PROLACTINA COMO MARCADOR BIOQUIMICO Y GENETICO DE
SUSCEPTIBILIDAD PARA LUPUS ERITEMATOSO GENERALIZADO:
ASOCIACION CON ANTICUERPOS ANTI-RNP Y ACTIVIDAD RENAL
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RESUMEN

La prolactina (PRL) es una hormona secretada por células de la pituitaria y en sitios
extra-pituitarios, tales como células del sistema inmune, en donde participa como un
potente inmunomodulador. En sitios extra-pituitarios su expresion es regulada por un
promotor alterno, en el que se localiza el polimorfismo -1149 G>T que previamente
ha sido asociado con enfermedades autoinmunes en poblacion Europea. En este
trabajo, se evalu6 al polimorfismo -1149 G>T en el gen PRL como marcador de
susceptibilidad para lupus eritematosos generalizado (LEG) en poblacién del
Occidente de México. Asimismo, se analizé la relacion de los niveles solubles de
PRL con pardmetros clinicos e indices de actividad y cronicidad. Las muestras
fueron genotipificadas mediante el método PCR-RFLP, mientras que los niveles
séricos de PRL y autoanticuerpos fueron medidos por ELISA. La actividad clinica fue
evaluada por el indice Mex-SLEDAI y la cronicidad por el indice SLICC. Aplicando un
modelo genético recesivo, se asocio a los portadores del genotipo TT con mayor
susceptibilidad para LEG (OR 2.26, 95% IC 1.01-5.08; p=0.04); asimismo, con mayor
dafio (indice SLICC) (p =0.02) y con la presencia de anticuerpos anti-RNP (p=0.04).
Por otra parte, se observo una correlacién negativa entre PRL sérica y la edad (r =
-0.33, p<0.001). Los pacientes con LEG presentaron niveles séricos de PRL mas
altos que los SC (p<0.001). Ademas, los niveles altos de PRL se asociaron con
afeccion renal y anticuerpos anti-RNP. En conclusion, el genotipo TT del
polimorfismo -1149 G>T en el gen PRL es un marcador de susceptibilidad para LEG
en poblacion del Occidente de México, mientras que PRL sérica elevada se asocia

con afeccion renal y produccién de anticuerpos anti-RNP en pacientes con LEG.
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INTRODUCCION

El lupus eritematoso generalizado (LEG) es una enfermedad autoinmune prototipo,
gue se caracteriza por la produccion de autoanticuerpos e inflamacion sistémica
cronica que puede afectar a mdultiples 6rganos. El curso y prondstico de la
enfermedad es muy variable, con periodos de activacion y remision (1,2).

A nivel mundial, la incidencia de LEG se estima aproximadamente en 1 a 10 por
cada 100,000 personas al afio y la prevalencia de 20 a 70 por cada 100,000
personas; pero estas cifras pueden variar entre las distintas poblaciones (3).

En México, el estudio realizado por el Programa Comunitario Orientado para el
Control de Enfermedades Reuméaticas (COPCORD), report6 una prevalencia general

del 0.07% para esta enfermedad (4).

Aungue la etiopatogenia del LEG es desconocida, se han asociado factores
genéticos, epigenéticos, ambientales, hormonales e inmunoreguladores con el inicio
y el desarrollo de esta patologia (5). Los factores hormonales parecen tener un papel
clave en la predisposicion a LEG, debido a la mayor incidencia de LEG en el género
femenino, con una razon de 9 mujeres por cada hombre, lo que sugiere que factores
endocrinos modulan el riesgo y el desarrollo de la enfermedad (6,7). Ademas, se ha
demostrado en modelos murinos que la administracion de estrogeno o prolactina
(PRL) puede conducir a un fenotipo autoinmune con un aumento de células B
autorreactivas y que la PRL acelera el desarrollo de la enfermedad en ratones

susceptibles a lupus (8).

La PRL es una hormona con un papel importante en multiples funciones bioldgicas,
tales como la reproduccion, el embarazo, el crecimiento, el metabolismo y la
modulacién del sistema inmune (9). Es producida por los lactotropos de la glandula
pituitaria y por muchas otras ceélulas extrapituitarias, como las células del sistema
inmune (10,11). La PRL actia como una citocina y puede promover la maduracion
de los timocitos CD4™ CD8 a células T CD4" CD8" a través de su capacidad para

inducir la expresion del receptor IL-2 (12). Notablemente, esto sustenta que los



niveles de PRL en suero se correlacionen con el nimero de linfocitos B 'y T CD4"
(13). Por otra parte, la PRL antagoniza la apoptosis de timocitos en condiciones de
aumento de glucocorticoides (GCs), tales como en condiciones de estrés,
manteniendo asi la supervivencia y funciéon de los linfocitos T (14), lo cual es

preponderante en las enfermedades autoinmunes como el LEG.

En enfermedades autoinmunes, se ha demostrado la presencia de
hiperprolactinemia (HPRL) (15); aproximadamente el 25-30% de los pacientes con
LEG tienen un leve o moderado aumento de los niveles de prolactina sérica (16,17) y
estos niveles elevados de PRL parecen correlacionarse con la actividad clinica de la
enfermedad y la presencia de autoanticuerpos (10,18-20), mientras que esta
correlacion es refutada por otros estudios (21-23). Estas discrepancias pueden estar

influenciadas por factores genéticos (24).

