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RESUMEN 

Introducción. La ontogenia del linfocito B se inicia en medula ósea, donde las células 

precursoras pasan por distintos estadios de maduración hasta linfocito B inmaduro, en este 

estadio las clonas auto-reactivas son eliminadas por mecanismos de tolerancia central como 

la edición del receptor o muerte por apoptosis. Se ha demostrado que el receptor de PRL se 

encuentra expresado en linfocitos B. La línea celular WEHI-231 que presenta un fenotipo de 

linfocito B inmaduro tiene como característica que al entrecruzar el BCR se induce muerte por 

apoptosis.  Ha sido ampliamente usada como modelo para el estudio de la tolerancia; en 

estas células se demostró la expresión de la isoforma larga del receptor de PRL y, al 

incubarlas con esta hormona se encontró un incremento en la sobrevida de estas células. La 

prolactina (PRL) es una proteína globular compuesta por 199 aminoácidos. Esta hormona es 

producida por las células de la hipófisis anterior y de manera extra-hipofisaria en células del 

sistema inmune como linfocitos T y B entre otras. El receptor de PRL pertenece a la familia de 

receptores de citocinas tipo I. En ratón se han descrito cuatro isoformas del receptor (una 

larga y tres cortas). La unión de la PRL con su receptor induce la dimerización del mismo, 

iniciando la cascada de señalización, la cual activa las vías de señalización JAK-STAT, MAPK 

y PI3K-AKT. Objetivo. Determinar la participación de la prolactina y su receptor en la 

apoptosis, así como las vías de señalización inducidas por la PRL en una línea celular de 

linfocito B inmaduro. Metodología. Las células WEHI-231 se incubaron con PRL durante una 

hora y posteriormente se entrecruzó el BCR con fragmentos anti-IgM F(ab)2; después de 48 

horas se determinó la apoptosis mediante el marcaje con Anexina V y caspasa-3 por 

citometría de flujo. Además, se determinó la expresión de las proteínas fosforiladas STAT-1, 

STAT-3, STAT-5, AKT y ERK1/2 mediante citometría de flujo en las células estimuladas con y 

sin PRL. Resultados. Se encontró una disminución en el porcentaje de células Anexina V y 

caspasa-3 positivas después de incubar una hora con PRL y con anti-IgM F(ab)2 en 

comparación con las células estimuladas solo con anti-IgM F(ab)2.  También demostramos 

que la unión de la PRL a su receptor promueve la activación de las moléculas STAT-1, STAT-

3, AKT y ERK1/2 en las células WEHI-231. Conclusiones. La PRL rescata de la apoptosis 

inducida por entrecruzamiento del BCR a las células WEHI-231; a través de la isoforma larga 

del receptor de PRL, activando las vías de señalización JAK-STAT-3, PI3K-AKT y MAPK. 
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INTRODUCCIÓN  

 

MADURACIÓN Y DIFERENCIACIÓN DEL LINFOCITO B 

En médula ósea las células madres hematopoyéticas (HSC) se diferencian al progenitor 

linfoide temprano (ELP) que da lugar al progenitor linfoide común (CLP), los linfocitos B 

surgen a partir de estos progenitores que también pueden dar origen a linfocitos T y células 

NK (1,2). Este proceso de maduración requiere de diferentes señales y factores de 

transcripción (PU.1, Ikaros, E2A, EBF, FOXO1 Pax5, Bcl-6, Blimp-1, IRF4, IRF8) que en 

conjunto reclutan proteínas que activan genes del linaje B o reprimen genes asociados a otros 

linajes (3,4). 

 

Los distintos estadios de maduración del linfocito B en médula ósea se pueden diferenciar por 

la expresión de moléculas de superficie (fenotipo) y por la recombinación de genes de las 

inmunoglobulinas (Ig´s), cadena pesada (IgH) y ligera (IgL) (5,6). Ambas cadenas están 

formadas por regiones variables y constantes; la región variable de IgH está formada por los 

segmentos que son codificados por los génes VDJ, mientras que la IgL se genera a partir de 

los genes VJ. A este proceso se le conoce como recombinación V(D)J y es mediado por las 

proteínas RAG1/RAG2 (7).  

 

El primer estadio en el linaje del linfocito B es el pro-B, se caracteriza por presentar un 

fenotipo B220+CD93+IgM−CD43+CD25-CD23- y por la recombinación del fragmento variable 

de IgH. La primera recombinación de IgH en pro-B se da entre los fragmentos DH y JH 

(DHJH), seguida de la recombinación del fragmento VH con DHJH, posteriormente se une la 

parte constante (µ) por un mecanismo de “splicing” alternativo. Cuando IgH ha sido 

exitosamente expresada, se asocia con las proteínas de señalización Igα (CD79a) e Igβ 

