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Resumen para un correcto diganostico y seguimiento junto con el

disefio de terapias personalizadas que sean mas efec-

La identificacion de nuevos mecanismos moleculares tivas, que reduzcan la respuesta autorreactiva y res-
involucrados en el desarrollo de enfermedades autoin- guarden la competencia del sistema inmune. La alta
munes permitird elaborar nuevas herramientas clinicas incidencia de enfermedades autoinmunes sobre el sexo
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femenino, especialmente Lupus Eritematoso Sistémico
(LES) indica fuertemente que, siendo las hormonas fe-
meninas un factor clave en la diferenciacion fenotipica
de los diferentes géneros cromosomicos, éstas podrian
estar involucradas en los mecanismos autoinmunes sub-
yacentes y ser un factor de riesgo considerable. Diver-
sos estudios indican que existe una asociacion entre hi-
perprolactinemia y LES sugiriendo asi un rol importante
de prolactina (PRL) en estos trastornos. Las acciones de
PRL estan mediadas por su receptor (PRL-R) que puede
tener diferentes isoformas incluyendo una isoforma lar-
ga (PRL-RL) activadora formada por un dominio extrace-
lular, uno transmembrana y uno transductor de senales
intracelulares. La isoforma corta (del inglés “Short 1 b”
PRL-RS1b) carece del dominio citoplasmatico y por con-
siguiente no posee sefalizacion intracelular. Las isofor-
mas PRL-RS1b y PRL-RL se encuentran co-expresadas en
diferentes tejidos incluyendo 6rganos linfaticos. Aunque
la regulacion de las diferentes isoformas del PRL-R ha
sido estudiada extensivamente en el tracto reproductor
femenino, su expresion en células del sistema inmune
es indiscutiblemente desconocida. Debido a que alte-
raciones en la activacion de linfocitos T podrian con-
tribuir al desarrollo de autoinmunidad, la identificacion
de nuevos blancos terapéuticos relacionados con estas
células es de vital importancia para el disefio de nuevas
terapias y marcadores pronosticos de la enfermedad.
Con estos antecedentes, el objetivo de nuestro trabajo
fue evaluar el potencial del estudio de la expresion de
ARNm del PRL-R en la enfermedad lupica enrolando pa-
cientes femeninos en distintas fases de la enfermedad.
En este trabajo evaluamos mediante PCR en tiempo real
la expresion de ARNm de las diferentes isoformas del
PRL-R en células inmunes de sangre periférica de pa-
cientes lUpicos del sexo femenino. Ademas, correlacio-
namos los valores obtenidos de la expresion del PRL-R
con la severidad de la enfermedad. Logramos identificar
exitosamente la presencia de PRL-RS1b y PRL-RL en las
muestras de pacientes e individuos saludables. Sin em-
bargo, la abundancia de ARNm de ambas isoformas no
resultd en diferencias significativas entre pacientes e
individuos saludables del grupo control. Los datos arro-
jados en este proyecto contribuyen a la comprension de
las interacciones entre el sistema inmune y enddcrino
en la salud y en la enfermedad en donde nuestro aporte
indica que los niveles de PRL-R no cambiarian sustan-
cialmente en la enfermedad lipica. Ademas, el éxito
del proyecto a largo plazo también contribuira a la sa-
lud publica con el desarrollo de nuevos conocimientos
sobre una descripcion molecular del PRL-R enfocado en
la prognosis de LES.
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Objetivo general

Evaluar el estudio del ARNm de las isoformas del PRL-R
como herramienta clinica para el seguimiento y prognosis
de LES.

Teniendo en cuenta que ain no se han desarrollado tera-
pias completamente eficientes y junto con la necesidad
de mejorar las herramientas clinicas para el tratamiento
de trastornos autoinmunes nos proponemos desarrollar los
siguientes objetivos especificos:

Objetivo especifico 1.

Estudiar la expresion ex vivo de ARNm de las diferentes
isoformas del PRL-R en células del sistema inmune de pa-
cientes con Lupus Eritematoso Sistémico, obtenidas de
sangre periférica

Objetivo especifico 2.

