
 
 
 
 
 

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTÓNOMA DE MÉXICO 
DOCTORADO EN CIENCIAS BIOMÉDICAS 

FACULTAD DE MEDICINA 
 

EVALUACIÓN DEL MECANISMO DE ACCIÓN DE LA PROLACTINA 
EN LA TOLERANCIA DEL LINFOCITO B EN RATONES QUE 

DESARROLLAN LUPUS ERITEMATOSO SISTÉMICO. 
 

TESIS 
QUE PARA OPTAR EL GRADO DE 

DOCTOR EN CIENCIAS 
 
 

PRESENTA: 
ROCÍO FLORES FERNÁNDEZ 

 

DIRECTOR DE TESIS 
DRA. ADRIANA KARINA CHÁVEZ RUEDA 

FACULTAD DE MEDICINA 
COMITÉ TUTOR 

DR. EZEQUIEL MOISES FUENTES PANANA 
FACULTAD DE MEDICINA 

DR. JORGE MORALES MONTOR 
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS 

 
 
 

CIUDAD DE MEXICO, JULIO 2019. 

 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



Índice          página 
 

Índice de figuras             1 

Resumen              3 

Abstract              5 

Introducción              7 

Planteamiento de problema           19 

Hipótesis              19 

Objetivo General             20 

Objetivo Particulares            20 

Material y Métodos             21 

Resultados              29 

Discusión              52 

Conclusiones             58 

Referencias              59 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 

Índice de figuras         página 
 

Figura 1. Maduración y diferenciación de linfocito B               8 

Figura 2. Mecanismos de tolerancia del linfocito B               9 

Figura 3. Lupus eritematoso sistémico (LES)                10 

Figura 4. Prolactina (PRL)                   12 

Figura 5. Señalización del receptor de PRL                13 

Figura 6. Efectos de la PRL en el sistema inmune               15 

Figura 7. PRL en pacientes con LES       16 

Figura 8 . E fecto de la P RL en la pr oducción d e anticuerpos en  ratones que  

desarrollan LES          17 

Figura 9. Efecto de la PRL en el número de linfocitos B inmaduros y transitorios en 

ratones que desarrollan LES        18 

Figura 10. Expresión del receptor de PRL en células WEHI-231             29 

Figura 11. Purificación de las células WEHI-231 receptor de PRL+             30 

Figura 12. Efecto de la PRL en la viabilidad de células WEHI-231             31 

Figura 13.  Efecto de la P RL en la a poptosis de c élulas WEHI-231 m edido p or 

Anexina V                     32 

Figura 14. Efecto de la PRL en la apoptosis de células WEHI-231 medido por 

caspasa-3                     33 

Figura 15. Expresión de genes apoptóticos modulados por PRL en células WEHI-

231                       34 

Figura 16. Efecto de la PRL en la activación de la vía PI3K-AKT en células WEHI-

231                      35 

Figura 17. Efecto de la PRL en la activación de la vía de señalización JAK-STAT 

en células WEHI-231                             36 

Figura 18. Efecto de la PRL en la fosforilación de ERK en células WEHI-231       37         

Figura 19. Unión de STAT-3P a sitios promotores de genes anti-apoptóticos en 

células WEHI-231          38 

1 
 



 

Figura 20. Efecto de la señalización del receptor de PRL en la apoptosis de células 

WEHI-231                     39 

Figura 21. Expresión Relativa de la isoforma larga del receptor de PRL               40 

Figura 22. Efecto de la PRL en la viabilidad de linfocitos B inmaduras            42 
Figura 23. Efecto de la PRL en la apoptosis de linfocitos B inmaduros            43 

Figura 24. Expresión de genes apoptóticos modulados por PRL en linfocitos B 

inmaduros                     44 

Figura 25. Expresión de genes apoptóticos modulados por PRL en linfocitos B   45 

Figura 26. Efecto de la PRL la activación de la vía de señalización PI3K/AKT en 

linfocitos B inmaduros                   46 

Figura 27. Efecto de la PRL en la fosforilación de STAT-1 y STAT-5 en linfocitos B 

inmaduros                     47 

Figura 28. Efecto de la PRL en la activación de STAT-3 en linfocitos B                48 

Figura 29. Efecto de la PRL en la fosforilación de ERK en linfocitos B                  49 

Figura 30. Unión de STAT-3P a sitios promotores de genes anti-apoptóticos en 

linfocitos B inmaduros          50 

Figura 31. Efecto de la señalización del receptor de PRL en la apoptosis de 

linfocitos B inmaduros                   51 

Figura 32. Mecanismo de acción de la PRL en linfocitos B inmaduros de ratones 

que desarrollan LES                   58 

          

          

 
 
 
 
 
 
 

2 
 



 

Resumen 
La ontogenia del linfocito B se inicia en medula ósea, donde las células precursoras 

pasan p or distintos estadios de m aduración has ta l infocito B  inmaduro, en este 

estadio s e e limina l a m ayor par te d e c lonas autorreactivas por m ecanismos de  

tolerancia central. Se sabe que el receptor de PRL se expresa en todos los estadios 

de maduración del linfocito B, y que el incremento de los niveles séricos de PRL se 

asocia con  una disminución en el número de linfocitos B inmaduros de médula ósea 

y un aum ento en l infocitos B  t ransitorios en r atones qu e des arrollan lupus 

eritematoso sistémico (LES), sugiriendo que la PRL podría estar participando en el 

punto de c ontrol donde s e e liminan las clonas autorreactivas. LES es una  

enfermedad aut oinmune que af ecta p redominantemente a m ujeres en eda d 

reproductiva, lo qu e s e r elaciona c on la a ctividad de  las hormonas c omo l a 

prolactina. La un ión de l a PRL a su receptor i nduce l a dimerización de l m ismo, 

activando las vías de señalización JAK-STAT, MAPK y PI3K-AKT. En el  ratón se 

han descrito cuatro isoforma del receptor de PRL. El  objetivo de este trabajo fue 

evaluar el efecto de la prolactina en la tolerancia del linfocito B en médula ósea, así 

como determinar qué isoforma expresa y cómo señaliza a t ravés del receptor de 

prolactina en estas células.  

Para ello s e em plearon linfocitos B i nmaduros ( línea celular WEHI-231 y  

provenientes de r atón MRL/lpr) en l os que  s e determinó l a ex presión de l as 

isoformas l arga y  c orta de l r eceptor de P RL mediante P CR t iempo r eal.  Estas 

células fueron incubadas una hora con PRL y posteriormente se entrecruzó el BCR 

con un ant icuerpo anti-IgM F(ab)2. La v iabilidad y  l a apoptosis de  las cé lulas se 

determinaron mediante citometría de flujo. También se evaluó la expresión de genes 

de apoptosis mediante PCR Array. Además, se det erminó l a f osforilación de  l as 

moléculas STAT-1, STAT-3, STAT-5, AKT y ERK mediante citometría de f lujo, y  

finalmente se realizaron ensayos de ChIP para determinar la unión de STAT-3 a los 

sitios pr omotores de l os ge nes ant i-apoptóticos. Todos los ens ayos des critos 

también fueron realizados usando un inhibidor del receptor de PRL (G129R).  
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Los r esultados o btenidos m uestran que l os l infocitos B  inmaduros expresaron 

únicamente la isoforma l arga d el r eceptor de P RL. C uando es tas c élulas s on 

incubadas c on P RL y  des pués s e e ntrecruza el  B CR, aum entó l a s obrevida y  

disminuyó la apoptosis. Además, la PRL i ncrementó l a expresión de ge nes ant i-

apoptóticos pr incipalmente de la f amilia B cl-2, as í c omo B irc5. También 

determinamos que la unión de la PRL a su receptor promueve la fosforilación de 

STAT-3 en am bos modelos y  la fosforilación de AKT solo en  células W EHI-231; 

todos estos resultados al usar el inhibidor del receptor de PRL se vieron revertidos. 

Finalmente confirmamos que S TAT-3-P se une a l as regiones promotoras de los 

genes anti-apoptóticos que se incrementaron por la unión de la PRL a su receptor. 

Con estos resultados sugerimos que la PRL rescata a las células B inmaduras de la 

apoptosis inducida por BCR, a t ravés de la señalización de l a isoforma larga del 

receptor de PRL, lo cual induce la activación de las vías de señalización PI3K-AKT 

y JAK-STAT-3. Esto promueve la transcripción de genes anti-apoptóticos debido a 

que el f actor de t ranscripción S TAT-3 s e u nió a los s itios pr omotores de estos  

genes.  

Derivado de lo anterior, sugerimos que en el ratón con LES, el mecanismo por el 

cual los linfocitos B inmaduros evitan la apoptosis se encuentra basado en la unión 

de l a PRL a s u receptor largo y en la regulación de l a activación de las vías de 

señalización PI3K-AKT y JAK-STAT-3. 
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Abstract. 
The ontogeny of the B lymphocyte begins in bone marrow, where the precursor cells 

pass t hrough d ifferent s tages of  maturation unt il immature B  l ymphocyte, i n t his 

stage m ost of  t he s elf-reactive c lones a re e liminated by c entral t olerance 

mechanisms. It is known that the PRL receptor is expressed in all stages of B cell 

maturation, and t hat t he i ncrease in s erum l evels of  P RL i s as sociated w ith a 

decrease in the number of  immature B  cells of  bone marrow and an increase in 

transitional B cells in m ice t hat develop s ystemic l upus e rythematosus ( SLE), 

suggesting that the PRL could be participating in the control point where autoreactive 

clones ar e e liminated. LES is an a utoimmune d isease of unk nown et iology t hat 

predominantly affects women of reproductive age, which is related to the activity of 

hormones such as prolactin. Prolactin (PRL) is a globular protein composed of 199 

amino ac ids, w hile t he P RL receptor b elongs t o t he f amily of  t ype I  c ytokine 

receptors. Four isoforms have been described in the mouse and the binding of PRL 

with i ts r eceptor induces t he d imerization of  t he s ame, i nitiating t he s ignaling 

cascade, which activates JAK-STAT, MAPK and PI3K-AKT. The aim of this work 

was to evaluate the ef fect of  pr olactin on  t he t olerance of  B  l ymphocyte in bone 

marrow, and determine what i soform expresses and how  i t s ignals the pr olactin 

receptor i n t hese cells. The expression o f t he i soforms of  t he PRL r eceptor was 

determined in immature B lymphocytes (cell line WEHI-231 and from mouse) by real-

time PCR. These cells were incubated one hour with PRL and subsequently the BCR 

was cross-linked with an antibody (anti-IgM), the viability and apoptosis of the cells 

were determined by  f low c ytometry. T he ex pression of  a poptosis ge nes w as 

determined by PCR Array. The phosphorylation of  the STAT-1, STAT-3, STAT-5, 

AKT and E RK m olecules w as det ermined by  f low c ytometry. T he ChIP w as 

performed to determine the binding of STAT-3 to the promoter s ites of  the genes 

anti-apoptotic. All the assays were performed using an inhibitor of the PRL receptor 

(G129R). The results obtained show that the immature B cells only expressed the 

long isoform. When these cells are incubated with PRL and then the BCR was cross-

linked, the survival increased, and the apoptosis of these cells decreased. The PRL 
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increased t he ex pression of ant i-apoptotic g enes m ainly of t he B cl-2 family and  

Birc5. Determined t hat t he b inding of  P RL t o its r eceptor pr omotes t he 

phosphorylation of STAT-3 in both models and the phosphorylation of AKT only in 

WEHI-231 c ells; A ll t hese r esults w hen us ing t he P RL r eceptor i nhibitor w ere 

reversed. Finally, we confirmed that STAT-3-P binds to the promoter regions of anti-

apoptotic genes that were increased by the PRL. With these results we conclude 

that PRL rescues immature B cells from apoptosis, by the long isoform of the PRL 

receptor. This induces the activation of PI3K-AKT and JAK- STAT-3. In addition, the 

binding of PRL to its receptor promoted the transcription of anti-apoptotic genes, this 

increase was due to the transcription factor STAT-3, who joins to the promoter sites 

of the anti-apoptotic genes. With this work we demonstrate the mechanism by which 

immature B lymphocytes are rescue from apoptosis due to the binding of PRL to its 

receptor in mice that develop SLE. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Introducción. 
 