(CD79b) y la cadena ligera subrrogada formada por  5 y Vpre-B, generando el receptor de 

antígeno del linfocito pre-B (pre-BCR) que marca la última fase del linfocito pro-B. La 

expresión en superficie del pre-BCR indica que la recombinación de genes de la cadena IgH 

se ha realizado correctamente y regula el proceso de selección positiva de linfocito pro-B a 

pre-B (5,6). 
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Los linfocitos pre-B tienen un fenotipo B220+CD93+IgM−CD43-CD25+CD23-. En este estadio 

la señalización del pre-BCR junto con la del receptor de IL7 inducen la proliferación de los 

linfocitos pre-B que sirve para aumentar el número de células que ya han tenido éxito en la 

recombinación de la cadena IgH.  Los cuales se diferencian hacia linfocitos pre-B “pequeños” 

en donde se lleva la recombinación de genes de la cadena IgL, paso importante para 

continuar con la diferenciación del linfocito B. Al recombinarse exitosamente IgL se une a IgH 

(cadena µ) más la subunidad de señalización (Igα/Igβ) para formar el BCR (isotipo IgM) que 

se expresa en la superficie celular, lo que da lugar a la selección positiva del linfocito pre-B al 

estadio inmaduro (B220+CD93+IgM+CD43- CD25-CD23-), último punto de control en la 

linfopoyesis de B en medula ósea (5,6). Los linfocitos B inmaduros salen a la periferia y 

migran a bazo para terminar su maduración convirtiéndose en linfocitos B maduros (foliculares 

o de zona marginal) (Figura 1) 

 

 

Figura 1.  Maduración y diferenciación del linfocito B. Durante el proceso de desarrollo y 
maduración del linfocito B se pueden identificar diversos estadios de maduración por marcadores de 
superficie y por el rearreglo de genes de Igs (2). 

 

 

 

 



 

4 
 

TOLERANCIA DEL LINFOCITO B 

A lo largo del proceso de ontogenia del linfocito B, existen diversos puntos de control que 

tienen como finalidad mantener la tolerancia, siendo esta el conjunto de mecanismos que se 

encargan de la eliminación de las clonas auto-reactivas. Se clasifica en tolerancia central y 

periférica; la primera ocurre en órganos linfoides primarios, mientras que la segunda en 

órganos linfoides secundarios  (8,9)   

 

Se estima que el 75% de las células B inmaduras en médula ósea son autoreactivas y que 

alrededor de un tercio de estas células son eliminadas mediante la edición del receptor que 

consiste en cambiar la especificidad del dominio variable de la cadena IgL, con lo cual el BCR 

auto-reactivo es remplazado por un BCR no auto-reactivo (10,11). Además de la edición del 

receptor, otro mecanismo que contribuye a la eliminación de clonas autoreactivas es la 

deleción clonal, en donde las células B inmaduras que reconocen con alta afinidad antígenos 

propios son eliminadas por apoptosis  (12,13). Las células auto-reactivas que logran continuar 

su desarrollo en órganos linfoides secundarios son sometidas a los mecanismos de deleción 

clonal y anergia, en esta última, los linfocitos B autoreactivos son capaces de reconocer 

antigenos a traves de su BCR pero no reciben señales secundarias para su activación, es 

decir, no tienen capacidad para responder  (14) (Figura 2).  

 

 

Figura 2. Mecanismos de tolerancia del linfocito B.  En médula ósea se lleva a cabo la tolerancia 
central, la cual puede ser edición del receptor o deleción clonal. Cuando el linfocito B sale de médula 
ósea, sucede la tolerancia periférica, esta consiste en la inducción de anergia o en la deleción clonal 
(8). 
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Para entender el proceso de deleción clonal en linfocitos B se han utilizado como modelo in 

vitro líneas celulares provenientes de linfoma como las células CH31 y WEHI-231(15,16). La 

línea celular WEHI-231 proviene de células B de linfoma de ratones (BALB/c x NZB) F1 y es 

clasificada como una línea de linfocitos B inmaduro debido al fenotipo que presenta (lgM+, IgD-

/low, FcRlow, Faslow, MHC clase II). Al entrecruzar el BCR de las células WEHI-231 con 

fragmentos anti-IgM F(ab)’2 se genera una respuesta análoga a la deleción clonal producida 

por el reconocimiento de antígenos propios con alta afinidad, haciendo que las células se 

detengan en la fase G1 del ciclo celular y posteriormente mueran por apoptosis (17). Durante 

este proceso se ha reportado que, al igual que en linfocitos B inmaduros, en las células WEHI-

231 intervienen diversas moléculas relacionadas con la apoptosis como c-myc, p53, Bax, Bcl- 

2, Bcl-xl, Fas-FasL para su regulación (18,19). 

 

Además, se demostró que las células WEHI-231 expresan la isoforma larga del receptor de 

PRL y que esta hormona promueve la sobrevida de estas células después de entrecruzar el 

BCR (20) (Figura 3).  