Evaluar y correlacionar los niveles de expresion de ambas
isoformas del receptor de prolactina con la severidad de
la enfermedad.

Hipotesis:

La expresion de ARNm de las isoformas del PRL-R en cé-
lulas del sistema inmune de pacientes con LES presenta
diferencias en sus niveles de expresion comparados con
individuos sanos.

Materiales y métodos
Pacientes

Para el desarrollo de los objetivos especificos se recluta-
ron individuos pertenecientes a un grupo control y un gru-
po LES segun las siguientes especificaciones de inclusion:

Grupo control: compuesto por 5 pacientes control. Los
mismos seran pacientes sanos, de sexo femenino. Con
edades comprendidas entre los 20 y los 65 afios. Sin en-
fermedades conocidas y que no estén realizando ningln
tratamiento farmacologico. Se excluyeron mujeres emba-
razadas, menopadsicas o en periodo de lactancia.

Grupo LES: compuesto por 9 pacientes con LES, de sexo
femenino, que asisten al servicio de reumatologia y enro-
lados por médicos pertenecientes al Instituto de Inmuno-
logia del Hospital Central de Mendoza.
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Criterios de Inclusion para grupo LES:

1. Mayores de 18 anos y menores de 65 afos

2. Pacientes que cumplan con los criterios revisados del American
College of Rheumatology para el diagnostico del Lupus Eritematoso
Sistémico y Artritis Reumatoide

3. Pacientes que a criterio del reumatologo tratante tenga enferme-
dad “clinicamente estable” que haga poco probable la necesidad de
ajuste de dosis de esteroides o cualquier inicio de un nuevo trata-
miento inmunosupresor durante el curso del estudio o ambos

4. Inicio de la enfermedad al menos 6 meses antes de la inclusion
en el estudio

5. Enfermedad activa con SLEDAI-2k >= 6

6. Uso de hidroxicloroquina dosis estable por 3 meses

7. Uso de micofenolato o Azatioprina o metotrexate estable

8. En el caso de mujeres en edad fértil se consultara sobre el uso de
método anticonceptivo.

Criterios de Exclusion para grupo LES:

1. Diagndstico concomitante de otra enfermedad autoinmune como,
pero no exclusivamente, Esclerosis Multiple, Diabetes Mellitus tipo 1,
Esclerodermia, Artritis Idiopatica Juvenil

2. Diagnostico concomitante de alguna enfermedad crdénica como,
pero no exclusivamente, Diabetes Mellitus tipo 2, Insuficiencia Renal
Cronica, Cirrosis Hepatica, Sindrome de Inmunodeficiencia Adquiri-
da, tumores solidos y/o neoplasias hematoldgicas, Insuficiencia Car-
diaca, Limitacion Cronica del Flujo Aéreo

3. Embarazo o intencion de embarazo en el ano del estudio

4. Manifestaciones de enfermedad que a juicio del los investigadores
sean graves y hagan que sea inapropiado el ingreso al estudio. Ejem-
plos: vasculitis del sistema nervioso central, psicosis lUpica, nefritis
lUpica activa, trombocitopenia < 50.000, Hb< 8 gr/dL Leucopenia
<3000, linfopenia< 400

5. Manifestaciones de enfermedad que amenacen la vida
6. Uso de dosis de prednisona> 30 mg diarios
7. Uso de terapia bioldgica en los 6 meses previos a la visita basal. Se

excluye la ciclosporina, clorambucil, ciclofosfamida en los 6 meses
anteriores
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8. Infecciones graves (uso de antibidticos iv, oportunistas, tuberculo-
sis latente, herpes zoster) seis meses antes de la visita basal