La transcripcion del gen PRL esta regulada por dos principales regiones promotoras
(25). La region promotora proximal dirige la expresion especifica en la pituitaria,
mientras que una regién alterna, que engloba un exén no codificante y que es
conocida como “"promotor superdistal’, dirige la sintesis de la PRL en sitios
extrapituitarios (26,27). Este promotor, contiene un polimorfismo de nucle6tido
simple (SNP) en la posicion -1149 G>T (rs1341239), el cual se ha demostrado que
afecta la transcripcion del gen de la prolactina en linfocitos (28). Estudios previos
asocian este SNP con susceptibilidad a LEG en algunas poblaciones (28-30), pero

estos hallazgos no son consistentes (31).

El objetivo del presente estudio de casos y controles fue evaluar a la prolactina como
marcador biologico y genético de LEG en poblacion del Occidente de México, a
través del analisis del polimorfismo funcional -1149 G>T en el gen PRL y de los

niveles séricos de PRL.



MATERIALES Y METODOS
Poblaciéon de estudio

La poblaciéon de estudio consistié en 163 pacientes con LEG clasificados de acuerdo
a los criterios de 1997 del Colegio Americano de Reumatologia (ACR), reclutados
del servicio de Reumatologia del Hospital General de Occidente de Zapopan,
Jalisco., México. Se aplicé a los pacientes la version Mexicana del indice de
actividad de lupus (MEX-SLEDAI) (32) y el indice validado de medicién del dafio
acumulado en pacientes con LEG (SLICC) (33). Ademas se incluyeron como sujetos

control (SC) 326 individuos sanos.

En ambos grupos se considerd indispensable una ancestria de por lo menos tres

generaciones originarias del Occidente de México.
Consideraciones éticas

Se obtuvo un consentimiento informado de todos los pacientes con LEG y SC antes
de la inclusién en el estudio, de acuerdo a las guias éticas de la Declaracién de
Helsinki del 2013.

Evaluacién clinica

Para la valoracién clinica, se obtuvo una muestra de sangre periférica de los
pacientes con LEG y SC y se realizaron las siguientes determinaciones: velocidad de
sedimentacion globular (VSG) mediante el método de Wintrobe, citometria hematica
completa y cuantificacion de los niveles de autoanticuerpos (anticuerpos anti-DNA
de doble cadena, anti-Ro, anti-La, anti-Sm y anti-RNP) por el método de ELISA
(Binazyme, The Binding Site Ltd.; Birmingham, UK).

Determinacion de los niveles solubles de PRL

Para descartar posibles sesgos por género, la concentracion sérica de PRL se
determind en un subgrupo de 117 mujeres con LEG y 117 mujeres SC pareadas por
edad. Ademas, se excluyeron mujeres embarazadas y bajo algun tratamiento o

enfermedad conocida que afectaran las concentraciones séricas de PRL. El ensayo



se realiz6 mediante el ensayo comercial de ELISA EIA-1291; DRG, International, de
acuerdo a las especificaciones del fabricante. La sensibilidad del ensayo fue de 0.35
ng/mL. La hiperprolactinemia se defini6 como niveles séricos de PRL mayores a 20
ng/mL.

Analisis molecular

A partir de las muestras de sangre periférica de los pacientes con LEG y SC se

realizo la extraccion de DNA mediante la técnica modificada de Miller (34).
Genotipificacion del polimorfismo -1149 G>T en el gen PRL

La genotipificacion del polimorfismo -1149 G>T en el gen PRL se realiz6 mediante la
técnica de PCR-RFLP, utilizando los iniciadores reportados por Donn y cols. (35);
sentido: 5'-AGA ATT GGA GTT CCA GTG CC-3/, antisentido: 5'-ATC ACA CTC AAC
CAG TTG GC-3'. La PCR se realiz6 a un volumen final de 25 uL, conteniendo 100
ng de gDNA, 0.04 uM de cada iniciador, 0.6 U de Taq polimerasa, 1X de buffer de
enzima, 4 mM de MgCl; y 0.1 mM de dNTPs (Invitrogen™ life technologies). Las
condiciones de amplificacién fueron: desnaturalizacién inicial a 95 °C por 5 min,
seguida de 35 ciclos que incluyen la desnaturalizacién a 95 °C, alineamiento a 58
°C, extension a 72 °C por 30 s y extensioén final a 72 °C por 5 min. EL fragmento de
366 pb obtenido fue sometido a digestion con 3 U de la enzima Apol (NewEngland,
BioLabs, Inc.) a 50 °C por 1 h y los fragmentos de restriccion fueron visualizados
después de la electroforesis en geles de poliacrilamida al 6% tefiidos con AgNOs al
2%. El alelo G gener6 un sitio de restriccién para Apol obteniendo 2 fragmentos de

280y 58 pb, mientras que el aleo T fue identificado por un solo fragmento de 338 pb.

Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizé utilizando los paquetes estadisticos STATA version
9.2 y GraphPad Prism versiébn 5.0. Para el andlisis descriptivo, las variables
nominales fueron expresadas como frecuencias; las variables continuas con
distribucion no paramétrica se reportaron como medianas, rangos intercuartiles 25-
75 y percentiles 5-95; mientras que las variables con distribucidon normal se

expresaron como medias + DE. Las frecuencias alélicas y genotipicas se obtuvieron



por conteo directo. Se evalué el equilibrio de Hardy-Weinberg con la prueba de 2.
La comparacion de las frecuencias alélicas y genotipicas se realiz6 mediante la
prueba y? de Pearson y también se evalué el polimorfismo mediante los modelos
genéticos dominante y recesivo (36); el odds ratio (OR) e intervalos de confianza del
95% (IC 95%) se utilizaron para analizar el riesgo de LEG asociado al polimorfismo -
1149 G>T.

Las diferencias en los parametros clinicos entre pacientes con LEG y SC o entre los
portadores del genotipo GG, GT y TT fueron evaluados por la prueba t de Student, la
prueba U de Mann-Whitney o la prueba de Kruskal-Wallis, segun correspondia. Se

considero un nivel de significancia de p< 0.05.

RESULTADOS

Caracteristicas clinicas y demogréficas de los pacientes con LEG

Se incluyeron 489 sujetos originarios del Occidente de México. Los cuales se
clasificaron en dos grupos: 326 sujetos control y 163 sujetos con LEG clasificados de
acuerdo a los criterios de clasificacion establecidos por el ACR en 1997.

Las caracteristicas clinicas y demograficas de los 163 pacientes con LEG incluidos
en este estudio se muestran en el cuadro 1, en donde se observa que la media de
edad fue de 36 afios (18 a 65 afios) y que habia una mayor proporcién de mujeres
(96%) que hombres (4%). En promedio, los pacientes tenian un tiempo de
diagnostico de la enfermedad de 6 afios (0-25 afios) y la mediana de individuos
presentd una actividad leve de la enfermedad, medida con el indice de actividad
Mex-SLEDAI (puntaje MEX-SLEDAI: 2).

Respecto a los tratamientos, se muestra que la mayoria de los pacientes fueron

tratados con prednisona (52%), azatioprina (43%) y cloroquina (32%).



Cuadro 1. Caracteristicas clinicas y demograficas de los pacientes con LEG

Variables n =163
Caracteristicas demogréficas

Edad, afios® 36 (18-65)
Género % (n)°

Femenino 96 (156)
Masculino 4(7)
Tiempo de evolucion, afios ? 6 (0-25)
Evaluacién clinica

Mex-SLEDAI @ 2 (0-9)
sLicc? 0 (0-2)
VSG, mm/hora ° 32+14
Afeccion renal % (n) ° 9 (14)
IRC % (n) ° 5 (8)
PRL (ng/mL) 2 7.5 (2.8-18.8)
Autoanticuerpos % (n) °

ANAs 120 (74)
Anti-dsDNA 44 (72)
Anti-La 4 (7)
Anti-Ro 10 (16)
Anti-Sm 7 (11)
Anti-RNP 11 (18)
Tratamiento % (n) °

AINEs 4 (7)
Corticoesteroides

Prednisona 52 (85)
DMARDs

Metotrexato 12 (19)
Azatioprina 44 (71)
Cloroquina 32 (52)
Hidroxicloroquina 9 (15)
Ciclofosfamida 7 (11)

®Datos proporcionados en mediana (p5-p95). ®Datos proporcionados en porcentajes y n. ‘Datos
proporcionados en medias + DE. ANAS, anticuerpos antinucleares; VSG, velocidad de sedimentaciéon
globular; IRC, insuficiencia renal crénica; PRL, prolactina; AINEs, anti-inflamatorios no esteroideos;

DMARDSs, farmacos anti-reumaticas modificadores de la enfermedad.



Identificacion del SNP -1149 G>T en el gen PRL

La identificacion del polimorfismo -1149 G>T en el gen PRL se realiz6 después de
someter a digestion los productos amplificados por PCR (338 pb), con la enzima
Apol, la cual corta el fragmento en presencia del alelo silvestre (alelo G). Los
productos de la digestion se sometieron a electroforesis en geles de poliacrilamida al
6% y se tifieron con nitrato de plata al 0.2%. La identificacion de los genotipos se

observa en la Figura 1.
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Figura 1. Geles de poliacrilamida que muestran los genotipos del polimorfismo -1149 G>T en el
gen PRL. A) Se muestra el fragmento de 338 pb amplificado por PCR (carril 7, marcador de peso
molecular de 50 pb). B) Se muestran los patrones de digestién para los tres genotipos GG (280 pb y
58 pb), GT (338 pb, 280 pb y 58 pb) y TT (338 pb); en el carril 8 se muestra el marcador de peso
molecular de 50 pb. En negrita se marcan los fragmentos visibles para cada genotipo.