Diferenciación y maduración del linfocito B. 
La ont ogenia de l linfocito B  inicia en m édula ósea a p artir de una c élula t roncal 

hematopoyética (HSC), la cual se diferencia a un progenitor linfoide temprano (ELP) 

y este da lugar al progenitor linfoide común (CLP), el cual puede comprometerse a 
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linaje de linfocito B (1,2).  Durante el proceso de compromiso a linfocito B se requiere 

de d istintos f actores d e transcripción c omo E2A, EBF  y  Pa x5 (3,4); además l os 

factores de transcripción Ikaros y PU.1, y las moléculas CXCL12, FTL3, SDF-1 y 

BAFF que son importantes durante la diferenciación de los linfocitos B en médula 

ósea (5-9). 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 g enes de las inmunoglobulinas (Ig´s), c adena pes ada (IgH) y  

cadena ligera (IgL) (10,11). Ambas cadenas están formadas por regiones variables 

y constantes; la región variable de IgH es tá formada por  l os segmentos géni cos 

VDJ, mientras que la IgL se genera a partir de los segmentos VJ. A este proceso se 

le conoce como recombinación V(D)J y es mediado por las proteínas RAG1/RAG2 

(del inglés, recombinase ac tivating ge ne 1  and 2)  (12,13). El pr imer es tadio 

denominado pr o-B, s e c aracteriza por  pr esentar un f enotipo 

B220+CD93+IgM−CD43+CD25-CD23-. En este estadio se rearreglan los segmentos 

D-J de la c adena I gH y  posteriormente el  segmento V -D-J, dando  l ugar a un  

rearreglo funcional VDJ, esto da lugar a la síntesis de la cadena IgH y a su expresión 

en superficie, la cual se asocia con la cadena ligera subrogada (λ5 y VpreB), a lo 

cual s e le c onoce c omo pr e-BCR ( 10,14) La f ormación de l pre-BCR marca l a 

transición hacia el estadio pre-B, este receptor tiene dos funciones; la primera es 

asegurar que n o se expresen dos cadenas IgH con diferente especificidad en la 

misma célula, a tal proceso se denomina exclusión alélica, y la segunda función es 

iniciar el rearreglo de los genes VJ de la cadena IgL. (15). Los linfocitos pre-B tienen 

un fenotipo B220+CD93+IgM−CD43-CD25+CD23-, se subdividen en linfocitos pre-B 

“grandes”, los c uales a t ravés de la s eñalización d el pr e-BCR j unto c on la de l 

receptor de IL-7 proliferan para aumentar el número de células que tienen éxito en 

la recombinación de la cadena IgH, posteriormente 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 (10, 16,17). El 

rearreglo exitoso y la expresión de la cadena IgL, la cual se asocia con la cadena 

IgH previamente sintetizada para formar el BCR, marca la transición al estadio de 

linfocito B  i nmaduro, los c uales s e c aracterizan po r la ex presión d e 
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B220+CD93+IgM+CD43-CD25-CD23- y se sabe que en este estadio de maduración 

las células son sometidas a selección positiva y negativa (10, 18). La salida de los 

linfocitos B inmaduros de médula ósea a la periferia es regulada por el receptor para 

esfingosina-1-fosfato (S1P) y a estos linfocitos que emigran de médula ósea se les 

denomina linfocitos B transitorios, los cuales tienen una vida media corta y expresan 

el marcador A A4 (CD93) (19,20). E stas c élulas migran a b azo para t erminar s u 

maduración a linfocitos B maduros de Zona Marginal (ZM) o Foliculares (FO), l a 

sobrevida de estas células depende de la interacción BAFF-BAFFR (Figura 1) (21). 

 

 
Figura 1. Maduración y diferenciación de linfocito B. La ontogenia del linfocito B inicia 
en m édula ós ea en do nde encontramos l os e stadios de m aduración Pro-B, Pr e-B e 
inmaduros. Estos últimos salen a periferia como linfocitos B transitorios que se diferencian 
a linfocitos B  maduros para f inalmente terminar su maduración a células plasmáticas o 
células B de memoria (10,11). 
 
 
A lo largo de todo este proceso de maduración y diferenciación de los linfocitos B 

se pueden generar clonas autorreactivas, para evitar esto existen mecanismos de 

tolerancia c entral y  periférica ( 22-24). La t olerancia c entral se lleva a c abo en  

médula ósea y es mediada por los mecanismos de edición del receptor que consiste 

en cambiar la especificidad del fragmento variable de la cadena IgL, con lo cual el 

BCR autorreactivo es remplazado por uno no autorreactivo (25,26) y en la deleción 

clonal que consiste en la eliminación de c lonas autorreactivas por apoptosis, este 
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mecanismo s e da c uando la ed ición de l receptor f alla (24, 27). S e es tima que 

aproximadamente el  85% de  los linfocitos B  i nmaduros r ecién f ormados s on 

capaces de r econocer aut oantígenos, y  es tas c lonas s on e liminadas por d ichos 

mecanismos. Las cé lulas autorreactivas que l ogran continuar s u des arrollo en  

órganos l infoides secundarios son s ometidas a los m ecanismos de  tolerancia 

periférica mediante deleción clonal y anergia, que consiste en la falta de respuesta 

de las c lonas autorreactivas (28). Figura 2.  La falla en la e liminación de c lonas 

autorreactivas en c onjunto c on o tros f actores contribuye al  desarrollo de 

enfermedades autoinmunes como el lupus eritematoso sistémico (LESLEG) (Figura 

2) (29-33). 

 

 
Figura 2. Mecanismos de tolerancia del linfocito B. A lo largo del proceso de maduración 
y diferenciación del linfocito B, existen diversos puntos de control para la eliminación de 
clonas autorreactivas mediante m ecanismo de tolerancia central ( edición del r eceptor y  
apoptosis) y periférica (apoptosis y anergia) (22-24). 
 
 
Lupus Eritematoso Sistémico 
LES es una en fermedad c rónica aut oinmune que p uede af ectar pr ácticamente 

cualquier ór gano o s istema del  o rganismo, s e des conoce la et iología de  es ta 

enfermedad (34-36). Los pacientes con LES presentan defectos en los mecanismos 

de tolerancia (29,37,38) dando lugar a la aparición de clonas autorreactivas tanto 

de linfocitos T como de B. Existe una hiperactividad por parte de los linfocitos B que 

se identifica por la presencia de autoanticuerpos dirigidos contra diversas moléculas 
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del núcleo como el  DNA, RNA, Ro, La, histonas, etc. La excesiva producción de 

autoanticuerpos resulta en la formación de complejos inmunes que se depositan en 

tejidos como piel, riñón, vasos sanguíneos, pulmón o cerebro causando inflamación 

y daño t isular ( 39-41). La ac tividad de  LES tiene pe riodos de r emisiones y  

exacerbaciones y  sus m anifestaciones c línicas m ás c omunes s on: la 

glomerulonefritis, el desarrollo de exantemas, la artritis, la vasculitis, mialgias y los 

desórdenes neuropsiquiátricos (Figura 3) (41-43).  

 

 
Figura 3. Lupus eritematoso sistémico (LES). LES es un a en fermedad aut oinmune 
sistémica que s e c aracteriza por l a pr esencia de c élulas B  autorreactivas, la s cuales 
secretan autoanticuerpos principalmente contra moléculas del núcleo, los cuales forman 
inmunocomplejos y se depositan en diferentes órganos causando las manifestaciones de 
la enfermedad (41,42). 
 

Se han empleado modelos de ratón para entender la fisiopatogenia de LES. Entre 

las c epas que  des arrollan LES de m anera espontánea s e enc uentra la p rimera 

generación filial NZB/W (NZB/W F1), que se caracteriza por la presencia de títulos 

elevados de autoanticuerpos, desarrollo de esplenomegalia y glomerulonefritis. La 

cepa de ratones MRL surge de varias cruzas entre ratones de las cepas C57BL/6, 

LG/J, C3H/Di, y AKR/J, se caracteriza por presentar glomerulonefritis, depósitos de 
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complejos i nmunes, v asculitis, es plenomegalia, h ipergammaglobulinemia y  

producción de ant icuerpos antinucleares principalmente d irigidos c ontra D NA de  

doble cadena (dsDNA). M ientras que la cepa MRL/lpr, t iene una mutación en  la 

molécula F AS, y  es to hac e que la e nfermedad en es tos r atones apar ezca 

tempranamente y  de f orma más agr esiva. Estas c epas s e han  em pleado par a 
evaluar la relevancia que tienen los linfocitos B en el desarrollo de lupus (44-47).  

 

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

cual l os aspectos genéticos, am bientales, hor monales, inmunológicos y 

epigenéticos tienen un papel importante en el desarrollo de la enfermedad. Afecta 

predominantemente a m ujeres ( con una r elación m ujer:hombre de 9: 1) ent re l a 

pubertad y la menopausia, este predominio al sexo femenino se ha atribuido a las 

propiedades i nmunoestimuladoras de las h ormonas, c omo l a pr olactina ( PRL) 
(48,49).  

 
Prolactina y su receptor 
La PRL es una proteína globular compuesta de 199 aminoácidos con tres puentes 

disulfuro intracadena, la c ual forma una es tructura t ridimensional d e 4 α-hélices 

antiparalelas (figura 4) . Esta hormona es producida por las células de la hipófisis 

anterior y de manera extra hipofisiaria por endometrio, médula ósea, bazo, células 

epiteliales mamarias, l infocitos T y B entre otros. Su liberación es estimulada por 

serotonina, hormona l iberadora de t irotropina, pépt ido intestinal vasoactivo y por  

diferentes f ármacos co mo la dom peridona y  metoclopramida; es i nhibida por 

dopamina y por sus agonistas dopaminérgicos como la bromocriptina. Actualmente 

se c onocen m ás de 300 d iferentes funciones de l a P RL, l as c uales s e pueden 

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

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

una de estas funciones dependerá del tipo celular en donde se exprese su receptor 

(50-52). 
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Figura 4. Prolactina (PRL). a) La PRL es una hormona peptídica de 199aa, que consta de 
4 alfa-hélices antiparalelas y presenta dos sitios de unión a su receptor. b) La unión de la 
PRL a su receptor induce la dimerización de este (50,51).  
 