9. Niveles de Inmunoglobulinas plasmaticas bajo lo normal

10. Pruebas hepaticas > 3 veces el normal. Electrocardiograma anor-
mal o radiografia de térax anormal

11. Uso de terapia anticoagulante o sindrome antifosfolipidos aso-
ciado con LES

12. Haber recibido vacunas a virus atenuado durante el Gltimo ano
13. Tener VIH, VHB y/o VHC
Bioética y bioseguridad

Los pacientes fueron comunicados de forma simple sobre el estudio
para asegurar su correcta comprension. Se les ha informado sobre la
utilizacion de los datos del estudio y han firmado un consentimien-
to informado en forma individual. Los protocolos y el documento
consentimiento informado desarrollados en el presente proyecto se
encuentran aprobados por el comité de bioética de la Facultad de
Ciencias Médicas de la UNCuyo y el comité de docencia e investiga-
cion del Hospital Central Mendoza. De la misma manera, todas los
mecanismos de procesamiento de las muestras cuentan con estricta
supervision de protocolos de bioseguridad.

Obtencidén de células mononucleares de sangre
periférica

Se obtuvo 20 mL de sangre periférica anticoagulada con EDTA. Se se-
pararon células mononucleares de sangre periférica (PBMC en inglés)
por el método de Ficoll-Hypaque convencional. La sangre obtenida
fue diluida a la mitad con solucion fisiologica estéril obteniendo una
suspension celular de 40 mL. Posteriormente, 10 mL de sangre fue
vertida suavemente sobre 3 mL de Ficoll-Hypaque colocado previa-
mente en un tubo conico estéril de 15 mL. Este procedimiento se
realizo en 4 tubos en forma simultanea. Posteriormente, los tubos
fueron centrifugados por 20 min a 1800 rpm a temperatura ambien-
te. Al finalizar, la células mononucleares se encuentran en una capa
intermedia del tubo de 15 mL. Estas células son aspiradas en forma
cuidadosa mediante la utilizacion de pipetas pasteur estériles de 3
mL y depositadas en un tubo nuevo de 15ml. Las células obtenidas
son lavadas con solucion fisiologica y centrifugadas para descartar
los residuos del Ficoll-Hypaque. De esta manera se obtienen aproxi-
madamente 4*10¢ células/mm?3.

ARN y ADNc

Las células obtenidas fueron procesadas para obtener y purificar
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ARN utilizando el reactivo de TRIZOL (Invitrogen). Esta
técnica se fundamenta en una primera extraccion con
solvente organico y luego su precipitacion con isopropa-
nol. Posteriormente 2 microgramos de ARN total fueron
utilizados para sintetizar ADNc utilizando la enzima MMLV
transcriptasa reversa y oligodT como primers especificos
para ARNm (poli A) totales segln las especificaciones de
reaccion del comerciante.

PCR en Tiempo Real

Se realizaron ensayos de PCR en tiempo real para la cuan-
tificacion de mRNA de las diferentes isoformas del PRL-R.
Los mismos se llevaron a cabo en el equipo Corbett 6000
(Quiagen, Inc) utilizando tres réplicas técnicas por cada
muestra ensayada). La abundancia de los niveles de ex-
presion de ARNm se realizd6 mediante el analisis de 2(-
AACt) utilizado ampliamente para una comparacion de
abundancia de ARNm entre dos grupos utilizando como
gen de referencia (o housekeeping gene) al gen de actina.
Las secuencias utilizadas fueron: ACTINA humana Fw AAA-
GACCTGTACGCCAACAC y Rv GTCATACTCCTGCTTGCTGAT;
PRL-RL Fw CCTTGTCCAGGTTCGCTGCAAA y Rv AGATGAG-
CATCAAATCCTTTTA; PRL-R1b (corto) Fw TAAATGGTCTC-
CACCTACCCTGAT y Rv CACCTCCAACAGATGAGCATCAA-
ATCC. Los ciclos utilizados fueron de 3 pasos utilizando
95° 30seg-60° 30seg-72° 30seg en los 3 genes estudiados.
Los productos generados por las PCR fueron secuenciados
previamente para corroborar la identidad de los mismos
y que correspondan especificamente con las secuencias
del PRL-R. Los datos obtenidos fueron analizados con el
programa GraphPad y Microsoft Excel.