 

 

Figura 3. Expresión del receptor de PRL en células WEHI-231. Se muestra la expresión del 
receptor de PRL en las células WEHI-231; a) a nivel de proteína y b) a nivel de mRNA. (20) 

 

La falla en la eliminación de clonas autoreactivas en conjunto con otros factores contribuye al 

desarrollo de enfermedades autoinmunes como el lupus eritematoso sistémico (LES). Se 

desconoce la etiología de LES, se considera una enfermedad multifactorial en la cual los 

aspectos genéticos, ambientales, hormonales, inmunológicos y epigenéticos tienen un papel 
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importante en el desarrollo de la enfermedad. Afecta predominantemente a mujeres (con una 

relación mujer: hombre de 9:1) entre la pubertad y la menopausia, este predominio al sexo 

femenino se ha atribuido a las propiedades inmunoestimuladoras de las hormonas, como la 

prolactina (PRL) (21,22).  

 

PROLACTINA  

La prolactina (PRL) es una hormona polipeptídica que es sintetizada y secretada por células 

especializadas de la hipófisis anterior llamadas lactotropos y de manera extrahipofisiaria por 

diversos tipos celulares como: epitelio mamario, fibroblastos, linfocitos T y B, entre otros (23).  

 

Con base a sus características genéticas, estructurales y funcionales, la PRL pertenece a la 

misma familia de la hormona de crecimiento y el lactógeno placentario, las cuales provienen 

de un mismo gen ancestral. El gen que codifica para la PRL en el humano se localiza en el 

cromosoma 6 y en el cromosoma 13 en el ratón (24). Esta hormona es una proteína globular 

compuesta de 199 aminoácidos con tres puentes disulfuro intracatenarios, la cual forma una 

estructura tridimensional de 4 -hélices antiparalelas (Figura 4).  

 

 

Figura 4. Estructura de la prolactina.  La prolactina es una hormona polipeptídica de 199 
aminoácidos, con una estructura terciaria de 4 α-hélices antiparalelas, con dos sitios de unión al 
receptor. (25) 
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Existen diferentes isoformas de la PRL; la principal tiene un peso molecular de 23 kDa y está 

presente en hipófisis y suero. Se han descrito otras isoformas como la glicosilada (25 kDa) 

con menor actividad biológica, una pequeña de 16 kDa implicada en el proceso de 

angiogénesis, estas variantes de igual manera se unen al receptor de PRL solo que con una 

menor afinidad en comparación con la PRL de 23 kDa; por su parte  la macroprolactina que 

puede estar constituida por dímeros y/o polímeros de la misma hormona o por la unión con 

otras proteínas como los anticuerpos (150 kDa) tiene importancia en estudios clínicos para la 

detección y diagnóstico diferencial de diferentes prolactinemias. La PRL puede actuar de 

manera endocrina, parácrina o autócrina (23-26). 

 

Su liberación es estimulada por serotonina, hormona liberadora de tirotropina, péptido 

intestinal vasoactivo y por diferentes fármacos como la domperidona y metoclopramida. La  

inhibición de la secreción de PRL es mediada por dopamina y por sus agonistas 

dopaminérgicos como la bromocriptina (23-27). 

 

Actualmente se conocen más de 300 diferentes funciones de la PRL, las cuales se pueden 

clasificar en cinco categorías: 1) reproducción, 2) osmorregulación, 3) crecimiento y 

desarrollo, 4) metabolismo de carbohidratos y lípidos e 5) inmunoregulación, cada una de 

estas funciones dependerá del tipo celular en donde se exprese su receptor (23,24,27).  

 

RECEPTOR DE PRL 

Los efectos biológicos de la PRL son mediados por la interacción con su receptor, el cual 

pertenece a la familia de receptores de citocinas tipo I dentro de la que se encuentran el 

receptor del factor estimulador de colonias de granulocitos (G-CSF), el receptor para la 

eritropoyetina y el receptor para la interleucina 2 (IL-2), entre otras. El receptor de PRL se 

encuentra ampliamente distribuido en distintos tejidos y células del sistema inmune como: 

monocitos, macrófagos, células NK, neutrófilos, linfocitos T y linfocitos B (23,24). 

 

El receptor de PRL consta de tres regiones: extracelular que permite la unión al ligando, 

transmembranal e intracelular. Esta última región se caracteriza por la presencia de motivos 

de triptófano y serina; además de dos regiones conservadas conocidas como box1 y box2. A 
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la región box1 se une constitutivamente JAK-2, lo cual permite la señalización del receptor 

(23, 24,27). 

 

Se han descrito diversas isoformas del receptor de PRL tanto en humano como en ratón las 

cuales se generan mediante “splicing” alternativo. En humanos se han identificado 7 isoformas 

del receptor, mientras que en el ratón se conocen 4 isoformas del receptor (una larga y tres 

cortas) las cuales son idénticas en la región extracelular, pero difieren en tamaño y 

composición de la región intracelular (Figura 5) (28,29).  