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

el cual pertenece a la superfamilia de receptores de citocinas tipo I. Se encuentra 

ampliamente di stribuido en di stintos t ejidos y c élulas de l s istema i nmune c omo: 

monocitos, macrófagos, células NK, neutrófilos, linfocitos T y linfocitos B (50,51). El 

receptor de  P RL c onsta de  t res dom inios: extracelular qu e pe rmite l a un ión a l 

ligando, t ransmembranal e  i ntracelular. E sta úl tima r egión s e c aracteriza por  l a 

presencia de motivos de triptófano y serina; además de dos regiones conservadas 

conocidas como box-1 y box-2. A la región box-1 se une constitutivamente JAK-2, 

lo cual permite la señalización del receptor. Se han descrito diversas isoformas del 

receptor tanto en humano como en r atón, en es te último se conocen 4 isoformas 

(una l arga y  t res c ortas) idénticas en el  do minio ex tracelular per o d iferentes e n 

tamaño y  c omposición de l dom inio intracelular ( 52,53). El evento i nicial de l a 

señalización ocurre cuando una molécula de PRL se une a d os monómeros de l 

receptor de PRL para inducir su dimerización y subsecuente activación. El receptor 

de P RL n o t iene actividad intrínseca de tirosina-cinasa, p ero en  s u dom inio 

intracelular presenta tirosinas que son fosforiladas por cinasas que son reclutadas 

al activarse el receptor y que tiene como consecuencia el encendido de las vías de 
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señalización J AK-STAT, MAPK y PI 3K-AKT, l as c uales inducen proliferación y  

sobrevida figura 5 (54-56). 

 

 
 
Figura 5. Señalización del receptor de PRL. Se han descrito las isoformas larga y corta 
del r eceptor d e P RL, l as c uales difieren en l a c omposición y  t amaño d e l a r egión 
citoplasmática. La unión de la PRL con su receptor induce la dimerización de este e inicia 
la señalización, la isoforma larga puede señalizar vía Stat, PI3K/AKT y MAPK, mientras que 
la isoforma corta solo señaliza vía PI3K/AKT y MAPK (53,54). 
 
 

Tanto en humano como en 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  s eñalización J AK-STAT-5 y  E RK1/2 pr omoviendo an giogénesis ( 57). E n 

glándula m amaria l a P RL p romueve pr oliferación, d iferenciación y  s obrevida a  

través de la señalización JAK-STAT5 y PI3K-AKT (58). En células de endometrio, 

la PRL es capaz de activar a JAK2 y a los STAT1 y STAT5 (59). Mientras que en 

células del sistema inmune como células NK, la PRL induce la activación de la vía 
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MAPK, en c élulas N b2 activa la v ía J AK-STAT5 y en macrófagos induce l a 

señalización JAK-STAT1 y MAPK (60-62).  

 
Prolactina y 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 (63). 

Posteriormente en 1983 N agy y  B erczi indujeron i nmunodeficiencia en r atas 

tratadas con bromocriptina, un inhibidor de la producción de PRL (64). Además, el 

sistema inmune es capaz de regular la secreción de PRL a través de citocinas como 

IL-1, IL -6, T NF-α que ac túan c omo r eguladores paracrinos o endóc rinos en l a 

liberación o inhibición de PRL hipofisiaria (65-67).  

En células del sistema inmune, como los macrófagos la PRL es capaz de aumentar 

la secreción de c itocinas proinflamatorias (IFN-γ, TNF-α IL-1β, IL-12) (62,68). Por 

otro lado la PRL  favorece la maduración de las células dendríticas provenientes del 

bazo de r atones incrementando la ex presión de las m oléculas MHC-II y  CD4 0, 

además  de incrementar la expresión a nivel de proteína de las citocinas IL-10, IL-

6, IL12 y TNF-α (69). Mientras que en células NK la PRL induce un incremento en 

la síntesis de IFN-γ en respuesta a IL-2 (70).   

Por otra parte en linfocitos T se ha des crito que la estimulación in vitro con PRL 

regula el proceso de maduración (ontogenia) de t imocitos dobles negativos (CD4-

CD8-) a dobles pos itivos ( CD4+CD8+) mediante l a i nducción de l a expresión de l 

receptor de I L-2 ( 71). En l infocitos T  ac tivados, l a P RL r egula pos itivamente l a 

secreción de IL-2 y favorece la expresión de CD25 (72). En células T CD4+ activadas 

con PMA, la PRL autocrina es importante para mantener la expresión de CD69 y 

CD40L y la secreción de IL-2 e I FN-γ (73). Por otro lado, tanto en células T CD4+ 

como en l íneas celulares, la PRL favorece la expresión del factor de transcripción 

T-bet a t ravés de S TAT5 (74), mientras que en las células T CD8+ activadas con 
fitohemaglutinina, la PRL incrementa la expresión de CD69 y CD25 (75).  

 

14 
 



 

Mientras qu e e n l infocitos B; s e s abe que l a P RL au menta l a di ferenciación de  

linfocitos pro-B (B220+CD43+) a pre-B (B220+CD43-) en ratones transfectados con 

el receptor de PRL (76). Además, en linfocitos B e hibridomas, la PRL incrementa 

la producción de anticuerpos (77,78). Figura 6. 

 

 

Figura 6. Efectos de la PRL en el sistema inmune. La secreción de PRL en la hipófisis 
es regulada por algunas citocinas; y esta PRL tiene efecto en distintas células del sistema 
inmune como macrófagos, células dendríticas, células NK y linfocitos T y B. 
 
Por otro lado, en ratones con trasplante de médula ósea la administración de PRL 

recombinante i nduce un i ncremento en l a linfopoyesis (79). Aunque en r atones 

“knock out” para PRL y su receptor no se encuentran defectos en la producción de 

los linfocitos (80,81). Estos resultados muestran que la PRL participa en el proceso 

de linfopoyesis. Sin embargo, su ausencia no es crítica y su participación en es te 

proceso puede ser sustituida por otros factores redundantes.   

 
Prolactina y LES 
En enfermedades autoinmunes se han reportado niveles elevados de PRL, en LES 

se ha descrito que entre el 15 y 33% de pacientes con esta enfermedad presentan 

concentraciones s éricas altas de P RL que correlacionan c on la ac tividad de l a 
enfermedad Figura 7(82-84). 
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Figura 7. PRL en pacientes con LES. a) Pacientes con LES presentan niveles elevados 
de PRL en circulación y b) Los niveles de PRL en circulación correlacionan con la actividad 
de la enfermedad (SLEDAI) (83). 

 

Los elevados niveles séricos de PRL en los pacientes con LES se han asociado con 

un po limorfismo de un s olo nuc leótido en el p romotor de l gen de P RL ex tra 

hipofisiaria (-1149G/T) y correlacionan con la concentración de autoanticuerpos (85, 

86). En linfocitos T provenientes de pacientes con LEG que fueron tratados con un 

mitógeno y un anticuerpo anti-PRL, se observó una disminución en la expresión de 

CD69 y CD154, lo cual sugiere que la PRL autocrina participa en la activación de 

estas células (87). Además, en pacientes con la enfermedad activa se ha observado 

que el porcentaje de células T reguladoras (encargadas de mantener la tolerancia) 
se encuentra disminuido (88).  

Por otro lado, en modelos de r atón que desarrollan lupus como los NZB/NZW, el 

estado de hiperprolactinemia exacerba la actividad de la enfermedad y causa una 

mortalidad t emprana a l presentar un incremento de pr oteinuria y  s ecreción de  

anticuerpos IgG principalmente dirigidos contra DNA. En contraste, la inhibición de 

la secreción de P RL con bromocriptina incrementa la sobrevida en estos ratones 

(89,90). E n l os r atones M RL/lpr que t ambién des arrollan LES, la i nducción de  

hiperprolactinemia c on metoclopramida exacerba la en fermedad, obs ervando un  

incremento en l os ant icuerpos ant i-DNA de doble cadena (anti-DNAdc) y en l os 
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niveles de proteinuria (91). Mientras que en ratones BALB/c R4A-γ2b los cuales son 

transgénicos pa ra un  ant icuerpo patogénico d irigido c ontra DNA, pero no  

desarrollan lupus, a l inducirles h iperprolactinemia e l número de c élulas B  

autorreactivas incrementa, así como el título de anticuerpos anti-DNA y depósito de 
complejos inmunes en glomérulo. (92,93).  

 

Figura 8. Efecto de la PRL en la producción de anticuerpos en ratones que desarrollan 
LES. a) R atones N ZB/W con ni veles elevados de P RL i ncrementan l a pr oducción de  
anticuerpos IgG y b) Ratones MRL con niveles elevados de PRL incrementan la producción 
de anticuerpos anti-DNA de doble cadena (90,91). 

 

En el bazo de ratones BALB/c R4A-γ2b con hiperprolactinemia se ha reportado que 

el porcentaje de l infocitos B transicionales tipo 1 (T1) disminuyó en comparación 

con los ratones tratados con el vehículo (94) e i ncrementó la expresión de genes 

anti-apoptóticos (95), sugiriendo que la PRL podría estar induciendo la sobrevida de 

las c lonas autorreactivas en bazo. Además, en ratones C57BL/6 que contiene el 

intervalo S el3/5, e l c ual c onfiere s ensibilidad a l a P RL,  en un es tado de  

hiperprolactinemia, desarrollan lupus y presentan una disminución en el porcentaje 

de linfocitos B  T1 y  un incremento en T 2 (96). M ientras que en r atones M RL y  

MRL/lpr que d esarrollan l upus de f orma espontánea t odas las pob laciones de  

linfocitos B en médula ósea (pro-B, pre-B e inmaduras) y bazo (T1, T2, T3, FO y 

MZ) expresan el  receptor de P RL, encontrando patrones de ex presión di ferentes 

entre las c epas qu e des arrollan LES y l a c epa c ontrol. E n l os ratones que  
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desarrollan LES y presentan niveles elevados de PRL en suero se encontró que el 

número absoluto de linfocitos B inmaduros esta disminuido y el número absoluto de 

linfocitos B T1 en bazo se encuentra aumentado (91,97).  

 

 

Figura 9. Efecto de la PRL en el número de linfocitos B inmaduros y transitorios en 
ratones que desarrollan LES. a) En ratones que desarrollan LES con niveles aumentados 
de PRL se observó un incremento en el número absoluto de linfocitos B transitorios (T1) 
mientras que b) se observó una disminución en el número absoluto de linfocitos inmaduros 
de médula ósea (91,97). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
18 

 



 

Planteamiento del problema. 