Distribucién del SNP -1149 G>T en el gen PRL

El polimorfismo -1149 G>T en el gen PRL, se encontré6 en equilibrio génico de
Hardy-Weinberg en el grupo control (p=0.08, %°=3.36). La distribucién del
polimorfismo en pacientes con LEG y SC se muestra en el cuadro 2. La
comparacién de las frecuencias genotipicas y alélicas entre ambos grupos, mostro
diferencias significativas (p=0.02), por lo cual se realizaron modelos genéticos de
herencia (recesivo y dominante), observando diferencias significativas (p= 0.04) en
las frecuencias genotipicas siguiendo un modelo genético recesivo (36). De acuerdo
con este modelo, se observa una asociacion entre el genotipo TT con incremento de
susceptibilidad a LEG (OR 2.26, 95% CI 1.01-5.08; p = 0.04).

Cuadro 2. Comparacion de las frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo -1149
G>T en el gen PRL

SNP LEG SC
-1149 G>T (n = 163) (n = 326) Valor p* OR (IC 95%); p®
(rs1341239) n (%)? n (%)?
Genotipo
GG 101 (62) 185 (56) 0.02 1.0
GT 49 (30) 129 (40) 0.69 (0.46-1.04); 0.08
TT 13 (8) 12 (4) 1.98 (0.87-4.51); 0.10
Alelo
G° 251 (77) 499 (76) 0.87 1.0
T 75 (23) 153 (24) 0.97 (0.70-1.35); 0.87
Do
GG® 101 (62) 185 (57) 0.27 1.0
GT+TT 62 (38) 141 (43) 0.80 (0.54-1.18); 0.27
Re
GG+GT® 150 (92) 314 (96) 0.04 1.0
TT 13 (8) 12 (4) 2.26 (1.01-5.08); 0.04

Los porcentajes fueron obtenidos por conteo directo. *Datos proporcionados en n y porcentajes.
bCategoria de referencia. LEG, lupus eritematoso generalizado; SC, sujetos control; Do, modelo
genético dominante; Re, modelo genético recesivo. *Valor de p calculado por le SValor de p

calculado por regresion logistica.



Asociacion del polimorfismo -1149 G>T con parametros clinicos en LEG

Se compararon las frecuencias genotipicas con los parametros clinicos e indices de
actividad clinica en LEG, de acuerdo al modelo genético recesivo (Cuadro 3). Al
realizar esta comparacion, se encontré que los portadores del genotipo TT tenian
mayor dafio corporal medido con el indice SLICC en comparacion con los
portadores del alelo G (grupo GG + GT) (p= 0.02). Asimismo, se observo que en el
grupo de portadores del genotipo TT, habia mayor porcentaje de individuos con anti-

RNP positivo, a diferencia de los portadores del alelo G (p = 0.04).

Cuadro 3. Parametros clinicos, actividad clinica e indices de actividad y cronicidad en LEG
de acuerdo con el modelo genético recesivo para el polimorfismos -1149 G>T en el gen
PRL.

Variable GG+GT TT Valor
(n =150) (n =13) P
Evaluacién clinica
Mex-SLEDAI® 2 (0-8) 1 (0-11) 0.68
sLIcc® 0 (0-2) 1(0-3) 0.02
VSG (mm/hora)® 31.87+14.06 36.78+12.47 0.32
Afeccion renal n (%) 13 (8.67) 1(7.69) 0.67
IRC n (%)* 7 (4.67) 1 (7.70) 0.50
PRL (ng/mL)° 7.33(2.87-17.26) 10.12 (2.39-17.20) 0.38
Autoanticuerpos n (%)*
ANAs 111 (74) 9 (69) 0.65
Anti-dsDNA 64 (43) 8 (62) 0.29
Anti-La 7 (5) 0(0) 0.71
Anti-Ro 16 (11) 0 (0) 0.44
Anti-Sm 10 (7) 1(8) 0.47
Anti-RNP 15 (10) 3(23) 0.04

°Datos proporcionados en n y porcentajes; Pueba exacta de Fisher. "Datos proporcionados en
medias + DE; Prueba t de student. “Datos proporcionados en medianas (p5-95); Prueba U de Mann-

Whitney. VSG, velocidad de sedimentacion globular; IRC, insuficiencia renal cronica; PRL, prolactina.



Comparacion de los niveles séricos de PRL en LEG y SC

Un incremento significativo en los niveles de PRL fue encontrado en los pacientes con
LEG comparado con los SC (7.5 vs. 5.3 ng/mL; p < 0.001; Figura 2). Ademas, se

encontrd hiperprolactinemia (valores >20 ng/mL) en 5.9% de los pacientes con LEG.

*n< 0.001
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Figura 2. Niveles solubles de PRL en pacientes con LEG y SC. Datos proporcionados en medianas
y percentiles 5-95. Los circulos negros indican los valores que sobrepasaron los percentiles 5-
95.*Prueba de Mann—-Whitney. LEG: lupus eritematoso generalizado; SC: sujetos control.

Asociacién del polimorfismo -1149 G>T con los niveles solubles de PRL

Se analiz6 el impacto del polimorfismo -1149 G>T en el gen PRL sobre los niveles
séricos de PRL, por lo que se estratificaron los niveles de PRL de acuerdo al SNP

-1149 G>T bajo el modelo de herencia genético recesivo.