 

 

Figura 5.  Receptor de prolactina.  En ratón se han descrito 4 isoformas idénticas en la región 
extracelular y difieren en tamaño y composición de la región intracelular. (24) 
 

 

La señalización inicia cuando una molécula de PRL se une a dos monómeros del receptor de 

PRL para inducir su dimerización y subsecuente activación. El receptor de PRL no tiene 

actividad intrínseca de tirosina-cinasa, pero en su dominio intracelular presenta tirosinas que 

son fosforiladas por cinasas que son reclutadas al activarse el receptor y que tiene como 

consecuencia la activación de las vías de señalización JAK-STAT, MAPK y PI3K-AKT, las 

cuales inducen diferenciación, proliferación y sobrevida. La isoforma larga es capaz de 

señalizar a través de las tres vías de señalización antes mencionadas, mientras que la 

isoforma corta solo puede señalizar vía MAPK y PI3K-AKT. Esta diferencia se debe a la 
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ausencia de box2 en las isoformas cortas, el cual es el sitio de unión para STAT. (Figura 6) 

(27-29).  

 

 

 

Figura 6. Vías de señalización activadas por la PRL a través de su receptor. Las vías principales 
que sigue el receptor de PRL son JAK-STAT, PI3K-AKT y MAPK, las cuales tienen efectos en activar 
genes de diferenciación, proliferación y sobrevida. (29) 
 

 

Tanto en el humano como en el ratón las isoformas del receptor de PRL se expresan de 

manera diferencial en diversos tejidos, lo que sugiere efectos distintos en cada tipo celular. En 

células endoteliales la PRL, a través de la unión a su receptor, activa las vías de señalización 

JAK-STAT-5 y ERK1/2 promoviendo angiogénesis (30).  En glándula mamaria la PRL 

promueve proliferación, diferenciación y sobrevida a través de la señalización JAK-STAT-5 y 

PI3K-AKT (31). En testículos la unión de la PRL a su receptor promueve la activación de las 

vías JAK-STAT-5 y MAPK (32). En células de endometrio, la PRL es capaz de activar a JAK2 

y a los STAT-1 y STAT-5 (33). Mientras que en células del sistema inmune como células NK, 

la PRL induce la activación de la vía MAPK y en células Nb2 activa la vía JAK-STAT (34,35).  
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PROLACTINA Y SU RECEPTOR EN EL SISTEMA INMUNE 

La relación entre PRL y el sistema inmune se hizo evidente en 1930, cuando Smith observó 

que el timo de ratas hipofisectomizadas sufría un proceso de atrofia (36). Posteriormente en 

1983 Nagy y Berczi indujeron inmunodeficiencia en ratas tratadas con bromocriptina (37). 

Además, el sistema inmune es capaz de regular la secreción de PRL a través de citocinas 

como IL-1, IL-6, TNF- que actúan como reguladores parácrinos o endócrinos en la liberación 

o inhibición de PRL hipofisiaria (38,39). La estimulación in vitro con PRL regula el proceso de 

maduración de timocitos dobles negativos (CD4-CD8-) a dobles positivos (CD4+CD8+) 

mediante la inducción de la expresión del receptor de IL-2 (40).  

 

En ratones con trasplante de médula ósea, la administración de PRL recombinante induce un 

incremento en la linfopoyesis (41). En ratones “knock out” para PRL y su receptor no se 

encuentran defectos en la producción de los linfocitos a pesar de que el número absoluto de 

los linfocitos B y sus precursores estén ligeramente disminuidos. Estos resultados muestran 

que la PRL participa en el proceso de linfopoyesis. Sin embargo, su ausencia no es crítica y 

su participación en este proceso puede ser sustituida por otros factores redundantes (42-43). 

 

En linfocitos pro-B de ratones transfectados con el receptor, la PRL aumenta la diferenciación 

hacia linfocitos pre-B (44). Además, la PRL también promueve la proliferación de estas células 

mediante la activación de cinasas de la familia Src (45).  
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JUSTIFICACIÓN  
 

El proceso de maduración y diferenciación del linfocito B es altamente controlado para la 

eliminación de clonas autoreactivas. En medula ósea se elimina el mayor porcentaje de estas 

clonas mediante los mecanismos de edición del receptor y deleción clonal. Este último 

mecanismo induce la muerte celular por apoptosis de los linfocitos B que reconocen con alta 

afinidad antígenos propios. Las células WEHI-231 han sido ampliamente usadas para el 

estudio de este mecanismo y en trabajos previos se determinó que estas células expresan el 

receptor de PRL y únicamente se detectó la isoforma larga. Además, al incubarlas con PRL y 

después entrecruzar el BCR, hubo un incremento en la sobrevida de estas células. Por lo que 

resulta interesante determinar la participación de la PRL y su receptor en la apoptosis de la 

línea celular WEHI-231; así como determinar las vías de señalización inducidas por la PRL en 

estas células.   

 
 
HIPÓTESIS 

 

La PRL promoverá el rescate de la apoptosis inducida por entrecruzamiento del BCR a células 

WEHI-231 y activará vías de señalización iniciadas por la unión con su receptor como son 

JAK-STAT, PI3K-AKT y MAPK.  
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OBJETIVOS  

 

Objetivo general 

Determinar la participación de la prolactina y su receptor en la apoptosis, así como las vías de 

señalización inducidas por la PRL en una línea celular de linfocito B inmaduro. 