Se sabe que las hormonas t ienen un pap el importante en e l desarrollo del LES, 

niveles elevados de P RL c orrelacionan c on l a ac tividad de la enf ermedad en 

pacientes y en modelos de ratón. Por otro lado, se ha demostrado que defectos en 

la tolerancia de los linfocitos B tienen como consecuencia la generación de clonas 

autorreactivas y la consecuente producción de autoanticuerpos, los cuales forman 

inmunocomplejos que s e depos itan en ór ganos v itales c ausando i nflamación y  

daño. En r atones de  l as c epas M RL y  M RL/lpr que des arrollan LES se ha  

demostrado que todos los estadios de maduración del linfocito B de médula ósea y 

bazo expresan e l r eceptor de  PRL. Sin embargo, se desconoce la isoforma que 

expresan. Además, cuando estos ratones presentan niveles elevados de PRL en 

suero se encontró una disminución en  el número absoluto de linfocitos B inmaduros 

en médula ósea y un incrementó en los linfocitos B T1 en bazo, puntos importantes 

para la e liminación de  c lonas autorreactivas. P or lo que s urgen las s iguientes 
preguntas: 

1. ¿Cuál es el papel de la PRL y su receptor en la tolerancia del linfocito B 

en médula ósea?  

2. ¿Qué isoforma del receptor de PRL se expresa en linfocitos B de médula 

ósea?  

3. ¿Cuál es l a vía d e señalización que  i nduce l a P RL e n linfocitos B  

inmaduros? 
 

Hipótesis. 
La PRL a través de la unión a su receptor rescatará a los linfocitos B inmaduros de 

la apoptosis en ratones que desarrollan LES. 
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Objetivos. 

Objetivo general. 

Evaluar e l mecanismo de ac ción de la pr olactina en l a t olerancia central del 

linfocito B inmaduro en ratones que desarrollan LES. 
  

Objetivos específicos. 

1. Determinar la expresión de las isoformas del receptor de PRL en los linfocitos 

B de médula ósea. 

2. Determinar la participación de la PRL en la tolerancia del linfocito B inmaduro. 

3. Determinar la vía(s) de señalización que inducen la activación del receptor 

de PRL en linfocitos B inmaduros. 
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Material y Métodos. 

 

Diseño del proyecto. 
Experimental, transversal 

 

Línea celular. 
Células WEHI-231 (ATCC), f ueron m antenidas en m edio R PMI ( Hyclone, U SA) 

suplementado c on 10%  de s uero f etal b ovino (Biowest, U SA), ant ibióticos 

(Invitrogen, U SA), pi ruvato de s odio ( Hyclone, U SA) y  bet a-mercaptoetanol 

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

 
Animales. 
Se utilizaron ratones hembras de 9 s emanas de edad de las siguientes cepas: A) 

C57BL/6 (Harlan, USA) y B) MRL/lpr (The Jackson Laboratory, USA). Los ratones 

se mantuvieron en condiciones libres de patógenos, en cajas de policarbonato de 

piso s ólido c on m icroaislador, con f otoperiodos de 1 2 hor as de luz por  dí a y  

temperatura del cuarto de 22-23ºC. Se les proporcionó alimento (18% de proteína 

cruda, 6% de gr asa c ruda y  no m ás de 3%  de minerales) y  agua es téril a libre 

acceso; así como los cuidados y la atención veterinaria especificada en la Norma 

Oficial Mexicana NOM-062-ZOO-1999, la ley general de salud y las disposiciones 

del bioterio de l Instituto N acional de E nfermedades R espiratorias "Ismael Cosío 

Villegas”.  

 
Hormona. 
Se ut ilizó prolactina r ecombinante d e r atón ( National H ormone and P eptide 

Program, NIH). 

 
Inhibidor del receptor de PRL 
El inhibidor del receptor de PRL es una molécula análoga a la PRL conocida como 

G129R, la cual fue proporcionado por Oncolix (USA). 
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Fármaco 
Se e mpleó metoclopramida como i nductor de hi perprolactinemia ( Sigma A ldrich, 

USA). 

 
Inducción de hiperprolactinemia. 
Se formaron dos grupos por cada cepa de ratón con los siguientes tratamientos: I) 

9 semanas II) administrados con 100 μl de metoclopramida (Sigma Aldrich, USA) a 

una concentración de 2 m g/ml disuelta en PBS. La ad ministración del tratamiento 

se r ealizó du rante 6  s emanas por  v ía s ubcutánea ( SC), llevando a c abo la 

administración por las mañanas de lunes a viernes.  

 
Anticuerpos 
Los anticuerpos utilizados fueron los siguientes: anti B220-perlas (clona RA3-6B2) 

de Miltenyi Biotec (Alemania), anti CD23-perlas  de Miltenyi Biotec (Alemania), anti 

B220-PE (clona RA3-6B2), anti CD23-PE-Cy7 (clona B3B4), anti IgM-APC (clona 

11/41), anti CD43-FITC (clona eBioR2/60) de eBioscience (USA) y anti-receptor de 

PRL po liclonal (Santa C ruz B iotechnology, U SA). T ambién s e em plearon los 

anticuerpos an ti-IgM F ab b iotinado y  a nti-IgM F (ab)2 (Jackson I mmunoresearch, 

USA). El anticuerpo biotinado para determinar el receptor de PRL fue detectado con 
estreptavidina-PE-Cy5 ( BD Biosciences, USA), y  par a el ant i-IgM bi otinado f ue 

empleada la estreptavidina-APC (eBioscience, USA). 

 

Obtención de células de médula ósea. 
Los ratones de 9 semanas y los tratados con metoclopramida (Sigma Aldrich, USA) 

fueron sacrificados por eutanasia. La m édula ósea se obtuvo de fémur y  t ibia a l 

inyectar d entro de los hues os m edio R MPI f río ( Thermo S cientific, U SA) 

suplementado c on B SA a l 1%  ( MP B iomedicals, F rancia) y  E DTA 2  m M ( IBI 

Scientific, USA). Las células se disgregaron con ayuda de una jeringa y pasaron por 
un colador de nylon 70 µm (BD Biosciences, USA), se centrifugaron (1,100 rpm/10 

minutos), decantaron y lisaron los eritrocitos con 2 m l de r egulador de lisis por 2 

minutos (Sigma Aldrich, USA). Las células se lavaron con Medio RPMI-BSA 0.5% 
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EDTA 2 m M, s e r esuspendieron y  se c ontaron c on az ul t ripano (BioWhittaker) 

utilizando la cámara de Neubauer. 

 
Purificación de poblaciones de linfocitos B de médula ósea por sort para 
determinar isoformas del receptor de PRL. 
La purificación de los linfocitos B de medula ósea se realizó por selección positiva. 

Para lo cual las células provenientes de médula ósea se incubaron con anticuerpo 

anti-B220 c onjugado a perlas m agnéticas 10 µl por c ada 10x 106  de células  

(Miltenyi) en PBS-BSA 0.5% EDTA 2 mM a 4°C por 15 minutos, se lavaron y pasaron 

por c olumna de s eparación M ACS LS  ( Miltenyi), los l infocitos B  purificados s e 

incubaron a 4°C por 20 minutos con los siguientes anticuerpos: 5 µl de anti-B220-

PE, 5 µl de anti-CD23-PECy7, 5 µl de anti-IgM-APC, 5 µl de anti-CD43-FITC, así 

como con 5 µl de DAPI 1 mg/ml (Sigma Aldrich, USA) para seleccionar células vivas. 

La pur ificación de las po blaciones linfocitos B  s e r ealizó por  c itometría de f lujo 

utilizando un citómetro FACSAria con software FACSDiva (BD Bioscience).  

 

Purificación de linfocitos B inmaduros por sort para ensayos de apoptosis 
La purificación de los linfocitos B de medula ósea se realizó por selección positiva. 

Para lo cual las células provenientes de médula ósea se incubaron con anticuerpo 

anti-B220 c onjugado a perlas m agnéticas 10 µl por c ada 10x 106  de células  

(Miltenyi) en PBS-BSA 0.5% EDTA 2 mM a 4°C por 15 minutos, se lavaron y pasaron 

por c olumna de s eparación M ACS LS  ( Miltenyi), los l infocitos B  purificados s e 

incubaron a 4°C por 20 minutos con los siguientes anticuerpos: 5 µl de anti-B220-

PE, 5 µl de ant i-CD23-PECy7, 5 µl de anti-IgM Fab biotinado, 5 µl de a nti-CD43-

FITC, para el anticuerpo biotinado se usó estreptavidina-APC,  as í como con 5 µl 

de D API 1 m g/ml ( Sigma A ldrich, U SA) para s eleccionar c élulas v ivas. La 

purificación de los linfocitos B inmaduros se realizó por citometría de flujo utilizando 

un citómetro FACSAria con software FACSDiva (BD Bioscience).  
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Purificación de linfocitos B220+CD23- para detección de fosfoproteínas 
La purificación de los linfocitos B de medula ósea se realizó por selección positiva. 

Para lo cual las células provenientes de médula ósea se incubaron con anticuerpo 

anti-B220 c onjugado a perlas m agnéticas 10 µl por c ada 10x 106  de células  

(Miltenyi) en PBS-BSA 0.5% EDTA 2 mM a 4°C por 15 minutos, se lavaron y pasaron 

por columna de separación MACS LS (Miltenyi), posteriormente los linfocitos B220+ 

se incubaron con anticuerpo anti-CD23 conjugado a per las magnéticas 10 µl por 

cada 10x106  de células  ( Miltenyi) en P BS-BSA 0.5% EDTA 2 mM a 4° C por 15 

minutos, se lavaron y pasaron por columna de separación MACS LS (Miltenyi). Los 

linfocitos B220+CD23- obtenidos se usaron para los ensayos de señalización.   

 
Purificación de células WEHI-231 receptor de PRL positivas 
Las células WEHI-231 fueron incubadas en FACS buffer (PBS con BSA 0.5%) con 

anticuerpos ac oplados a f luorocromos es pecíficos para C D19 e I gM y  pa ra e l 

receptor de PRL se usó un anticuerpo anti-receptor de PRL, un segundo anticuerpo 

biotinado y  s treptavidiva-PECy5 por  20 m inutos a 4 oC en os curidad y  c on un  

marcador de v iabilidad ( Ghost-Red). S e r ealizó la s elección d e las c élulas 

CD19+/IgM+/Ghost-Red-. La purificación de las células se realizó usando el equipo 

FACSAria (BD Biociencias). La pureza de las células fue mayor al 98%. 