Se observaron diferencias significativas al comparar los niveles solubles de PRL de
portadores del alelo G (GG + GT) entre pacientes con LEG y SC; los SC tenian una
mediana de 5.3 ng/mL de PRL, mientras los pacientes con LEG de 10.7 ng/mL
(p=0.002). Una tendencia similar se observo entre los portadores del genotipo TT, sin

embargo estas diferencias no fueron significativas (p=0.2) (Figura 3).
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Figura 3. Concentraciones de PRL por genotipo en LEG y SC de acuerdo al modelo genético
recesivo. Datos proporcionados en mediana (p25-p75). Prueba U de Mann-Whitney. (TT SC vs TT
LEG, p =0.2)

Relacion de los niveles solubles de PRL con caracteristicas clinicas y demogréficas

de los pacientes con LEG

Se evalud la relacién entre los niveles solubles de PRL y los parametros clinicos de
los pacientes con LEG y se encontrd0 una correlacion negativa entre los niveles
solubles de PRL y la edad (r=-0.33, p<0.001) (Figura 4).

Una correlacion similar fue observada entre PRL y el tiempo de diagndstico de la
enfermedad (r= -0.02, p= 0.02) (Figura 5), la cual fue corroborada al comparar los
niveles de PRL entre pacientes con un tiempo de diagnéstico de LEG < 1 afio (edad
promedio 39 afios; MEX-SLEDAI 2.6) y pacientes con >1 de un afio de diagnostico
(edad promedio 40 afios; MEX-SLEDAI 2.3), ya que se observaron mayores niveles
de PRL en los pacientes con menor tiempo de diagnostico de la enfermedad (p=
0.02) (Figura 6).
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Figura 4. Correlacion de los niveles solubles de PRL por edad. Se observa una correlacion

negativa entre los niveles séricos de PRL y la edad. Prueba de correlacion de Spearman.
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Figura 5. Correlacidn de los niveles solubles de PRL por tiempo de diagndstico. Se observa una
correlacion negativa entre los niveles séricos de PRL y el tiempo de diagnéstico. Prueba de

correlacion de Spearman.
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Figura 6. Comparacion de los niveles solubles de PRL categorizados por tiempo de diagnéstico.

Datos proporcionados en mediana (p5—p95). Prueba U de Mann—-Whitney.

También se evalud la relacion de los niveles solubles de PRL con la actividad de la
enfermedad, por lo cual, se estratifico a los pacientes de acuerdo a los puntajes del
indice de actividad Mex-SLEDAI: remisién (puntaje Mex-SLEDAI <2; actividad leve a
moderada (puntaje Mex-SLEDAI =2 a <8) y actividad severa (puntaje Mex-SLEDAI =
8).

De acuerdo a esta estratificacion se observd un ligero incremento de los niveles
solubles de PRL en pacientes con actividad severa (11.0 ng/mL) en comparacion
con los niveles de pacientes en remision (7.8 pg/mL) y con actividad leve a
moderada de la enfermedad (6.8 ng/mL); sin embargo estas diferencias no fueron

significativas (p= 0.2) (Figura 7).
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Figura 7. Niveles solubles de PRL en pacientes con LEG de acuerdo al puntaje del indice Mex-

SLEDAI. Datos proporcionados en medianas (p25-p75). Prueba de Kruskal-Wallis.

Ademas, se evalud la relacion de los niveles solubles de PRL con todos los
anticuerpos antinucleares determinados (anti-Ro, anti-La, anti-Sm, Anti-RNP), por lo
cual se estratifico a los pacientes en dos grupos: seropositivos o0 seronegativos para

cada anticuerpo.

Al realizar la comparacion entre los grupos antes descritos, se observé una
tendencia de mayores niveles de PRL en los pacientes seropositivos para cada
anticuerpo en comparacion con los pacientes seronegativos (Figura 8); sin embargo,
solo se observaron diferencias significativas al comparar los niveles solubles de PRL
estratificados con base en la seropositivad a anticuerpos anti-RNP (p=0.004) (Figura
9).

Finalmente, se estratificaron los niveles de PRL con base en pacientes con o sin
afeccion renal y se observo que los pacientes con afeccidn renal presentaban

mayores niveles de PRL (p=0.004) (Figura 10).
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DISCUSION

En el presente estudio, se evalud la asociacion del SNP funcional -1149 G>T en el
gen PRL y de los niveles solubles de PRL con LEG en poblacion mestiza del

Occidente de México.

El polimorfismo -1149 G>T ha sido estudiado en varias enfermedades autoinmunes,
tales como esclerosis multiple (31), artritis psoriasica (37), esclerosis sistémica (38),
LEG (29,30) y AR (39). Sin embargo, este es el primer estudio que evalia la

asociacién entre este polimorfismo con LEG en poblacién del Occidente de México.