Marco teédrico del tema en estudio y
antecedentes

Durante muchos anos se han reportado numerosos avances
en relacion a los mecanismos patogénicos de las enfer-
medades autoinmunes 1, 2. Sin embargo, ain no se han
desarrollado terapias especificas y eficaces para trastor-
nos autoinmunes sistémicos como el Lupus Eritematoso
Sistémico (LES) o Artritis Reumatoide (AR)3, 4. La gran
heterogeneidad que rodea todos los ambitos de las en-
fermedades autoinmunes como su prognosis, diagnostico,
tratamiento y etiologia perjudica el desarrollo de nuevas
terapias 5. A pesar de numerosos esfuerzos enfocados en
la bUsqueda de terapias mas eficaces para las enferme-
dades autoinmunes sistémicas, la mayoria de las terapias
actuales se fundamentan en la administracion de drogas
inmunosupresoras conduciendo a una supresion generali-
zada que puede llevar a severas complicaciones 6. Debido
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a esto, es crucial identificar mecanismos patogénicos en el
desarrollo de autoinmunidad en forma individualizada asi
permitiendo disefar terapias inmunosupresoras personali-
zadas que resguarden la competencia del sistema inmune.

Actualmente, se postula que multiples factores intervie-
nen en el desencadenamiento de las enfermedades au-
toinmunes incluyendo componentes genéticos, ambien-
tales, infecciosos y hormonales que confieren una mayor
susceptibilidad o mayor riesgo pero no aseguran su desa-
rrollo 7-9. La alta incidencia de enfermedades autoinmu-
nes sobre el sexo femenino respecto del masculino sugiere
que la homeostasis hormonal del género femenino es un
factor de riesgo muy importante 10.

En los Ultimos afos se ha avanzado mucho en el conoci-
miento del rol modulador de PRL sobre el sistema inmu-
ne 11-13. Se ha realizado aportes cientificos sobre el rol
de PRL en la regulacion del sistema inmune demostrando
que niveles de PRL disminuidos durante la lactancia dis-
minuyen la cantidad de linfocitos T presentes en glandula
mamaria 14.

Estudios indican que en el timo PRL tendria un rol sobre
la diferenciacion de linfocitos T promoviendo la sobrevi-
da de timocitos CD4-CD8- y su diferenciacion a timocitos
CD4+CD8+15. PRL participa en la activacion de linfocitos
T, principalmente incrementando su intensidad 16, 17, y
aumentando la respuesta proliferativa de linfocitos T fren-
te a mitdgenos como asi también la produccion de IL-2 18.

Adicionalmente, PRL posee efectos antiapoptoéticos sobre
linfocitos B con un aumento en la produccion de anticuer-
pos 12, 19. En células dendriticas, PRL aumenta la expre-
sion de MHCIl y CD40, y la produccion de IL6 e IL12, promo-
viendo asi su capacidad estimuladora de linfocitos T 20.

La sintesis y secrecion principal de PRL es un proceso
complejo que se produce en las células lactotropas de la
glandula pituitaria anterior (o hipdfisis), y que esta bajo el
control de mdltiples factores estimuladores e inhibidores
21. La dopamina secretada por neuronas hipotalamicas es
el principal regulador negativo de la secrecion de PRL pi-
tuitaria, actuando sobre el receptor de dopamina D2 en
la membrana de las células lactotropas 22. PRL ejerce un
efecto de retroalimentacion negativa indirecta sobre su
propia secrecion actuando sobre neuronas hipotalamicas
dopaminérgicas 21. Se ha demostrado también que PRL
puede producirse en numerosos tejidos extrapituitarios,
tales como decidua, glandula mamaria, ovario, prostata,
testiculo, linfocitos, células endoteliales, cerebro, piel,
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foliculos pilosos, tejido adiposo y coclea pero su funcion a
estos niveles todavia no esta bien esclarecida 21-23.