 
Extracción de RNA total y retrotranscripción (RT)   
Las pobl aciones de  l infocitos B pur ificadas s e c olocaron e n r eactivo de  T rizol 

(Invitrogen, USA) 1 ml por cada 1x106 células, se adicionó 10 µl de glicógeno para 

visualizar el RNA y se incubaron 5 minutos en hielo. Posteriormente se adicionaron 

200 µl de cloroformo (Sigma Aldrich, USA), se homogeneizó y se centrifugó a 12,000 

rpm por 15 minutos. Se recuperó la fase acuosa y se colocó en un tubo limpio, se 

adicionaron 550 µl de isopropanol grado biología molecular (J.T Baker, USA)  se 

incubó t oda la noc he a -70oC. S e c entrifugó a 12, 000 rpm por  15  minutos y  s e 

eliminó e l exceso d e isopropanol, e l b otón obtenido se lavó c on 1  m l de et anol 

(Sigma Aldrich, USA) al 75% y se centrifugo a 6,000 rpm por 10 minutos. El RNA se 
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resuspendió en 12 µl de agua inyectable (PISA, México), se cuantificó y evaluó su 

pureza ut ilizando el espectrofotómetro GeneQuant Pro (Gemini BV, Holanda). El 

RNA se convirtió en cDNA, para lo cual a 0.5 μg de RNA se le adiciono 1 μl de oligo 

dT(12-18) 0.5 mg/ml ( Invitrogen) y agua inyectable para un volumen final de 11 μl, la 

reacción se alineo en un t ermociclador PTC-100 (MJ Research, USA) a 65 oC por 5 

minutos. Posteriormente se adicionaron 5 µl del regulador 5X (250 mM Tris-HCl pH 

8.3, 375 mM KCl, 15 mM MgCl2), 2 µl de DTT 0.1M (Invitrogen, USA), 1 µl dNTPs 

10 mM (Invitrogen, USA) y 200U de la enzima Superscript III (Invitrogen, USA); se 

corrieron las muestras en el termociclador en un ciclo de 1 hora a 50oC y 15 minutos 

a 70oC. El cDNA obtenido se almacenó a -40oC.  

 
PCR Array apoptosis 
Se usaron las placas para genes de apoptosis de RT² Profiler™ PCR Array Mouse 

(Qiagen, Hilden, Alemania) con el formato 96-well Plate, el cual es compatible con 

el termociclador LightCycler 96 (Roche, Alemania). El procesamiento de la muestra 

se realizó en base a las instrucciones del fabricante con el uso de RT² SYBR Green 

qPCR M astermix (Qiagen, H ilden, A lemania). Los  r esultados o btenidos s e 

analizaron con el programa RT2 Profiler PCR Array Data Analysis versión 3.5, e l 

cual normalizó y generó el valor de expresión relativa.  

 

PCR en tiempo real 
Para determinar la expresión de las isoformas del receptor de PRL se realizó PCR 

tiempo real usando una mezcla sonda/iniciadores: para la β-actina (gen constitutivo) 

se colocó 0.1 µM de s onda No.56 (Roche, Alemania) y 0.5 µM de c ada iniciador 

GAGGAGGCTCTGGTTCAACA (sentido) y  CAGTAAATGCCACGAACGAA 

(antisentido) (Roche); para las isoformas del receptor de PRL colocó 0.1 µM de la 

sonda N o.31 (Roche) y 0. 5 µM de c ada iniciador 

AAGCCAGACCATGGATACTGGAG (común-sentido), 

AGCAGTTCTTCAGACTTGCCCTT (larga-antisentido) 

TATTTGCTTGCAGAGCCAGT (corta-antisentido). Posteriormente s e r ealizó la 

25 
 



 

mezcla de reacción en la cual se colocaron 1 µl de la mezcla sonda/iniciadores, 2 µl 

de Master Mix: 25 U  Taq DNA Polimerasa, 20 m M Tris-HCl, 100 m M KCl, 3 mM 

MgCl2, Brij 35 0.01% v/v, dNTPs 0.4 mM, pH 8.3 (Roche), 4.5 µl de agua inyectable 

(PISA)  y  2 .5 µl de m uestra. Las  m uestras s e c orrieron en e l t ermociclador 

LightCycler II (Roche) bajo las siguientes condiciones:  

95oC x 15 minutos            1 ciclo 

95oC x 10 segundos 

61oC x 30 segundos         40 ciclos 

72oC x 01 segundos 

50oC x 30 segundos         1 ciclo 

El análisis de la expresión relativa del receptor de PRL se realizó usando la fórmula 

2∆∆CT, como se muestra a continuación: 

∆CT1 = Cp (receptor de PRL)− Cp (β− actina) 

∆∆ = ∆CT1− (∆ problema) 

Expresión relativa =
1

e−(∆∆) 

 
Apoptosis  
Las células W EHI-231 r eceptor de P RL pos itivas y  las c élulas B  inmaduras de  

ratones C 57BL/6 y  M RL/lpr f ueron pr eincubadas 1 hora c on P RL ( 50 ng/ml) y  

posteriormente s e estimularon c on u n anticuerpo anti-IgM F (ab’)2 de J ackson 

Immunoresearch (10 µg/ml) durante 48 hor as y 18 hor as respectivamente. Como 

controles se usaron células solo con medio, células sólo con PRL y células solo con 

anti-IgM F(ab’)2. Al finalizar el tiempo de incubación se lavó con PBS y se adicionó 

el marcador de v iabilidad G host-Red durante 30 m inutos a 4 oC en os curidad. 

Posteriormente las células se dividieron en dos, las primeras fueron marcadas con 

Anexina V -FITC según el  pr otocolo del proveedor y las s egundas f ueron 

permeabilizadas con 100 µl de Citofix/Citoperm de BD Biosciences durante 1 hora 

a 4oC después las células se lavaron con Permwash de BD Biosciences y marcadas 

con anti-caspasa 3 activa acoplado a FITC 1 hora a 4oC en oscuridad. Finalmente, 
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las muestras f ueron adq uiridas en e l citómetro MACSQuant A nalyzer 1 0 y  

analizadas en el software Flowjo. 

 
Detección de fosfoproteínas.  
Las células WEHI-231 y las células B220+CD23- provenientes de ratones C57BL/6 

y MRL/lpr fueron incubadas 30 minutos con el inhibidor de PRL (Inh-PRL 10 µg/ml) 

y co n inhibidores de las v ías de s eñalización de l receptor d e P RL c omo G SK 

(inhibidor de la fosforilación de Akt), PP2 (inhibidor de cinasas de la familia Src) y 

Stattic (inhibidor de Stat3); posteriormente se incubaron con PRL (50 ng/ml) durante 

30 minutos. Las células se fijaron por 10 min a temperatura ambiente con 50 μl de 

paraformaldehído 2  %. Las  células se marcaron con ant i-CD43-FITC y  anti-IgM-

APC, pos teriormente se per meabilizaron con 100  μl de P erm B uffer I II de B D 

Phosflow para los STATs y con 100μl de IC Fixation Buffer de eBioscience, para 

AKT y ERK durante 30 minutos a 4°C. A continuación, se lavaron con FACS buffer 

o con Permwash respectivamente; y se incubaron con los siguientes anticuerpos 

anti-STAT1-PE, a nti-STAT3-PE, a nti-STAT5-PE, a nti-AKT-PE y  anti-ERK-PE 

durante 30 minutos a 4°C en oscuridad, finalmente se lavaron y se resuspendieron 

con F ACS B uffer. L as m uestras f ueron adq uiridas en e l c itómetro M ACSQuant 

Analyzer 10 y analizadas en el software Flowjo. 

 

Inmunoprecipitación de cromatina ChIP 
Las células W EHI-231 y  los l infocitos B  i nmaduros ( obtenidos po r s ort) f ueron 

incubados 1  hor a c on P RL, p osteriormente s e s iguió e l p rotocolo E piTect C hIP 

OneDay Kit (Qiagen), para la inmunoprecipitación (IP) se usaron los anticuerpos 

anti-IgG y anti-Stat-3-P de Cell Signalling. Para determinar el % de Input? se utilizó 

la siguiente formula: 

 

∆CT(normalizado IP) = Cp (IP) − Cp (input)− 𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿2 (𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓 𝑑𝑑𝑑𝑑 𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑 𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑 𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖) 

% 𝐈𝐈𝐈𝐈𝐈𝐈𝐈𝐈𝐈𝐈 = 2(−∆CT(normalizado IP)) 
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Análisis estadístico. 
Los resultados se describirán de acuerdo a la distribución de los datos (promedio y 

desviación). Para determinar l a di stribución de l os d atos s e ut ilizó la p rueba de 

normalidad Shapiro Wilk. Las variables independientes cuantitativas se compararon 

mediante l a prueba d e t  pa reada. Las diferencias ent re gr upo s e determinaron 

utilizando la prueba A NOVA. S e c onsideró significativo un  v alor de p< 0.05, el 

análisis estadístico de los datos se realizó utilizando el programa de computo SPSS 

15. 
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Resultados 

Expresión de la isoforma del receptor de PRL en células WEHI-231 

Las WEHI-231 han s ido ampliamente usadas para el estudio de la tolerancia del 

linfocito B, ya que estas células expresan un fenotipo B inmaduro punto importante 

de c ontrol p ara la eliminación de c lonas autorreactivas, po r l o que  se dec idió 

utilizarlas como modelo de estudio, para lo cual primero se determinó la expresión 

del receptor de PRL a nivel de mRNA usando iniciadores para detectar la porción 

extracelular, común en todas las isoformas; encontrando que las células WEHI-231 

expresan el receptor  (0.51 ± 0.05 expresión relativa). Posteriormente se determinó 

la expresión de las isoformas usando un iniciador común y un iniciador específico 

para cada isoforma (larga y corta). Las células WEHI-231 solo expresan la isoforma 

larga del receptor de PRL  (0.51 ± 0.04 expresión relativa) como se muestra en la 

figura 10a. También s e det erminó la ex presión de l r eceptor de  P RL a n ivel de  

proteína mediante el marcaje con un anticuerpo que reconoce la porción extracelular 

del receptor, encontrando que 47.50 ± 5.36% de las células WEHI-231 expresan el 

receptor de PRL (Figura 10b).  

 

 
Figura 10. Expresión del receptor de PRL en células WEHI-231. Se determinó la 
expresión relativa del receptor de PRL y sus isoformas en células WEHI-231 a) Mediante 
RT-PCR tiempo real y b)  Mediante citometría de flujo 
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Para asegurar el efecto de la PRL sobre estas células, se realizó la purificación de 

las células WEHI-231 PRLR+ mediante citometría de flujo, usando la estrategia que 

se m uestra en la f igura 1 1, obtenido pur ezas ent re e l 95-98%. Los  ens ayos 
posteriores de apoptosis se realizaron con las células WEHI-231 receptor de PRL+. 

 

 
Figura 11. Purificación de las células WEHI-231 receptor de PRL+. Mediante citometría 
de flujo se realizó la purificación de las células WEHI-231 positivas para el receptor de PRL 
(Ghost-Red-/CD19+/IgM+/Receptor de PRL+). 
 

Efecto de la PRL en la viabilidad y apoptosis de las células WEHI-231.   

