAGNOSTICO DE LES 
CRITERIOS DE LA ENFERMEDAD QUE llA TENIDO: 
l. ( ) ERITEMA MALAR TIEMPO DE APARICION 
2. ( ) ERITEMA DISCOIDE TIEMPO DE APARICION 
3. ( ) FOTOSENSIBILIDAD TIEMPO DE APARICION 
4.( ) ULCERAS ORALES TIEMPO DE Al'ARICION ---------
5. ( ) ARTRITIS TIEMPO DE Al'ARICION 
6.( ) SEROSITIS TIEMPO DE APARICION 

PLEURITIS ( ) 
PERICARDITIS ( ) 

7.( ) AL TERACION RENAL TIEMPO DE APARICION 
BIOPSIA RENAL: NO( ) SI ( ) FECHA --- REPORTE 

8 ( ) AL TERACION NEUROLOGICA TIEMPO DE APARICION 
CONVULSION ( ) 
PSICOSIS ( ) 
EVC ( ) 

9. ( ) AL TERACION HEMATOLOGICA TIEMPO DE APARICION 
ANEMIA HEMOLITICA ( ) 
LEUCOPENIA ( ) 
LINFOPENIA ( ) 
TROMBOCITOPENIA ( ) 

10. ( ) AL TERACION INMUNOLOGICATIEMPO DE APARICION 
CELULAS LE ( ) 
Ab ANTl-DNA ( ) TITULOSffECNICA 
AbANTl-Sm ( ) TITULOSffECNICA 
VDRL (falso positivo) ( ) 

1 l. ( ) ANTICUERPOS ANTINUCLEARES TIEMPO DE APARICION 
TITULOfrECNICA 
PATRON PERIFERICO ( ) PATRON MOTEADO FINO ( ) 
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OTROS DIAGNOSTICOS (1obrepucstos) 
!.~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 
2.~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 
).~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 
4 .. ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 

MEDICAMENTOS EMPLEADOS: 

( ) ANTES ESPECIFIQUE DOSIS 
TIEMPO DE TOMARLOS 

( ) PREDNISONA DOSIS ACTUAL ___ mgldia• TIEMPO DE TOMARLOS --
( ) CLOROQUJNA DOSIS ACTUAL ___ mgldia• TIEMPO DE TOMARLOS 
( ) METOTREXA TE DOSIS ACTUAL ___ mgldia• TIEMPO DE TOMARLOS--
( )CICLOFOSFAMIDA DOSIS ACTUAL ___ mg/dia• TIEMPO DE TOMARLOS-== 
( ) AZOTJOPRINADOSIS ACTUAL ___ mgldiaº TIEMPO DE TOMARLOS 
( ) PULSOS DE METILPREDNISONA ACTUALMENTE ( ) ANTERIORMENTE ( ) 

( ) PULSOS DE CICLOFOSFAMIDA: ACTUALMENTE( )ANTEruORMENTE( ) 

ºEn los últimos quince días 
OTROS MEDICAMENTOS TOJ\tADOS EN LOS UL TIMOS 15 DIAS: 

l. DOSIS MOTIVO 
2. DOSIS MOTIVO 
3.. DOSIS MOTIVO 
4 .. DOSIS MOTIVO 
5 .. DOSIS MOTIVO 
6. DOSIS MOTIVO 
7. DOSIS MOTIVO 
8. DOSIS MOTIVO 
9. DOSIS MOTIVO 
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RESULTADOS DE LABORATORIO: 

PRUEBA RESULTADO PRUEBA RESULTADO 

HEMOGLOBINA HEMATOCRITO 
LEUCOCITOS PLAQUETAS 
UREA UNFOCITOS 
GLUCOSA CREATININA 
GLOBULINAS COLESTEROL 
PROTEINURIA I 24 h DEP. DE CREATININA 
ERITROCITURIA x e PROTEINURIA / TIRA 
CILINDRURIA LEUCOCITARIA X e 
C4 C3 
ANA ANTl-DNA 
PATRON DE ANA ANTI-La 
ANTI-Ro ANTl-Sm 
ANTl-RNP IL-1 
IL-6 ESTROGENOS 
PROGESTERONA TESTOSTERONA 1 

TSH T3 
TE TOTAL T4 LIBRE 
FSl-I LH 
H CRECIMIENTO PRL DIRECTA 
ANTl-CARDIOLIPINA PRL TOTAL 
le.O 
h~M 
lgA 

1 

OBSERVACIONES 
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ANEX03 

INDICE DE LA ACTIVIDAD DE LA ENFERMEDAD EN rACIENTES CON Lurus 

SLEDAI 

Anote lo. ponderación en la columna de calificación del SLEDAI si la descripción esta prcscnlc 111 llcmpo de IA ~.~~o 

en los ultimas 10 dla.•. 