 

 

Objetivos particulares 

1. Determinar la participación de la PRL en la apoptosis de células WEHI-231. 

2. Determinar la activación de las moléculas STAT-1, STAT-3 Y STAT-5 en células WEHI-

231 incubadas con y sin PRL 

3. Determinar la activación de las moléculas AKT y ERK1/2 en células WEHI-231 incubadas 

con y sin PRL 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

 

Línea celular.  

La línea celular WEHI-231 proveniente de linfoma de células B de ratones (BALB/c x NZB) F1 

fue mantenida en medio RPMI (Hyclone, USA) suplementado con 10% de suero fetal bovino 

(Biowest, USA), antibióticos (Invitrogen, USA), piruvato de sodio (Hyclone, USA) y beta-

mercaptoetanol (Invitrogen, USA). Se mantuvieron en incubación a 37°C y a 5% de CO2. 

 

Hormona. 

Se utilizó prolactina recombinante de ratón (National Hormone and Peptide Program, NIH). 

 

Anticuerpos. 

Los anticuerpos utilizados fueron los siguientes: anti-caspasa-3 activa de BD, anti-STAT1-

APC (clona 4a) de BD Phosflow, anti STAT3-PE (clona 4/P-STAT3) de BD Phosflow, anti-

STAT5 (clona 47/Stat [pY69]) de BD Phosflow, Anti-ERK1/2 pT202/pY204 (clona: REA152) de 

Miltenyi Biotec y Anti-Akt pS473, (clona: REA359) de Miltenyi Biotec. 

 

Apoptosis.  

Las células WEHI-231 fueron incubadas una hora con PRL (50ng/ml) y posteriormente se 

estimularon con fragmentos anti-IgM F(ab’)2 de Jackson Immunoresearch (10mg/ml) durante 

48 horas. Como controles se usaron células con medio, células incubadas con PRL y células 

incubadas únicamente con fragmentos anti-IgM F(ab’)2. Al finalizar el tiempo de incubación se 

lavaron con PBS y se les adicionó un marcador de viabilidad Ghost-Red por 30 minutos a 4°C 

en oscuridad; las células vivas son negativas para Ghost-Red, mientras que las muertas son 

positivas para este marcador. Posteriormente las células se dividieron en dos, las primeras 

fueron marcadas con Anexina V-FITC según el protocolo del proveedor y las segundas fueron 

permeabilizadas con 100μl de Citofix/Citoperm de BD Biosciences durante 1 hora a 4°C 

posteriormente las células fueron lavadas con Permawash de BD Biosciences y marcadas con 

anti-caspasa 3 activa acoplado a FITC por 1 hora a 4°C en oscuridad. Finalmente, las 

muestras fueron adquiridas en el citómetro MACSQuant Analyzer 10 y analizadas con el 

software Flowjo. 
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Tinción para fosfoproteínas.  

Las células WEHI-231 fueron incubadas 30 minutos con PRL (50ng/mL), posteriormente se 

fijaron por 10 min a 37°C con 100μL de Lyse/FIx Buffer 5x de BD Phosfow al 1x, al cual 

previamente se le mantuvo a 37°C. Posteriormente las células se permeabilizaron con  100μL 

de Perm Buffer III de BD Phosflow para los STATs y con 100μL de IC Fixation Buffer de 

eBioscience, para AKT y ERK1/2 durante 30 minutos a 4°C. A continuación, se lavaron con 

FACS buffer y se incubaron con los siguientes anticuerpos anti-STAT1-APC, anti-STAT3-PE, 

anti-STAT5-VioBlue, anti-AKT-PE y anti-ERK1/2-PE durante 30 minutos a 4°C en oscuridad, 

posteriormente se lavaron y se resuspendieron con FACS Buffer. Finalmente, las muestras 

fueron adquiridas en el citómetro MACSQuant Analyzer 10 y analizadas en el software Flowjo. 

 

Análisis estadístico. 

Los resultados se describieron de acuerdo a la distribución de los datos (promedio y 

desviación estándar). Las variables independientes cuantitativas se compararon mediante la 

prueba de t student. Se consideró significativo un valor de p<0.05, el análisis estadístico de los 

datos se realizó utilizando el programa de computo SPSS 15. 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

15 
 

 

DIAGRAMA DE FLUJO  
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RESULTADOS 
 
Efecto de la PRL en la viabilidad y apoptosis de células WEHI-231 

Los linfocitos B inmaduros son sujetos a mecanismos de selección negativa para la 

eliminación de clonas autoreactivas. Para determinar el efecto de la PRL en la viabilidad y 

apoptosis en las células WEHI-231, las células fueron pre-incubadas 1 hora con PRL 

(50ng/ml) y posteriormente con fragmentos de anti-IgM F(ab’)2 para inducir entrecruzamiento 

del BCR, lo cual mimetiza el reconocimiento de antígenos. El porcentaje de células vivas y en 

apoptosis  fue determinado  mediante citometría de flujo. Las células que fueron incubadas 

con fragmentos anti-IgM F(ab’)2 mostraron una disminución significativa en el porcentaje de 

células vivas (40.93 ± 0.87%; p<0.01) en comparación con las células incubadas con medio 

(65.72 ±1.96%) o con PRL (67.10 ± 5.90%). Mientras que las células incubadas con PRL y 

con fragmentos anti-IgM F(ab’)2 mostraron un incremento significativo en el porcentaje de 

células vivas (58.42 ± 0.82%; p<0.01) comparado con las células que no fueron incubadas con 

PRL (Figura 7). 