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 y 48 horas con un anticuerpo 

anti-IgM F (ab’)2 para i nducir entrecruzamiento de l B CR, lo c ual m imetiza el  

entrecruzamiento de  ant ígenos p ropios. E l por centaje de c élulas v ivas y  en  

apoptosis f ue determinado m ediante citometría de f lujo. Las  c élulas que f ueron 

incubadas c on ant i-IgM F (ab’)2 mostraron u na d isminución s ignificativa en e l 

porcentaje de  c élulas v ivas (40.93 ±  0 .87%; p< 0.01) c omparada con las c élulas 

incubadas con medio (65.72 ± 1.96%) o P RL (67.10 ± 5.90%). Mientras que las 

células que fueron pr e-incubadas c on P RL e i ncubadas con an ti-IgM F (ab’)2 
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mostraron un i ncremento s ignificativo en e l por centaje de c élulas v ivas ( 58.42 ± 

0.82%; p<0.01) comparado con las células que no fueron pre-incubadas con PRL 

(Figura 12). 

 

 

Figura 12. Efecto de la PRL en la viabilidad de células WEHI-231. Las células WEHI-
231 fueron pre-incubadas 1 hora con PRL e incubadas con un anticuerpo anti-IgM F(ab’)2 
por 4 8 h oras. Las c élulas m uertas fueron m arcadas c on G host-Red. a) P orcentaje d e 
células vivas y b) IMF Ghost-Red. *p<0.01 

 

Las células en apoptosis fueron determinadas mediante dos diferentes paramentos: 

1) Anexina V  y G host-Red ( marcador de  s obrevida) y  2)  c aspasa-3 ac tiva. E l 

porcentaje de células en apoptosis temprana (Anexina V+/Ghost-Red-) y apoptosis 

tardía ( Anexina V +/Ghost-Red+) incrementó significativamente en l as c élulas 

incubadas con anti-IgM F(ab’)2 (23.88 ± 2.56 and 31.62 ± 2.66%; p<0.01) comparado 

con el porcentaje de células incubadas con medio (16.23 ± 2.02 and 14.28 ± 0.71%) 

o P RL ( 15.37 ±  0. 97 and  13. 0 ±  0. 44%). Una d isminución significativa e n el 

porcentaje de células en apoptosis temprana y tardía  (14.44 ± 0.99 and 21.92 ± 

2.00%; p<0.01) fue determinada en las células pre-incubadas con PRL e incubadas 

con anti-IgM F(ab’)2 comparada con las células que no f ueron pre-incubadas con 
PRL  (Figura 13). 
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Figura 13. Efecto de la PRL en la apoptosis de células WEHI-231 medido a través de 
la identificación de Anexina V. Las células WEHI-231 fueron pre-incubadas 1 hora con 
PRL e i ncubadas con u n a nticuerpo anti-IgM F (ab’)2 por 48 h oras. L as c élulas fueron 
marcadas con Ghost-Red y Anexina V-FITC para medir la apoptosis temprana (Anexina V+ 
Ghost-Red-) y apoptosis t ardía (Anexina 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 
 
 

Por ot ro lado, e l po rcentaje de c élulas c aspasa-3 activa i ncremento 

significativamente en aquellas que fueron incubadas con anti-IgM F(ab’)2 (50.76 ± 

1.35%; p<0.01) comparado con las células incubadas con medio (9.99 ± 0.33%) o 

PRL ( 11.0 ±  0. 44%). M ientras que e l por centaje de c élulas c aspasa-3 ac tiva 

disminuyó significativamente en las células pre-incubadas con PRL e incubadas con 

anti-IgM F(ab’)2  (29.50 ± 1.93%; p<0.01) comparado con las células que no fueron 

pre-incubadas con PRL. Las mismas diferencias 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 
14). 
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Figura 14. Efecto de la PRL en la apoptosis de células WEHI-231 medido por caspasa-
3. Las células W EHI-231 f ueron pre-incubadas 1 hor a c on P RL e i ncubadas c on u n 
anticuerpo anti-IgM F(ab’)2 por 48 horas. Las células fueron marcadas 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 
 

 

Finalmente, la expresión de genes  de ap optosis en c élulas WEHI-231 incubadas 

con PRL 1 hora se determinó mediante PCR Array. Los resultados mostraron que 

la PRL modula la expresión de varios genes de la familia de Bcl-2; disminuye la 

expresión de l ge n pr o-apoptótico Bad ( 0.22 expresión r elativa) e i ncrementa l a 

expresión de los genes anti-apoptóticos Bag3 (2.50 expresión relativa), Bcl2l1 (2.98 

expresión r elativa), and  B cl2l2 ( 3.22 expresión r elativa). Además, disminuye l a 

expresión del gen para la caspasa-3 CASP3 (0.29 expresión relativa) y caspasa-9 

CASP9 (0.43 expresión relativa) como se muestra en la figura 15a. La expresión de 

estos ge nes fue c onfirmada por  P CR t iempo r eal, encontrando q ue la P RL 

incremento la expresión relativa del gen B cl-xL (2.07 ± 0.30 expresión relativa) y 

disminuyó la expresión de Bad (0.47 ± 0.12 expresión relativa) comparado con las 

células que fueron incubadas con medio (p<0.01). No se observaron cambios en el 

gen Birc5 (0.95 ± 0.23 expresión relativa) (Figura 15b).  
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Figura 15. Expresión de genes apoptóticos modulados por PRL en células WEHI-231 
incubadas 1 hora con PRL. Expresión de genes de apoptosis a) mediante PCR Array y b) 
mediante PCR tiempo real. *p<0.01 
 

Vías de señalización que activa el receptor de PRL en células WEHI-231 

Se determinó cuál o cuáles vías de señalización son inducidas por la interacción de 

la PRL y su r eceptor en es te m odelo. Las células s e incubaron c on P RL, c on 

inhibidor de PRL (G129R) y con inhibidores de l as vías de señalización inducidas 

por el receptor (PP2, GSK y Stattic). En la figura 16 se muestra la activación de la 

vía PI3K-AKT medido a través de la fosforilación de la molécula AKT en donde se 

observa que la PRL promueve la señalización de su receptor a través de esta vía 

[(Medio 345.3 ±  6. 56; PRL 400. 0 ±  41. 8)], lo cual se comprueba con e l uso de l 

inhibidor del receptor de PRL (G129R 312.8 ± 32.52) y de inhibidores de la vía [(PP2 
286.0 ± 13.65) y (GSK 247.5 ± 50.61)]. 
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Figura 16. Efecto de la PRL en la activación de la vía PI3K-AKT en células WEHI-231. 
Se de terminó l a fosforilación de AKT mediante c itometría de f lujo en células WEHI-231 
incubadas con diferentes inhibidores (G129R, PP2, GSK) y con PRL. Se muestra a) IMF de 
pAKT y b) Histograma representativo, control de isotipo (gris), medio (negro), PRL (rojo) y 
G129R (azul). *p<0.05 

 

También se determinó el efecto de la PRL en la activación de la vía de señalización 

JAK-STAT, midiendo l a f osforilación de las t res moléculas STAT que han s ido 

reportadas para el receptor de PRL (STAT-1, STAT-3 y STAT-5). Obteniendo como 

resultado que  la P RL ún icamente pr omueve l a f osforilación de  STAT-3 [(Medio 

155.0 ±  4. 58; P RL 174. 0 ±  2. 64)] y c uando l as c élulas s on i ncubadas c on los 

diferentes inhibidores se observa una disminución significativa en la fosforilación de 

STAT-3 [(G129R 153.3 ± 7.23; PP2 126.3 ± 3.01; Stattic 148.0 ± 8.88)], lo cual se 

muestra en la figura 17. 
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Figura 17. Efecto de la PRL en la activación de la vía de señalización JAK-STAT en 
células WEHI-231. Se determinó la fosforilación de las moléculas STAT-1, STAT-3 y STAT-
5 mediante citometría de flujo en células WEHI-231 incubadas con diferentes inhibidores 
(G129R, PP2, Stattic) y con PRL. a) IMF de pSTAT-1, b) IMF de pSTAT-5, c) IMF de pSTAT-
3 y d) Histograma representativo, control de isotipo (gris), m edio ( negro), PRL (rojo) y 
G129R (azul). *p<0.05 

  

Finalmente, para determinar si la interacción PRL-receptor de PRL activa la vía de 

señalización MAPK, se determinó la fosforilación de ERK. Las células WEHI-231 se 

incubaron con d iferentes inhibidores ( G129R, PP2  y  G SK). En l a f igura 18  se 

muestra la fosforilación de la molécula ERK en donde s e observa que l a PRL no 

tiene efecto sobre la fosforilación de esta molécula [(Medio 104.7 ± 5.13; PRL 97.80 

± 1.74)], y con los diferentes inhibidores se observa el mismo efecto que solo con 
PRL [(G129R 96.57 ± 3.36; PP2 96.70 ± 2.16; GSK 102.7 ± 8.10)]. 
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Figura 18. Efecto de la PRL en la fosforilación de ERK en células WEHI-231. Se 
determinó l a fosforilación de ERK m ediante citometría de flujo en células WEHI-231 
incubadas con diferentes inhibidores (G129R, PP2, GSK) y con PRL.  

 

Unión de STAT-3P a sitios promotores de genes anti-apotóticos en células 
WEHI-231. 

Con base en los resultados obtenidos, en donde se determinó que la PRL a través 

de la unión a su receptor es capaz de inducir la fosforilación de STAT-3 y sabiendo 

que esta molécula funciona como factor de t ranscripción, se determinó mediante 

ensayos de inmunoprecipitación de c romatina (ChIP) la unión de STAT-3P a los 

sitios promotores de genes anti-apotóticos. Encontrando que las células WEHI-231 

incubadas con PRL inducen la unión de STAT-3P a l os promotores de los genes 

Bcl-xL (3.55 ± 0.35 %Input) y Bcl2l1 (3.15 ± 0.35 %Input) (Figura 19), los cuales por 

acción de la PRL se encontraron aumentados (Figura 15)  y no en los promotores 

de los genes Bcl1a2a y Bcl2l10 (Figura 19) los cuales no se vieron afectados por la 
PRL (Figura 15). 
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Figura 19. Unión de STAT-3P a sitios promotores de genes anti-apoptóticos. En 
células WEHI-231 incubadas 1 hora con PRL, se realizó ChIP con anticuerpos anti-IgG y 
anti STAT-3. Se muestra % de Input en diferentes sitios promotores de genes anti-
apoptoticos.   

 

Con l os resultados obt enidos det erminamos que l as células W EHI-231 s on 

rescatadas de la apoptosis cuando son incubadas con PRL, la interacción de esta 

hormona con su receptor promueve la fosforilación de AKT y STAT-3; y la molécula 

STAT-3P se une a los sitios promotores de genes anti-apoptóticos promoviendo su 

expresión.  Para comprobar si estas células son rescatadas de la apoptosis a través 

del receptor d e P RL, las células fueron i ncubas con l os d iferentes i nhibidores 

(G129R, GSK, PP2, Stattic) posteriormente con PRL y al final se entrecruzo el BCR. 