Se ha reportado una asociacion entre hiperprolactinemia
(hiperPRL) y enfermedades autoinmunes sistémicas (LES
y AR), como asi también con enfermedades autoinmunes
especificas de o6rgano (Diabetes Mellitus tipo I, Tiroiditis
de Hashimoto y Esclerosis MUltiple) 24-27. Para el caso de
LES, estudios pre-clinicos indican que una hiperPRL se co-
rrelacionaria con el grado de actividad de la enfermedad
y con titulos elevados de autoanticuerpos 26; sin embargo
otros estudios no lograron encontrar la misma asociacion
25. En cambio, en modelos animales de LES se observo una
correlacion marcada entre los niveles de PRL circulante
y la severidad de la enfermedad 11, 19. Estudios pre-cli-
nicos han reportado que el tratamiento con inhibidores
de la liberacion de PRL disminuye el nimero de recaidas
en pacientes con LES, sugiriendo asi un rol importante de
PRL en el desarrollo de autoinmunidad28. Los mecanismos
por los cuales una hiperPRL se asociaria al desarrollo de
autoinmunidad no se conocen claramente y por ello es im-
portante avanzar en el estudio de los efectos de PRL sobre
linfocitos T.

Las acciones de PRL estan mediadas por su receptor 29, el
cual esta formado por un dominio extracelular, un domi-
nio transmembrana y un dominio transductor de senales
intracelular altamente conservado entre especies 30. El
gen del PRL-R contiene diferentes exones que por em-
palmes alternativos pueden generar diversas isoformas.
Estas isoformas poseen un dominio extracelular idéntico,

pero difieren en el tamafo y la secuencia de la porcion
intracelular, que puede ser corta, larga o intermedia pre-
sentando algunas diferencias entre humano y murino 31.
La isoforma corta del PRL-R (PRL-RC) carece del dominio
citoplasmatico y por consiguiente no posee sefializacion
intracelular 31. La isoforma larga del PRL-R (PRL-RL) se
dimeriza en forma constitutiva y luego de la unién de una
sola molécula del ligando (PRL) transmite una sefal a tra-
vés de proteinas citoplasmaticas asociadas 32. Por otro
lado, heterodimeros de PRL-RL y PRL-RS1b son funcional-
mente inactivos y no pueden conducir la transmision de
sefales 33. Ademas de las diferentes isoformas unidas a la
membrana, podemos encontrar una isoforma soluble del
PRL-R (PRL-RS) constituida por la porcion extracelular 34.

En la lactogénesis, el sefalamiento del PRL-RL en glandula
mamaria e higado es diferente. De forma similar, la expre-
sion de ARNm del PRL-RL se encuentra regulado de ma-
nera diferencial entre higado y glandula mamaria 35, 36.

Las isoformas PRL-RC y PRL-RL se encuentran co-expre-
sadas en diferentes tejidos incluyendo drganos linfaticos
como timo y bazo, siendo la isoforma PRL-RL la mas ex-
presada 37, 38. Utilizando anticuerpos contra el dominio
extracelular del PRL-R que se unen a ambas isoformas in-
distintamente, se ha demostrado que monocitos, macro-
fagos, células dendriticas, linfocitos T CD4+, T CD8+, TyJ,
linfocitos B, NK, granulocitos y células epiteliales timicas
expresan el PRL-R 15, 38-40. La regulacion de las diferen-
tes isoformas del PRL-R y su activacion han sido estudiadas
principalmente en el tracto reproductor femenino y glan-

Tabla 1. Caracteristica clinicas de la cohorte de pacientes LES e individuos saludables

Grupo Control* Grupo LES*

Sexo Femenino 5/5
Edad 28 (26-30)
Edad de inicio no aplica
Edad de diagnostico no aplica
Duracion (anos) no aplica
Demora diagnostica (afios) no aplica
Tratamiento no aplica

Femenino 9/9

31 (27-41)

25,8 (16-40)

26,8 (16-40)

5,1 (1-11)