 

 

Figura 7. Efecto de la PRL en la viabilidad de células WEHI-231. Las células WEHI-231 fueron pre-
incubadas una hora con PRL e incubadas con fragmentos anti IgM F(ab’)2  por 48 horas. Las células 
se marcaron con Ghost-Red. a) Porcentaje de células vivas y b) IMF Ghost-Red. *p<0.01 n=6. 
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Para la determinación de las células en apoptosis se emplearon dos criterios: el primero fue el 

marcaje con Anexina V y Ghost-Red y el segundo el marcaje con caspasa-3 activa. El 

porcentaje de células en apoptosis temprana (Annexin V+ Ghost-Red-) y apoptosis tardía 

(Annexin V+ Ghost-Red+) aumentó significativamente en las células incubadas con anti-IgM 

F(ab’)2 (23.88 ±  2.56 y 31.62 ±2.66%; p<0.01) comparado con el porcentaje de células 

incubadas con medio (16.23 ±  2.02 y 14.28 ± 0.71%) o con PRL (15.37 ±  0.97 y 13.0 ± 

0.44%). Una disminución significativa en el porcentaje de células en apoptosis temprana y 

tardía (14.44 ± 0.99 y 21.92 ± 2.00%; p<0.01) se observó en las células incubadas con PRL y 

con anti-IgM F(ab’)2 en comparación con las células que no fueron incubadas con PRL  

(Figura 8). 

 

Figura 8. Efecto de la PRL en la apoptosis de células WEHI-231 medido por Anexina V. Las 
células WEHI-231 fueron pre-incubadas 1 hora con PRL e incubadas con fragmentos anti IgM F(ab’)2 
por 48 horas. Las células se marcaron con Ghost-Red y Anexina V-FITC para medir la apoptosis 
temprana (Annexin V+ Ghost-Red-) y apoptosis tardía (Annexin V+ Ghost-Red+). a) Dot-Plot 
representativo del marcaje con Anexina V y Ghost-Red y b) Porcentaje de células en apoptosis. 
*p<0.01 n=6. 

 

Por otro lado, el porcentaje de células caspasa-3 activa aumentó significativamente en las 

células que fueron incubadas con fragmentos anti-IgM F(ab’)2 (50.76 ± 1.35%; p<0.01) 

comparado con las células incubadas con medio (9.99 ± 0.33%) o solo con PRL (11.0 ± 

0.44%). Mientras que el porcentaje de células caspasa-3 activa disminuyó significativamente 

en las células incubadas con PRL y con fragmentos anti-IgM F(ab’)2 (29.50 ± 1.93%; p<0.01) 

en comparación con las células que no fueron incubadas con PRL. Las mismas diferencias 
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fueron encontradas al determinar la intensidad media de fluorescencia (IMF) [(Medio 197.5 ± 

22.4; PRL 185.3 ± 11.68; anti-IgM F(ab’)2 342.2 ± 35.9; PRL 1 hora y anti-IgM F(ab’)2 292.3 ± 

11.4)] (Figura 9). 

 

Figura 9. Efecto de la PRL en la apoptosis de células WEHI-231 medido por caspasa-3. Las 
células WEHI-231 fueron pre-incubadas 1 hora con PRL e incubadas con fragmentos anti IgM F(ab’)2  
por 48 horas. Las células se marcaron con Ghost-Red y un anticuerpo anti-caspasa-3 activa. a) 
Porcentaje de células caspasa-3+ activa y b) IMF de caspasa-3 activa. *p<0.01 n=6. 

 

Efecto de la PRL en la activación de moléculas STAT 

 

Para determinar el mecanismo por el cual la PRL promueve el rescate de las células WEHI-

231 de la apoptosis, decidimos determinar la activación de las moléculas STAT-1, 3 y 5 las 

cuales son activadas por el receptor de PRL. En la figura 10 se muestra la activación de 

STAT-1, las células incubadas con medio mostraron niveles basales de STAT-1 fosforilado 

(85.67± 6.89 IMF), mientras que las células incubadas con PRL (50ng/mL) durante 30 minutos 

mostraron un incremento en la activación de STAT-1 (153.33±  32.90 IMF). 
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Figura 10. Efecto de la PRL en la activación de STAT-1. Las células WEHI-231 fueron incubadas 
con PRL por 30 minutos, a continuación, se permeabilizaron y posteriormente se marcaron con un 
anticuerpo anti-STAT-1. En a) se observan los histogramas que representan la activación de STAT-1, y 
en b) se muestran las IMF para STAT-1. *p<0.01 n=6. 
 