Los resultados se muestran en l a figura 20 en donde pod emos observar que l as 

células W EHI-231 incubadas c on e l inhibidor d e P RL p resentan u n m enor 

porcentaje d e c élulas v ivas y  un m ayor po rcentaje de  células en apopt osis en 

comparación con las células que solo fueron incubadas con la PRL; lo mismo se 
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obtuvo con los diferentes inhibidores empleados [Porcentaje de células vivas (Medio 

73.53 ± 0.20; anti-IgM F(ab’)2 18.87 ± 0.51; PRL 1 hora  y anti-IgM F(ab’)2 25.03 ± 

0.23; G129R 30min +PRL 1 hora  + anti-IgM F(ab’)2 20.47 ± 0.83; PP2 30min +PRL 

1 hora  + anti-IgM F(ab’)2 16.33 ± 0.85; GSK 30min +PRL 1 hora  + anti-IgM F(ab’)2 

12.73± 0.91; Stattic 30min +PRL 1 hora  + anti-IgM F(ab’)2 17.37 ± 0.59) y Porcentaje 

de células caspasa-3 (Medio 31.17 ± 0.25; anti-IgM F(ab’)2 84.40 ± 2.15; PRL 1 hora  

y anti-IgM F(ab’)2 78.11 ± 0.32; G129R 30min +PRL 1 hora  + anti-IgM F(ab’)2 83.87 

± 1.52; PP2 30min +PRL 1 hora  + anti-IgM F(ab’)2 84.4 ± 0.70; GSK 30min +PRL 1 

hora  + anti-IgM F(ab’)2 88.33± 0.47; Stattic 30min +PRL 1 hora  + anti-IgM F(ab’)2 
83.5 ± 0.10) ] 

 

 

Figura 20. Efecto de la señalización del receptor de PRL en la apoptosis de células 
WEHI-231. Se determinó el a)  porcentaje de células v ivas y b)  el porcentaje de células 
caspasa 3 en células WEHI-231 que fueron incubadas con diferentes inhibidores (G129R, 
PP2, GSK y St tatic), c on P RL y  ade más se entrecruzo el BCR para inducir apoptosis  
(*P<0.05). 

 

Expresión de las isoformas del receptor de PRL en linfocitos B de ratones que 
desarrollan LES 
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Se determinó la expresión de las isoformas del receptor de PRL a nivel de mRNA 

en las poblaciones de linfocitos B de médula ósea provenientes de ratones C57BL/6 

(cepa c ontrol) y  M RL/lpr; a las 9 s emanas y con ni veles e levados de P RL ( 15 

semanas), encontrando que solo se expresa la isoforma larga. En ratones C57BL/6 

de 9 semanas de edad, se encontró que conforme el linfocito B madura, la expresión 

de l a isoforma l arga d isminuye [ pro-B 0. 050 ±  0. 015, p re-B 0. 044 ±  0. 009 e 

inmaduros 0.010 ± 0.004], e l mismo comportamiento se observó en r atones con 

niveles elevados de P RL [pro-B 0.057 ± 0.008, pre-B 0.029 ± 0.016 e inmaduros 

0.010 ± 0.003] (figura 21a). Por otro lado, en ratones que desarrollan LEG (MRL/lpr) 

se enc ontró q ue l a pob lación d e l infocitos pr o-B ( 0.012 ±  0. 003) t iene m ayor 

expresión de la isoforma l arga, la cual d isminuye en  pr e-B ( 0.004 ±  0.004) pero 

incrementa en los linfocitos B inmaduros (0.011 ± 0.004); esta expresión fue menor 

que l a enc ontrando en r atones C 57BL/6. M ientras que en r atones MRL/lpr con 

niveles elevados de P RL se encontró un au mento en l a expresión de la isoforma 

larga en todas las poblaciones, siendo mayor en linfocitos B inmaduros [pro-B 0.067 
± 0.007, pre-B 0.061 ± 0.007 e inmaduros 0.130 ± 0.024] (figura 21b). 

 

 
Figura 21. Expresión Relativa de la isoforma larga del receptor de PRL.  A partir de 
linfocitos pro-B, pre-B e i nmaduros purificados por citometría de flujo se realizó RT-PCR 
tiempo real para determinar las isoformas del receptor de PRL a) linfocitos provenientes de 
ratones C57BL/6 de 9 semanas y con niveles elevados de PRL (15 semanas) y b) linfocitos 
provenientes de ratones MRL/lpr de 9 semanas y con niveles elevados de PRL (15 
semanas). 
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Efecto de la PRL en la viabilidad y apoptosis de linfocitos B inmaduros de 
ratones que desarrollan LES. 

Para medir el efecto de la PRL en la viabilidad y apoptosis de linfocitos B inmaduros, 

se realizó la purificación de l infocitos B inmaduros de ratones C57BL/6 y MRL/lpr 

(desarrollan LES) mediante citometría de f lujo,  se realizó el marcaje de v iabilidad 

con Ghost-Red y para determinar apoptosis se realizó el marcaje con el anticuerpo 

anti-caspasa-3 ac tiva. E n r atones c ontrol C57BL/6 s e enc ontró un a disminución 

estadísticamente significativa (p<0.01) en el porcentaje de células vivas cuando los 

linfocitos B  inmaduros f ueron incubados c on ant i-IgM F (ab’)2 (43.68 ±  3. 01%) 

comparado con las células incubadas con medio (53.42 ± 1.75%) o PRL (53.40 ± 

1.14%). No se encontró diferencia en las células vivas en los linfocitos B inmaduros 

pre-incubados c on P RL e i ncubados c on a nti-IgM F (ab’)2 (43.22 ±  2. 79%) en  

comparación con los linfocitos que no f ueron i ncubados con la hor mona ( Figure 

22a). R esultados s imilares f ueron enc ontrados a l det erminar apo ptosis. E l 

porcentaje de  c élulas c aspasa-3 ac tiva incrementó significativamente  (32.40 ±  

0.94%; p<0.01) en l os l infocitos B i nmaduros i ncubados con ant i-IgM F (ab’)2 

comparado con los linfocitos incubados con medio (26.43 ± 0.87) o PRL (26.47 ± 

0.70%). No hubo diferencia (p=0.2497) en el porcentaje de células caspasa-3 activa 

en linfocitos B inmaduros pre-incubados con PRL e incubados con anti-IgM F(ab’)2 

(30.98 ±  2.61%) comparado con los linfocitos que no fueron pre-incubados PRL 

(Figure 23a). 
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Figura 22. Efecto de la PRL en la viabilidad de linfocitos B inmaduros. Linfocitos B 
inmaduros purificados mediante citometría de flujo fueron pre-incubados 1 hora con PRL e 
incubadas con un an ticuerpo anti-IgM F (ab’)2 por 18 horas. Las células m uertas fueron 
marcadas con G host-Red. a) P orcentaje d e c élulas v ivas C 57BL/6 y  b) P orcentaje d e 
células vivas MRL/lpr *p<0.01. 
 

Mientras que en l infocitos B inmaduros de ratones MRL/lpr a l ser incubados con 

anti-IgM F (ab’)2 18 ho ras, e l porcentaje de c élulas v ivas d isminuyó 

significativamente (25.40 ± 1.27%; p<0.01) al compararlo con linfocitos incubados 

con medio  (37.96 ± 0.50%) PRL (37.30 ± 2.43%). Mientras que los linfocitos pre-

incubados c on P RL e incubados con ant i-IgM F (ab’)2 incrementaron 

significativamente el  porcentaje de c élulas vivas (41.10 ± 2.26%) comparado con 

los linfocitos que no fueron pre-incubados con la hormona (p<0.01) (Figure 22b). 

Por otro lado, al determinar el porcentaje de células caspasa-3 activa, los linfocitos 

B inmaduros que fueron incubados con anti-IgM F(ab’)2 incrementaron el porcentaje 

de células caspasa-3 activa (49.65 ± 0.64%; p<0.01) comparado con los linfocitos 

incubados c on medio ( 37.80 ±  0. 57%) o P RL ( 30.98 ±  7. 39%). M ientras que el 

porcentaje de células caspasa-3 activa disminuyó significativamente en los linfocitos 

pre-incubados con PRL e incubados con anti-IgM F(ab’)2 (34.75 ± 1.91) comparado 
con los linfocitos que no fueron pre-incubados con PRL (Figure 23b).  
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Figura 23. Efecto de la PRL en la apoptosis de linfocitos B inmaduros. Linfocitos B 
inmaduros purificados mediante citometría de flujo fueron pre-incubados 1 hora con PRL e 
incubadas con un anticuerpo anti-IgM F(ab’)2 por 18 horas. Las células fueron marcadas 
con Ghost-Red y un anticuerpo anti-caspasa-3 activa. a) Porcentaje de células caspasa-3 
activa C57BL/6 y b) Porcentaje de células caspasa-3 activa MRL/lpr. *p<0.01 
 

Se det erminó l a expresión de genes  de a poptosis en l infocitos B  i nmaduros de 

ratones C57BL/6 y ratones MRL/lpr incubados con PRL 1 hora mediante PCR Array. 

Los resultados mostraron que la PRL en ratones C57BL/6 modula la expresión de 

varios ge nes; aumenta y  di sminuye la ex presión relativa tanto de g enes pro-

apoptóticos [Apaf-1 (2.32), Bcl-10 (4.44), Bnip3l (6.28)] como genes anti-apoptóticos 

[Api-5 (2.18), Birc5 (3.10), Bnip2 (2.55), Bcl2a1a (0.22), Bcl2l2 (0.14), Birc2 (0.28)], 

así como genes que tienen la doble función [  Bcl-2 (3.82), Bcl2l1 (7.74), Bcl2l11 

(3.41), Bnip3 ( 6.28)] (figura 24 a). Mientras que e n r atones MRL/lpr l a PRL 

únicamente incrementa la expresión relativa de genes; principalmente genes anti-

apoptóticos [Api5 (2.96), Bag3 (3.74), Bcl2a1a (9.88), Bcl2l2 (8.30), Birc5 (10.59)], 

dos genes pro-apoptóticos [ Apaf1 (2.33) y  Bok ( 2.66)], y  dos  genes con f unción 

doble [Bcl2l10 (2.22) y Bnip3 (2.05) (figura 24b). Cuando los linfocitos B inmaduros 

fueron incubados con G129R se observó una regulación negativa en la expresión 

relativa de genes anti-apoptóticos que fueron incrementados en presencia de PRL 

[Api5 (0.0003), Bag (0.16), Bcl2a1a ( 0.52), Bcl2l10 (0.008), Bcl2l2 ( 0.99) y  B irc5 

(0.80)], además de d isminuir la expresión relativa de ot ros ge nes [  A paf1(0.03), 

Bag1 (0.13), Bak1 (0.14), Bcl2l1 (0.36), Bcl2l11 (0.49), Birc2 (0.20), Birc3 (0.33) y 