De acuerdo a las frecuencias genotipicas y alélicas, el SNP -1149 G>T mostré una
distribucion similar a la reportada previamente por nuestro grupo de estudio en
poblacién del Occidente de México con AR y SC (39). Ademas, se encontraron
diferencias significativas (p= 0.02) en las frecuencias genotipicas de este
polimorfismo entre pacientes y controles, observandose mayor frecuencia del

genotipo TT en pacientes con LEG en comparacion de los SC.



Posteriormente, se aplicé un modelo genético recesivo para el SNP -1149 G>T, el
cual indica que se necesitan 2 alelos polimorficos (T) para poder modificar el riesgo
de la enfermedad. De acuerdo a este modelo genético, se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre pacientes con LEG y SC (p= 0.04), con una OR
de 2.26 (IC 1.01-5.08; p= 0.04) para los portadores del genotipo TT. Estos resultados
son diferentes a estudios previos reportados en LEG en poblacién Checa (30) y en
poblacion del Centro de México (29), los cuales no encontraron diferencias
significativas entre grupos de estudio para el SNP -1149 G>T, sin embargo,
encontraron asociacion del alelo G con actividad clinica en los pacientes con LEG, a
diferencia de nuestros resultados, ya que observamos mayor frecuencia del genotipo
TT en pacientes con LEG, lo que sugiere que este genotipo es un marcador de
riesgo para nuestra poblacion.

Estas diferencias entre la distribucion de las frecuencias genotipicas del SNP -1149
G>T entre nuestra poblacidén de estudio y las citadas previamente, se pueden atribuir
a los criterios de inclusion, al tamafio de muestra de cada estudio y principalmente a
la influencia racial, ya que pueden existir subgrupos genéticos incluso entre mestizos
Mexicanos, debido a que estudios genéticos han estimado que los mestizos del
Occidente de México tienen un mayor componente genético de origen Europeo
occidental (=60%), seguido de Amerindio (=25%) y Africano (=15%), mientras que
los mestizos del Centro de México tienen menor ascendencia Europea (40). Sin
embargo, estos resultados también fueron diferentes a los encontrados previamente
en nuestro equipo de trabajo en pacientes con AR (39), ya que reportaron que el
alelo T se asocia con un efecto protector para AR (OR 0.64, IC 95% (0.45-0.92);
p=0.011), lo que se justifica debido a que se observd que el alelo T se asocia con
menores niveles de expresion del mRNA del gen PRL, similar a lo previamente
reportado por Stevens y cols.,2001, por lo que nuestros resultados deben ser
interpretados con precaucion debido a que el valor de p observado es muy cercano
a 0.05 y el intervalo de confianza inferior es cercano a la unidad, lo que le da un bajo
poder estadistico a la asociacion observada en el presente estudio y podria indicar
gue las diferencias entre las distribuciones genotipicas observadas pueden ser una

asociacion estadistica mas que funcional.



Por otra parte, se compararon las frecuencias genotipicas del SNP -1149 G>T de
acuerdo al modelo genético recesivo con las caracteristicas clinicas de los pacientes
con LEG y se observo que en los portadores del genotipo TT existian individuos con
mayor indice de dafio segun el indice SLICC y habia mayor frecuencia de pacientes
seropositivos a anticuerpos anti-RNP, lo que sugiere que este genotipo, ademas de
conferir susceptibilidad a la enfermedad, también puede contribuir en la

fisiopatologia de las caracteristicas autoinmunes presentes en LEG.

Estos hallazgos también fueron diferentes a los encontrados previamente en nuestro
equipo de trabajo (39) en pacientes con AR, ya que se observaron titulos de anti-
CCP mas elevados entre los portadores del genotipo GG, comparados con los
portadores del alelo T. Estas diferencias entre el genotipo y la produccion de auto-
anticuerpos pueden ser debidas al ambiente diferencial de cada enfermedad, puesto
gue existen ademas de PRL, otras citocinas que pueden estar contribuyendo en la
generacion de auto-anticuerpos. Una de estas citocinas puede ser IL-10, ya que se
ha demostrado que induce fuertemente la activacion de células B y la produccion de
autoanticuerpos de manera dosis-dependiente; la produccién de esta citocina es
mayor en PBMCs de pacientes con LEG en comparacion con pacientes con AR (41),
por lo que en LEG, la IL-10 podria estar enmascarando el efecto atribuido al
polimorfismo -1149 G>T del gen PRL.

Por otra parte, es posible que in vivo, en leucocitos de sangre periférica de pacientes
con LEG, exista una produccion similar o mayor de otros factores de transcripcion
(ademas de GATA-3), que pueden estar reconociendo la secuencia creada por el
alelo T del SNP -1149 G>T e induciendo la transcripcion del gen PRL, contrario al
efecto in vitro sugerido para el factor de transcripcion GATA3. Por lo que el alelo T
puede estar asociado con niveles séricos incrementados de PRL, lo cual justificaria

las asociaciones del SNP con parametros clinicos observadas en este estudio.

Una vez relacionadas las frecuencias del SNP -1149 G>T con los parametros
clinicos, se compararon los niveles solubles de PRL en LEG y SC, encontrando
concentraciones séricas mas elevadas en los pacientes con LEG (7.5 ng/mL) en
comparacién con los SC (5.3 ng/mL), siendo estas diferencias estadisticamente
significativas (p<0.001). Estos resultados son similares a los reportados en varios



estudios (17,20,42), lo que apoya que en LEG existe una desregulacion en la
produccion de PRL y que esta citocina puede estar participando como un modulador

importante de la respuesta inmune (15).