1(0,2-3)

frecuente: metilprednisona, HCQ intermedio:azatioprina,
ciclofosfamida, micofenolato, raro: metotrexato

*media (rango)
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dula mamaria 41, estando reguladas por mecanismos endocrinos,
paracrinos y autocrinos mediados por hormonas del ciclo ovarico 37.
Por el contrario, la modulacion de PRL-RL y PRL-RS1b en linfocitos
T durante enfermedades autoinmunes es completamente descono-
cida. Debido a que alteraciones en la activacion y sefalizacion de
linfocitos T puedan contribuir al desarrollo de enfermedades autoin-
munes, la identificacion de nuevos blancos terapéuticos linfocitarios
es de vital importancia para el disefo de tratamientos eficaces como
asi también la generacion de nuevos marcadores pronosticos de la
enfermedad 42.

Se podria especular entonces que debido a fallas en la regulacion de
la expresion del PRL-RS1b, el cual carece de sefialamiento, conduci-
ria a un menor efecto sobre la modulacion de la activacion mediada
por PRL y PRL-RL durante la activacion de linfocitos T. En individuos
susceptibles, estas fallas en la regulacion podrian favorecer el inicio
y la progresion de patologias autoinmunes. Por el contrario, la induc-
cion farmacoldgica del PRL-RS1b podria suprimir respuestas inflama-
torias exacerbadas siendo una potencial estrategia terapéutica para
las enfermedades autoinmunes.

Resultados

Para evaluar la expresion de ARNm de las dos isoformas principales
del PRL-R en células inmunes de pacientes autoinmunes y valuar su
potencial uso como biomarcador, iniciamos un estudio clinico des-
criptivo no intervencionista. Enrolamos a pacientes mujeres con LES
y mujeres saludables. No se incluyeron hombres en el estudio. Se
obtuvieron 14 muestras de sangre periférica, donde 5 pertenecie-
ron a mujeres saludables denominado grupo control; y 9 muestras
provenientes de pacientes con LES. La totalidad de las muestras co-
rresponde al sexo femenino. La edad promedio de las mujeres que
conformaron el grupo de pacientes con LES fue de 31 anos, con un
limite superior de 41 afos y un limite inferior de 19 afos (Tabla 1). La
duracion de la enfermedad al momento de la toma de muestra fue
en promedio de 5,1 anos. En cuanto a las manifestaciones clinicas de
la enfermedad dentro del grupo estudiado ninglin paciente presen-
taba fiebre, mialgias, miositis, disminucion de peso o Ulceras orales.
En la figura nimero 1 se observa el porcentaje de pacientes con las
principales manifestaciones clinicas presentes en LES.

En base a los datos clinicos obtenidos podemos concluir que nuestra
poblacion en estudio se comporta de forma similar a lo reporta-
do por numerosos estudios donde la heterogeneidad clinica es muy
marcada 43.

De forma similar, los parametros de laboratorio de los pacientes con
LES también fueron similares a lo reportado previamente al momen-
to de la extraccion de la muestra 44. La figura 2 muestra el por-
centaje de pacientes con cada una de las principales alteraciones
bioquimicas. La totalidad de los pacientes presentaba Anticuerpos
anti-nucleares (ANA) positivos. Si bien un pequeno porcentaje pre-
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Figura 1. Manifestaciones clinicas mds importantes

de los pacientes en estudio.
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Figura 2. Parametros bioquimicos e inmunoldgicos
mds importantes de los pacientes en estudio.
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sentaba proteinuria, no presentaban alteraciones del indi-
ce de filtrado glomerular al momento del estudio.