PHo Call0eacl6n DESCRlrCION 
SLEDAI 

8 
8 

R 

8 

8 

4 
4 
4 
2 
2 
2 

2 

2 

2 

Convulsión 
Psicosis 

Slndrome 
orgAnico ccrcbrol 

Tmstomos 
\'isunlcs 

Trastornos en 
nervios craneales 

Cefale• lupico 

Enfcrmedod 
Va.'icultu ccrcbrul 

Vo.sculitis 

Anritis 

Miositis 

Cilindros 
urinarios 

llcnuuurio 
Protcinuria 

Piuria 
Eritema malru" 

Alopecia 
Ulceras en 
mucosas 
Pleuritis 

Pericarditis 

Complemento 
bojo 

Anticuerpo anti· 
DNA 
Fiebre 

Trombocitopcnia 
Leucopenia 

DEFINICION 

Inicio reciente. E'clu1r causa mctab,~lt¡;n.., 1nfcc1.:10su o por dro¡a.-. 
Capacidud alterada en funcione~ de la ai;:t1\11,fad nonnal debido a S<\Cros 

disturbios en la percepción de In rcullJaJ lndu)c. nlucmaduncs. in~ohcrcnc1a. 
ptrdida marcada de las a.socrnc1oncs contenido Jet pcn~anuemo cmrohrcc1du, 
pcnsa.micnlo ilógico c•ndcnle, conduct:i ¡;ro1esc11, de~or~1m1zaJ .. u calah.'mu.:a. 
Excluir presencio del slndrome urému:o o 111ge)ta de dro¡:u 
Función mentol a.Itera.Ja... con dctenoru en In or1cntación, memoria u otra 
función intelectual de m1c10 rápido, manife!.tadoncs cllnica.s Ouctu&U\tcs Como 
alguna de las s1gu1entcs. o) alteración Del nu,Jo de "·onc1enc1a con capadJaJ 
de conccntrnción reducida e inc;ipaciJnJ paro mantener utcnc1ón al medio 
nmbicntc. Mi\s por lo meno) 2 de. b) J1~turb10 pcrccptual, lcn¡.:uaJe 1m:ohcrenle, 
insomnio o Sl'llnnolrnc1u durante el Jia. 1m:rcmentó ll J1snunu..:u.\n de la 
nc11vidaJ p)komotuns E,dun CUU)..'\ mctahólica. anfccc1osa ~ por drow.au 
Cnmbios J.e rctin. a d.c LES lndu) e cuerpos c1hndcs, hem1..lrrd.g1a. retm1:ma.. I 
e'>udaJo seroso o hemorrugio en la coroiJe~ o nefru1s t.\ptu:a E'duir 
hipencns16n nnenal s1sh!m1ca, cnus.u 1nfecc1osas o ¡x1r Jrugu 
Inicio reciente de ncunlp;illn sen:i.ornil o motora que 111"olu1.:re ncr"1os 
cnmcalcs. 

Cefalea per)i)tenlc ~ ~e" cru ruede ser m1gmno~. p<rll nu debe re~p.:inJer a 
ano lgc!sicos nllrcó11cos 
SlnJrome cerebro\iucular nue\o E"lu1r a1croc~cleros1\ 

Ulccrndón, g.1.ngrcru1. nódulos. ttlanJus J1g1tale~. mfürhl rcnungucal. 
hemorragio en ostilla o b1opM3 o angiogrnOa que npo~c 'l.11..\culll1s 
Mi.'i. de dos o.niculac1oncs con dolor y signos Je 1111lamoc1ón por ejemplo 
numcnto de "·olumC"n, tumefacción o s1no"·1tis 
Debilidnd muscular proximal, ll.\OClada con clc\a.C1ón de CPK o nldolua. 
cnmhios electron11t.lgn\fkos o bi,1ps1a que muestre m1os111s 
Cilindros Je hemoglobina l-':rnnulosos o Je cntrt.~1tos 

>S crilro1:ito) pt.1r cnmpu. E'cluir infccc1onc!ro u otras caus.u 
>O.S g/:?4 h. Inicio reciente o incrcmemo de mas de O S g.f24h 
>S lcucocitus por campo. E'cluir in free iones u otnu causou 
Inicio reciente o rc,·urrcncia de eri1cma tiro inflamatorio 
Inicio reciente o recurrcncia de p~rd1Ja anonnal Je cabello. 
Inicio reciente o rccurrcncia de ukcruciones orales o na.~lc~ 

Historiu cunvinceme de doll1r pclun11co con frote. derrame o engrosamiento 
pleuml-
Uistoria con,·inceme de dolor pcncard1co. con al meno!! uno de los siguiente~: 
frote, derrame o contimlaCil\n elcctrucardiognUica o ccocardiogn\lica. 
Disminución del CllSO. CJ o C4 a un ,·ak1r menor J('I limite inferior normal 
pnm la prueba del laboratorio. 
25'0 de unión por la prueba de Farro mayor al rungo nonnal pAJ11, la prueba de 
laboratorio. 
~tayor de 38°C dcspuCs de excluir infección. 
Menor de 100,000 plaquetos por mm'. no debido a drogas. 
~1cnor de 3,000 leucocitos por mm1• no debido o. drogas 
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