El mecanismo exacto de como se alteran los niveles de PRL en pacientes con LEG
no esta claro, pero se sugiere una implicacion importante de las proteinas de la
familia CREB (elemento de respuesta a AMPc, del inglés cAMP response element-
binding), ya que funcionan como factores de transcripcion e incrementan la
expresion génica de PRL en los linfocitos. Estas proteinas son activadas mediante
fosforilacion y se ha descrito que las concentraciones de CREB fosforilado son més

elevadas en linfocitos de pacientes con LEG en comparacion con SC (43).

Por otra parte, se compararon los niveles de PRL por genotipo en pacientes con
LEG y SC para determinar la contribucion del SNP -1149 G>T sobre los niveles
solubles de PRL, asi como también para esclarecer la asociacion observada entre el
genotipo TT con pardmetros clinicos en LEG. Al realizar la comparacion, no se
observaron diferencias significativas entre los niveles de PRL por genotipo,
posiblemente porque este SNP se encuentra en el promotor extra-pituitario del gen
PRL y sabemos de antemano que la mayoria de la PRL es sintetizada por la
hipdfisis, bajo el control de un promotor independiente. No obstante, se observo una
tendencia de niveles de PRL més altos en lo portadores del genotipo TT en LEG,
contrario a los observado en SC. Esta tendencia apoya la asociacion del genotipo TT
con mayor dafo y presencia de anticuerpos anti-RNP observada en este estudio. No
obstante, no se descarta que la relacion inversa que se observa entre la produccion
de PRL dependiente de genotipo entre pacientes con LEG y SC pueda estar
indicando que independientemente del genotipo, existe un aumento en la sintesis de
PRL en pacientes con LEG debido al ambiente inflamatorio que cursan estos
pacientes, el cual puede estar potenciando la secrecion de esta hormona y
conllevando a valores alterados, los cuales se asocian con las manifestaciones y
pardmetros clinicos en LEG, a diferencia de los SC en la que los niveles séricos de

esta hormona no estan directamente relacionados con algun proceso patoldgico.



Adicionalmente, se evaluaron los niveles solubles de PRL con las caracteristicas
demograficas e indices de actividad de la enfermedad, encontrando una correlacion
negativa entre los niveles solubles de PRL y la edad (r= -0.33, p<0.001), indicando
gue a mayor edad, los niveles de PRL tienden a disminuir; lo cual es similar a lo
reportado por Vekemans and Robyn, 1975 (44). Una posible explicacion a estos
hallazgos es que los estrogenos en las mujeres disminuyen con le edad y debido a
que estimulan la produccion de PRL, su disminucion puede alterar directamente la
concentracion de PRL dependiendo de la edad.

Una correlacion negativa también se observd al comparar la PRL con el tiempo de
diagnodstico de la enfermedad (r= -0.02, p= 0.02). Esto fue corroborado cuando se
compararon los niveles de PRL estratificando en grupos de pacientes con <1 de un
afio de diagndstico de LEG y mayores de 1 afio de diagnostico (con edades e
indices MEX-SLEDA similares), observando niveles de PRL mas altos (9.1 ng/mL)
en pacientes con < 1 de un afo de diagnéstico de LEG en comparacion con los

pacientes de mas de 1 afio de diagndstico (6.6 ng/mL) (p=0.02).

Estos resultados nos permiten especular que independientemente de la edad y
actividad de la enfermedad, la PRL puede verse alterada en etapas tempranas del
LEG y puede participar de manera importante en el desarrollo de las
manifestaciones de la enfermedad, posiblemente como respuesta a una inflamacion
aguda inicial en LEG, lo cual es similar a lo reportado en modelos murinos de LEG
(45).

Ademas, se evalug la relacion de los niveles solubles de PRL con la actividad de la
enfermedad (indice Mex-SLEDAI), observando un ligero incremento de los niveles
solubles de PRL en los pacientes con actividad severa; sin embargo, no se
observaron diferencias significativas, tal vez debido a nuestro bajo porcentaje de
pacientes con actividad severa (7%). No obstante, existen estudios reportados
(46,47), que sustentan una correlacion positiva de los niveles solubles de PRL con la

actividad de la enfermedad.



Otro hallazgo importante, fue la tendencia de mayores niveles de PRL en pacientes
seropositivos a los autoanticuerpos anti-dsDNA, anti-La, anti-Ro y anti-Sm en
comparacion con pacientes seronegativos. Asimismo la asociacion de la presencia
de anticuerpos anti-RNP (p= 0.004) con niveles mas altos de PRL. Estos resultados
sugieren que la PRL puede ser un factor importante en la estimulacion de células B y
la subsecuente produccion de autoanticuerpos, por lo que la PRL puede estar
implicada en la pérdida de la tolerancia inmunoldgica. Esta hipotesis es apoyada por
un estudio previo, que reportd una correlacién positiva entre niveles solubles de PRL
con anticuerpos anti-dsDNA (r= 0.3, p= 0.04) y anti-cardiolipina (r= 0.3, p= 0.03) (48).