Teniendo en cuenta que nuestra cohorte de pacientes se
comportaba de una manera esperada se procedi6 a conti-
nuar con los analisis de ARNm especifico para PRL-R.
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Posteriormente evaluamos la expresion de ARNm de las
diferentes isoformas del PRL-R por PCR en tiempo real en
las muestras de PBMC de nuestra cohorte de pacientes con
Lupus siguiendo los protocolos descriptos en materiales y
métodos. Los resultados obtenidos indican que PBMC ex-
presan ambas isoformas del PRL-RL y S1b, y que éstas se
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Figura 3. Curva de amplificacién de PRL-RL en células de cdncer de mama (MCF7) con alta alta expresion de PRL-RL en rojo,

y tres muestras de nuestro estudio en verde claro, verde oscuro y celeste. En gris se observa la curva de amplificacion de
una muestra negativa que consiste en la carga de ARN pero sin la transcripcion reversa para generar ADN copia.
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Tabla 2. Parametros estadisticos de las poblaciones de datos analizados.

PRL-RS1b PRL-RL/PRL-RS1b

estadisticos Control Control Control

n 5 9 5 9 5 9
Minimo 0,5021 0,3134 0,5021 0,3134 0,8044 1,018
25% Percentilo 0,7004 0,5028 0,7004 0,5028 0,8940 1,032
Mediana 1,245 0,7610 1,245 0,7610 1,025 1,130
75% Percentilo 1,336 1,326 1,336 1,326 1,111 1,318
Maximo 1,401 1,391 1,401 1,391 1,162 1,501
Media 1,063 0,8630 1,063 0,8630 1,007 1,180
Desviation Estandar 0,3647 0,4115 0,3647 0,4115 0,1311 0,1710
Error Estandar 0,1631 0,1372 0,1631 0,1372 0,05864 0,05699
95% 1C menor 0,6107 0,5466 0,6107 0,5466 0,8444 1,048
95% IC mayor 1,516 1,179 1,516 1,179 1,170 1,311
Coef. Variacion 34.29% 47.69% 34.29% 47.69% 13.02% 14.49%

* p<0,05 t test, media control vs LES
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pueden cuantificar exitosamente como se puede observar
en la figura 3 donde se evidencian las curvas de amplifi-
cacion de PRL-RL.

Al analizar la expresion de las diferentes isoformas del
PRL-R no se evidencian diferencias significativas entre las
medias de los pacientes con LES en comparacion con las
mujeres saludables encontradas en el grupo control.

A continuacion se presenta una tabla con las medidas
estadisticas mas importantes obtenidas del procesamien-
to de los datos de la expresion de ambas isoformas del
PRL-R en células PBMC en los dos grupos de pacientes
estudiados.

Posteriormente se determind si la expresion de las
isoformas del PRL-R se asocia con la actividad de la
enfermedad y su duracidn para asi evaluar su poten-
cial como biomarcador en la prognosis y tratamiento
de LES. Determinamos mediante un analisis de corre-

lacion de Spearman entre la expresion de PRL-RL (Fi-
gura 4 Ay D), o PRL-RS1b (Figura 4 B y E), o PRL-RL/
PRL-RS1b (Figura 4 C y F), y la actividad utilizando el
indice SLEDAI, o duracion de la enfermedad. Como se
puede observar en la figura 5, no logramos identifi-
car ninguna correlacion estadisticamente significativa
(r>0,69; p>0,05). Se evidencian tendencias positivas
entre los niveles de las diferentes isoformas, actividad
y duracion.

Por el contrario a lo que habiamos evidenciado sobre
un aumento en la razon PRL-RL/PRL-RS1b en los pa-
cientes con LES respecto al grupo control, este indice
no mostro correlacion alguna con SLEDAI y duracion
(Figura 4 C y F). Con este analisis podemos llegar a la
conclusion de que no existe evidencia muestral sufi-
ciente para demostrar una asociacion entre la expre-
sion relativa de las distintas isoformas del PRLR con la
duracion de la enfermedad en pacientes con LES. La
figura nimero 5, lo demuestra graficamente.