 

En lo que se refiere al STAT-3, su activación se observa en la figura 11, en donde las células 

que solo se incubaron con medio mostraron niveles de activación basales (193.00± D.E. 52.91 

IMF), mientras que las células que fueron incubadas con PRL (50ng/mL) por 30 minutos 

mostraron un incremento en la fosforilación de STAT-3 (334.71± D.E. 59.72 IMF) . 

 

 

 
Figura 11. Efecto de la PRL en la activación de STAT-3. Las células WEHI-231 fueron incubadas 
con PRL por 30 minutos, a continuación, se permeabilizaron y posteriormente se marcaron con un 
anticuerpo anti-STAT-3. En a) se observan los histogramas que representan la activación de STAT-3, y 
en b) se muestran las IMF para STAT-3. *p<0.01 n=6 
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Finalmente, al determinar la activación de STAT-5 no observamos diferencia entre las células 

incubadas con medio (217.75± 50.02 IMF) y las células con PRL (241.75±. 50.02 IMF) (Figura 

12).   

 

 
Figura 12. Efecto de la PRL en la activación de STAT-5. Las células WEHI-231 fueron incubadas 
con PRL por 30 minutos, a continuación, se permeabilizaron y posteriormente se marcaron con un 
anticuerpo anti-STAT-5. En a) se observan los histogramas que representan la activación de STAT-5, y 
en b) se muestran las IMF para STAT-5 n=6 
 

 

 

Efecto de la PRL en la activación de AKT y ERK1/2 

 

Se sabe que la PRL, a través de la unión a su receptor, también puede activar las vías de 

señalización PI3K/AKT y MAPK, por lo que decidimos determinar la activación de AKT y de 

ERK1/2. En la figura 13 se muestran los resultados de la activación de AKT, en donde 

observamos que las células incubadas con medio tienen una activación basal (734.67±  60.53 

IMF), mientras que las células que fueron incubadas con PRL durante 30 minutos mostraron 

un incremento en la fosforilación de AKT (845.750±112.962 IMF).  
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Figura 13. Efecto de la PRL en la activación de AKT. Las células WEHI-231 fueron incubadas con 
PRL por 30 minutos, a continuación, se permeabilizaron y posteriormente se marcaron con un 
anticuerpo anti-AKT. En a) se observan los histogramas que representan la activación de AKT, y en b) 
se muestran las IMF para AKT. *p<0.01 n=6 
 

 

Por último, al determinar la activación de ERK1/2 las células WEHI-231 incubadas con medio 

presentaron niveles basales de activación (268.25±25.80 IMF), mientras que las células con 

PRL (330.14±21.60 IMF) incrementaron la activación de ERK1/2 como se muestra en la figura 

14. 

 

 

 
Figura 14. Efecto de la PRL en la activación de ERK1/2. Las células WEHI-231 fueron incubadas 
con PRL por 30 minutos, a continuación, se permeabilizaron y posteriormente se marcaron con un 
anticuerpo anti-ERK1/2. En a) se observan los histogramas que representan la activación de ERK1/2, y 
en b) se muestran las IMF para ERK1/2. *p<0.01 n=6 



 

22 
 

DISCUSIÓN 

 
La línea celular de ratón WEHI-231 presenta un fenotipo de linfocito B inmaduro y tiene la 

característica que al entrecruzar su BCR son eliminadas por apoptosis (17-19); lo cual mimetiza 

la interacción del BCR con antígenos. En trabajos previos se demostró que las células WEHI-

231 expresan el receptor de PRL y únicamente expresan la isoforma larga. En este trabajo 

demostramos que al pre-incubar las células WEHI-231 con PRL e incubar con anti-IgM, hay 

un aumento en la sobrevida y hay disminución en la apoptosis, en comparación con las 

células que no fueron incubadas con PRL. Estos datos indican que esta hormona rescata a 

las células WEHI-231 de la apoptosis; algunas publicaciones han demostrado que los 

linfocitos B de ratones B6.Sle.3 son más resistentes a la apoptosis al ser tratados con PRL 

(46), también se sabe que esta hormona puede actuar como un factor de sobrevida ya que 

incrementa la expresión de moléculas anti-apoptóticas de la familia de Bcl-2 en células Nb2 y 

actúa como un factor de crecimiento en células Jurkat (47,48).  

 

Para entender cómo la PRL rescata a las células WEHI-231 de la apoptosis; investigamos las 

diferentes vías de señalización activadas a través de la isoforma larga del receptor de PRL, 

las cuales son JAK-STAT, PI3K-AKT y MAPK (7, 29). Se ha reportado que en las células Nb2, 

la PRL activa la vía de señalización JAK-STAT5, en este estudio se realizó una cinética de 

tiempo y concentración encontrando que la concentración optima de PRL es de 50ng/ml y el 

tiempo óptimo de estímulo de 30 minutos (35). Además, nuestro grupo de trabajo confirmó 

estos resultados (datos no mostrados). Por lo que estas fueron las condiciones empleadas 

para realizar los ensayos de señalización.    