Ademas de lo antes descrito, también se ha reportado la capacidad de PRL para
inducir la produccion de auto-anticuerpos por células mononucleares de sangre
periférica de pacientes con LEG, posiblemente mediante la activacion de los
linfocitos T (via JAK2 y Stat5) mediada por la interaccion de PRL con su receptor
(PRL-R) (49). Dicha interaccion, conduce a la produccién y liberacion de una
variedad de citocinas incluyendo IL-1, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e interferén-a, que
estimulan la proliferacion y diferenciacion de células B (50), por lo que estos
hallazgos apoyan la teoria de que la PRL favorece la ruptura de la tolerancia

inmunoldgica, lo cual es preponderante en LEG.

Al igual que el mecanismo anterior, se han descrito otros 3 mecanismos por los
cuales PRL promueve la pérdida de tolerancia: a) incrementando la supervivencia de
células B mediante la induccién de moléculas antiapoptéticas como Bcl-2 y del
receptor de BAFF, una molécula de supervivencia de células B; b) interfiriendo con
los mecanismos de edicion del receptor mediante la induccion de RAG1 y RAG2, las
cuales son recombinasas encargadas de generar un receptor de células B (BCR) de
nueva especificidad; c) disminuyendo el umbral de activacion de células anérgicas,
un mecanismo de supervivencia de células autoreactivas con baja afinidad a

antigenos propios (51,52).

Por otra parte, se estratificaron los niveles solubles de PRL con base en pacientes
con o sin afeccién renal y se observdO que los pacientes con afeccion renal
presentaban mayores niveles de PRL (p= 0.03), lo que apoya que la PRL también

puede contribuir a mayor severidad de la enfermedad.



Una relacion semejante, entre PRL y afeccidon renal, ha sido reportada por otros
estudios (20,53). Ademas, algunos informes sugieren que la hiperprolactinemia
(HPRL) esta relacionada con nefritis lUpica, ya que se han encontrado niveles
elevados de PRL e IL-6 en suero y orina de pacientes con esta alteracion renal en
LEG (53,54).

Los mecanismos patogénicos responsables de la nefritis lapica implican la
produccién de autoanticuerpos, la deposicion de complejos inmunes y la activacion
de la cascada del complemento, lo cual es producto de la infiltracion del intersticio
renal por macrofagos y linfocitos B y T, que conllevan al subsecuente dafio de las
células renales, fibrosis intersticial y atrofia tubular (16). De acuerdo a este
mecanismo, la PRL en conjunto con otras citocinas, tales como IL-6, podrian estar
participando directamente en la activacion y diferenciacion de las células B,

potenciando asi, la produccion de anticuerpos y la formacién de inmunocomplejos.

Los resultados obtenidos en este estudio, apoyan la hipétesis de que la PRL y la IL-6
pueden activar a los linfocitos T y B que se infiltran en el tejido renal, lo que conduce
a la perpetuacion de la inflamacion, por lo que las altas concentraciones de PRL e
IL-6 que se han reportado en la orina de estos pacientes, pueden ser el resultado de
la sintesis local de ambos mediadores (16).

Resumiendo los hallazgos principales, en este estudio se encontré que el alelo T del
polimorfismo -1149 G>T de PRL es un marcador genético de susceptibilidad para
LEG y se asocia con mayor dafo, asi como con la presencia de anticuerpos anti-
RNP. Por otra parte, en LEG existe una desregulacién de los niveles de PRL, con un
aumento significativo en etapas iniciales de la enfermedad, lo que se asocia con la
presencia de anticuerpos anti-RNP y se ve una tendencia similar para anticuerpos
anti-dsDNA, anti-Ro, anti-La y anti-Sm, por lo que PRL puede ser un blanco

terapéutico en etapas iniciales de esta patologia.



CONCLUSIONES

o El genotipo TT del polimorfismo -1149 G>T en el gen PRL es un marcador de
susceptibilidad para LEG de acuerdo al modelo de herencia genético recesivo y
esta asociado con titulos altos de Anti-RNP y mayor actividad clinica en
poblacion del Occidente de México

o Los pacientes con LEG presentan valores de prolactina méas elevados que los

SC, lo cual apoya la implicacién de la PRL en la fisiopatologia de la enfermedad

o Los niveles solubles de PRL se ven incrementados en pacientes con diagndstico
de LEG menor a un afio y tienden a disminuir con el tiempo de evolucion de la
enfermedad, lo que sugiere que la PRL tiene un papel importante en el

desarrollo de las manifestaciones clinicas de LEG

o Los pacientes con LEG positivos para anti-RNP presentan altos niveles solubles
de PRL, lo que sugiere que la concentracion de PRL se asocia con la presencia

de anticuerpos anti-RNP en LEG

o Los pacientes con LEG que cursan con manifestaciones renales presentan
niveles incrementados de PRL, por lo que esta hormona puede estar

participando en el dafio renal caracteristico de estos pacientes
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