Figura 4. Andlisis de correlacion entre la expresion de ARNm de las isoformas de PRL-R, actividad y duracion
de la enfermedad. En ningun caso se observa una correlacion estadisticamente significativa. PRL-RL vs SLE-
DAl y duracion (A 'y D), o PRL-RS1b vs SLEDAI y duracién (B'y E), o PRL-RL/PRL-RS1b vs SLEDAI y duracién (C y

F). El test estadistico utilizado fue Spearman r tomdndose como correlacion estadisticamente significativa
cuando r>0,69 y p>0,05.
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Discusion

Los presentes resultados demuestran que células inmunes
de sangre periférica expresan transcriptos de PRL-RL y
PRL-RS1b y que éstos se pueden cuantificar exitosamente.
Estos hallazgos son similares a reportes de los Gltimos afios
donde se demuestra la expresion de PRL-RL en células in-
munes 45. Sin embargo, la expresion de la isoforma corta
en células inmunes todavia es un tema de debate. Para
nuestro conocimiento, este es un resultado inédito don-
de logramos cuantificar de manera exitosa los niveles de
ARNm del PRL-RS1b. Sin embargo, no se encontré una co-
rrelacion entre la expresion de las diferentes isoformas y
la actividad de la enfermedad o el tiempo de duracion de
la misma. Esto uUltimo es un hallazgo original que ayudara
a comprender la regulacion de la transcripcion de genes
relacionados con el sistema PRL / PRL-R y su impacto en la
sintomatologia del lupus.

En nuestro trabajo demostramos que PBMC provenientes
de nuestro grupo de pacientes con LES no presenta dife-
rencias en la expresion de ARNm de PRL-RL, o PRL-RS1b,
comparado con mujeres saludables. Por el contrario, esta
reportado que Linfocitos T efectores de pacientes con LES
presentan diferencias en la expresion de PRL-RL compara-

Diagnéstico Clinico Aplicado

do con individuos saludables 45. Esta falta de concordan-
cia entre nuestro trabajo y la de Legorreta y col (2016)
podria deberse a la utilizacion de diferentes muestras. En
nuestro caso utilizamos células mononucleares que inclu-
yen linfocitos (B, T, Treg y NK) y monocitos, mientras que
en el trabajo citado utilizan linfocitos T efectores purifica-
dos. Sin embargo, la utilizacion de un indice PRL-RL/PRL-
RS1b para identificar posibles alteraciones en el sistema
PRL - PRL-R en muestras de pacientes con LES podria ser
utilizado en el futuro.

Legorreta y col también evidenciaron que los niveles de
PRL-RL estan asociados a la severidad de la enferme-
dad45. Por el contrario, en nuestro trabajo no logramos
identificar una correlacion entre los niveles de PRL-RL, o
PRL-RS1b, y la severidad de la enfermedad. Sin embar-
go se observa una tendencia positiva entre los niveles de
PRL-RL, como asi también de PRL-RS1b, con la actividad
de la enfermedad simulando lo observado por Legorreta
(2016). La falta de significancia estadistica podria deberse
a que nuestra cohorte de pacientes es mas pequefo que
el descripto por Legorreta 45. Adicionalmente evaluamos
la correlacion entre PRL-RL, PRL-RS1b y la duracion de la
enfermedad. De forma similar a lo observado con el SLE-
DAI, no se encontro correlacion alguna.
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Conclusiones

Para nuestro conocimiento, este es el primer reporte
donde se evalla una correlacion entre PRL-RS1b, SLEDAI y
duracion. De forma similar, el estudio de la expresion de
las isoformas del PRL-R en las diferentes poblaciones lin-
focitarias purificadas es crucial para continuar con nues-
tro estudio. En resumen, los datos que nacen de nuestro
estudio no evidencian una gran ventaja en la utilizacion
del estudio de las diferentes isoformas del PRL-R como
marcador de LES. Sin embargo, la utilizacion del indice
PRL-RL/PRL-RS1b podria colaborar en una futura clasifi-
cacion detallada de los pacientes con LES aunque en este
estudio no logramos asociar la expresion de las isoformas
con parametros clinicos de la enfermedad. El estudio de
la expresion de PRL-R como asi también parametros epige-
néticos relacionados a la regulacion de su transcripcion en
poblaciones leucocitarias purificadas podria resultar mas
eficiente y clinicamente relevante.
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