 

Lo primero que se determinó fue la activación de STAT-1, 3 y 5, los cuales se ha reportado 

que son activados por la PRL (24). Nuestros resultados mostraron que la PRL promueve la 

activación de STAT-1 y STAT-3 pero no STAT-5 en las células WEHI-231. Se sabe que en 

células de cáncer de colón incubadas con PRL se induce la activación de JAK-STAT3 lo cual 

promueve la expresión del ligando de Notch (49), mientras que, en células de cáncer de 

mama, se ha encontrado que la PRL activa la vía JAK-STAT (50).  Por otro lado se ha 

reportado que la vía de señalización JAK-STAT; a través de STAT-1 puede interactuar con 

p53 e inducir apoptosis (51,52), mientras que a través de STAT-3 es capaz de aumentar la 
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expresión de genes anti-apoptoticos en células de musculo liso (53) y en células de mieloma 

(54). En las células WEHI-231, la PRL es capaz de activar STAT-1 y 3, siendo mayor la 

activación de este último, lo que sugiere un rescate de la apoptosis en estas células. 

 

Para evaluar la vía de señalización PI3K-AKT determinamos la fosforilación AKT. Nuestros 

resultados mostraron que la PRL promueve la activación de AKT en las células WEHI-231. Se 

sabe que el entrecruzamiento del BCR puede promover la muerte celular suprimiendo la 

actividad de PI3K-AKT (55), ya que esta vía de señalización está relacionada con la sobrevida 

activando genes anti-apoptoticos de la familia Bcl-2 (56). Además, se sabe que la PRL es 

capaz de rescatar células Nb2 de la apoptosis a través de la vía PI3K-AKT (57). Lo cual 

sugiere que en las células WEHI-231 esta vía de señalización también está involucrada en el 

rescate de las células de la apoptosis.  

 

Finalmente, al explorar la vía de señalización de las MAPK se determinó la fosforilación de 

ERK1/2 en las células WEHI-231 incubadas con PRL, encontrado que esta hormona 

promueve la activación de esta vía. Se sabe que la vía de las MAPK está relacionada con 

proliferación y diferenciación (58). Se ha reportado que en células endoteliales la PRL activa 

la vía ERK1/2, lo cual implica la inducción de proliferación y migración de estas células (59), 

de igual manera en células de hígado de rata, la PRL induce la activación de la vía MAPK 

(60). En células Nb2, esta hormona también activa la vía de MAPK promoviendo su 

proliferación (61); así como en células de páncreas, en donde se reportó un incremento en los 

islotes pancreáticos (62). Mientras que a nivel de SNC, la PRL también activa la vía MAPK en 

rata (63). También hay reportes que indican que esta vía de señalización puede promover la 

sobrevida de células B (17,64). Nuestros resultados indican que la PRL es capaz de activar 

MAPK, lo cual podría sugerir la participación de esta hormona en la proliferación de estas 

células, así como en el rescate de la apoptosis. 

 

Todos nuestros resultados en conjunto nos indican que la PRL está rescatando de la 

apoptosis a las células WEHI-231 a través de la activación de las vías de señalización JAK-

STAT-3, PI3K-AKT y MAPK, quedaría por comprobar la contribución de cada una de estas 

vías usando inhibidores para cada una de ellas y para el receptor de PRL. Además estas vías 
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de señalización tienen como blanco genes apoptóticos de la familia Bcl-2, por lo que sería 

importante determinar si la PRL también modula la expresión de estos genes en estas células 

y si promueve su proliferación vía MAPK.  

 

Estos resultados permiten conocer el efecto que tiene la PRL en un modelo de tolerancia de 

linfocitos B inmaduros, lo cual resulta importante por la participación de esta hormona en las 

enfermedades autoinmunes como Lupus Eritematoso Sistémico (LES), en donde se asocia 

con exacerbación de la enfermedad en pacientes (65) y modelos en ratón (66), en donde hay 

una acumulación de clonas autoreactivos de linfocitos B (67), lo que sugiere fallas en los 

mecanismos de tolerancia de estas células  (68). Nuestros resultados en las células WEHI-

231 sugieren que la PRL podría participar en el rompimiento de la tolerancia del linfocito B, lo 

cual será necesario comprobar en un modelo de autoinmunidad. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

25 
 

CONCLUSIONES 

 

La PRL rescata de la apoptosis inducida por entrecruzamiento del BCR a las células WEHI-

231; a través de la isoforma larga del receptor de PRL, activando las vías de señalización 

JAK-STAT3 PI3K-AKT y MAPK. 
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ANEXO 

 

Preparación de reactivos  

 

PBS 10x pH=7.4 

 

 NaCl         40.0g 

 K2HPO4      12.2g 

 KH2PO4     1.2g 

 H2Odest       500mL  

 

Regulador FACS 

 

 PBS 1x              

 SFB 0.5%           

 EDTA 2mM        

 Azida de sodio   

 

Medio RPMI 10% SFB  

 

 Medio RPMI     

 SFB  

 Antibioticos 1X 

 -mercaptoetanol 1X 

 

Medio TexMacs 

 

 Medio TexMacs 

 Antibioticos 1X 

 -mercaptoetanol 1X 
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