Casp3 ( 0.24)] ( figura 24 c), lo c ual f ue m uy s imilar a lo obs ervando c on S tattic 

inhibidor de Stat3 (figura 24d). 
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Figura 24. Expresión de genes apoptóticos modulados por PRL en linfocitos B 
inmaduros. Se determinó la expresión de genes de apoptosis mediante PCR Array en 

linfocitos B inmaduros de médula ósea incubados con PRL 1 hora a) C57BL/6, b) MRL/lpr, 

c) MRL/lpr incubados previamente con G129R durante 30 minutos y d) MRL/lpr incubados 

previamente con Stattic durante 30 minutos. *p<0.01 
 
La expresión de algunos genes fue confirmada por PCR tiempo real, encontrando 

que la PRL incrementó la expresión relativa de los genes Birc5 y Bcl-xL en ratones 

C57BL/6, la PRL incremento a la expresión de Birc5 y en presencia de G129, esta 

expresión se ve disminuida (Figura 25).   
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Figura 25. Expresión de genes apoptóticos modulados por PRL en linfocitos B 
inmaduros. Se confirmó la expresión de algunos genes de apoptosis mediante PCR tiempo 
real en linfocitos B inmaduros de médula ósea incubados con PRL 1 hora a) C57BL/6, b) 
MRL/lpr. *p<0.01 
 
 

Vía de señalización que activa el receptor de PRL en linfocitos B inmaduros 
provenientes de ratones que desarrollan LES 

En la figura 26 se muestra el efecto de la PRL y su receptor en la señalización de la 

vía PI3K-AKT medido a través de la fosforilación de AKT, en donde se observa que 

en ratones control C57BL/6 y en ratones MRL/lpr que desarrollan LES, la PRL no 
tiene efecto en la fosforilación de AKT. 
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Figura 26. Efecto de la PRL la activación de la vía de señalización PI3K/AKT en 
linfocitos B inmaduros. Se determinó la activación de la vía de señalización PI3K/AKT en 
linfocitos B inmaduros provenientes de ratones control y que desarrollan LES  incubados 
con diferentes inhibidores de esta vía (PP2 y GSK), G129R y con PRL; posteriormente se 
determinó la fosforilación de AKT por citometría de flujo. En ratones a) C57BL/6 y b) MRL/lpr 

 

Posteriormente se determinó el efecto de la PRL y su receptor en la activación de 

la v ía de s eñalización J AK-STAT medido a t ravés de la f osforilación de las 

moléculas STAT-1, STAT-3 y STAT-5. Para la activación de STAT-1 y STAT-5 no 

se observaron diferencias entre los ratones C57BL/6 y los ratones que desarrollan 
LES (figura 27).  
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Figura 27. Efecto de la PRL en la fosforilación de STAT-1 y STAT-5 en linfocitos B 
inmaduros. Se determinó la fosforilación de STAT-1 y STAT-5 mediante citometría de flujo 
en linfocitos B inmaduros provenientes de ratones control y que desarrollan LES incubados 
con diferentes inhibidores (G129R, PP2 y Stattic) y con PRL. a) STAT-1 en C57BL/6, b) 
STAT-1 en MRL/lpr, c) STAT-5 en C57BL/6 y d) STAT-5 en MRL/lpr.  

 

Cuando se determinó la activación de STAT-3 observamos que en ratones control 

C57BL/6 no hay efecto de la PRL; mientras que en los ratones que desarrollan LES 

la PRL a través de su receptor induce la fosforilación de la molécula STAT-3 y está 

disminuye en presencia del inhibidor del receptor de PRL [(Medio 23.3 ± 3.25; PRL 

33.35 ± 0.21; G129R 27.05 ± 1.06; PP2 28.50 ± 0.99; Stattic 24.47 ± 3.75)] (figura 
28). 
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Figura 28. Efecto de la PRL la activación de STAT-3 en linfocitos B inmaduros. Se 
determinó l a ac tivación d e la v ía d e s eñalización J AK-STAT en l infocitos B i nmaduros 
provenientes de ratones control y que desarrollan LES incubados con diferentes inhibidores 
(G129R, PP2, Stattic) y con PRL. Posteriormente se determinó la fosforilación de STAT-3 
por citometría de flujo. Se muestra a) C57BL/6 y b) MRL/lpr. 

 

Finalmente se determinó la fosforilación de ERK molécula importante en la vía de 

señalización de MAPK, mostrando que en ambas cepas de ratones la PRL no tiene 

efecto en la fosforilación de esta molécula, siendo evidente la intensidad media de 

fluorescencia de pERK es mayor en ratones que desarrollan LES  [C57BL/6 (Medio 

39.10 ± 5.28; PRL 37.50 ± 6.96; G129R 39.17 ± 6.20; PP2 38.03 ± 6.18) y MRL/lpr 

(Medio 81.90 ± 1.00; PRL 80.25 ± 0.07; G129R 82.30 ± 3.30; PP2 79.97 ± 6.10)] 
(figura 29). 

48 
 



 

 

 

 

Figura 29. Efecto de la PRL la activación de ERK en linfocitos B inmaduros. Se 
determinó la ac tivación de  la vía de señalización MAPK en linfocitos B inmaduros 
provenientes de ratones control y que desarrollan LES incubados con diferentes inhibidores 
(G129G, P P2) y con PRL; pos teriormente s e det erminó la f osforilación de  ERK por 
citometría de flujo. Se muestra a) C57BL/6 y b) MRL/lpr. 

 

Unión de Stat-3P a sitios promotores de genes anti-apotóticos en linfocitos B 
inmaduros de ratones que desarrollan LES. 

Se det erminó m ediante ensayos de i nmunoprecipitación de cromatina ( ChIP) la 

unión de Stat-3P a los sitios promotores de genes anti-apotóticos. Encontrando que 

en linfocitos B inmaduros incubados con PRL se induce la unión de Stat-3P a l os 

promotores de los genes Bcl-xL (2.65 ± 0.21 %Input) y Bi rc5 (3.10 ± 0.28 %Input) 

en ratones C57BL/6, mientras que en ratones MRL/lpr Stat-3P se unió a los sitios 

promotores de los genes Bcl2l2 (3.90 ± 0.28 %Input), Bcl1a2a (6.05 ± 0.35 %Input), 

Bcl2l10 (3.90 ± 0.14 %Input) y Birc5 (6.20 ± 0.42 %Input) (Figura 30).  
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Figura 30. Unión de Stat-3P a sitios promotores de genes anti-apoptóticos en 
linfocitos B inmaduros. En linfocitos B inmaduros incubados 1hora con PRL, se 
realizó C hIP c on ant icuerpos anti-IgG y ant i Stat-3. S e m uestra %  de  I nput en  
diferentes sitios promotores de genes anti-apoptoticos.   

 

Para comprobar que la unión de la prolactina con su receptor es responsable de 

rescatar a los linfocitos B inmaduros de la apoptosis, realizamos l os ensayos de 

apoptosis usando e l inhibidor de l receptor d e P RL as í c omo S tattic inhibidor de 

STAT-3 ya que se observó que la PRL activa la vía de JAK-STAT-3, los resultaron 

mostraron que solo en ratones que desarrollan LES, la PRL rescata a las células de 

la apo ptosis i nducida po r anticuerpos anti I gM y  c uando s e usó el i nhibidor del 

receptor el efecto de la PRL fue revertido. [MRL/lpr (Medio 42.85 ± 2.20; PRL 18.00 

± 1.27; G129R 32.95 ± 3.18; Stattic 31.35 ± 4.03)]. Mientras que en ratones control 

no hay efecto de la PRL y con el inhibidor se mantiene el mismo comportamiento, 

solo c on S tattic s e obs ervó un incremento en las ap optosis de es tas células. 

[C57BL/6 (Medio 16.40 ± 1.70; PRL 16.05 ± 4.17; G129R 18.95 ± 1.63; Stattic 25.59 
± 2.62) (figura 31). 
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Figura 31. Efecto de la señalización del receptor de PRL en la apoptosis de linfocitos 
B inmaduros. Se determinó el porcentaje de células caspasa 3 en linfocitos B inmaduros 
que fueron incubadas con G129R, Stattic; y con PRL, y posteriormente se entrecruzo el 
BCR para inducir apoptosis. a) C57BL/6 y b) MRL/lpr  (*p<0.05). 
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Discusión  

Se conoce que la PRL tiene un papel en los mecanismos de tolerancia periférica del 

linfocito B, en do nde s e ha dem ostrado q ue m odula genes  ant i-apoptóticos y  

moléculas como CD40 y BAFFR (95). Sin embargo, no se cuenta con información 

sobre el efecto de la PRL en la tolerancia central. Por otro lado, se sabe que e n 

ratones que desarrollan LES hay una disminución de l infocitos B inmaduros y un 

incremento de linfocitos B T1 (91,97); y se sabe que en el es tadio de l infocito B 

inmaduro se lleva la eliminación de la mayor parte de linfocitos B autorreactivos (24). 

La f alla en la e liminación de las c lonas autorreactivas favorece e l des arrollo de  

enfermedades autoinmunes como LES. Por lo que decidimos determinar el  efecto 

que tiene la PRL en la sobrevida de linfocitos B inmaduros; para lo cual empleamos 

dos modelos. E l pr imer modelo f ue l a línea c elular WEHI-231 que pr esenta un  

fenotipo de linfocito B inmaduro y tiene la característica que al entrecruzar su BCR 

estas células son eliminadas por apoptosis lo cual mimetiza la interacción del BCR 

con antígenos pr opios ( 98); y  e l s egundo modelos l infocitos B  i nmaduros 

provenientes de ratones que desarrollan LES.  

 

En trabajos previos en nuestro grupo se ha demostrado que todos los estadios de 

maduración del linfocito B en médula ósea y bazo expresan el receptor de PRL en 

cepas de ratones que desarrollan LES (91,97), sin embargo, no se ha establecido 

si p redomina la expresión de a lguna de las i soformas del  r eceptor. E n es tudios 

realizados en humanos se ha reportado que la isoforma larga está asociada con la 

progresión y  m etástasis en c áncer de m ama, pr omoviendo l a p roliferación y  

sobrevida de las c élulas c ancerosas; m ientras qu e la isoforma c orta h a s ido 

asociada con efectos anti-proliferativos y pro-apoptóticos (99-101). Por lo que en 

este trabajo se determinó la expresión de las isoformas larga y corta del receptor de 

PRL a nivel de mRNA. Nuestros resultados muestran que en el modelo de células 

WEHI-231 se expresa únicamente la isoforma larga del receptor. El mismo resultado 

se obs ervó e n linfocitos B  de m édula ós ea de r atones c ontrol y  r atones que  

desarrollan LES, donde la expresión de la isoforma larga del receptor de PRL fue 
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mayor en ratones que desarrollan LES con niveles elevados de PRL. Con esto se 

demostró que en linfocitos B inmaduros solo se expresa la isoforma larga y esto nos 

indica que  l a un ión de  l a P RL po dría estar f avoreciendo la s obrevida o la 

proliferación de estas células. 

 

El estadio de linfocito B inmaduro es un punto importante para la eliminación de las 

clonas autorreactivas, aproximadamente el  70% de es tas células son eliminadas 

(22). U no de los m ecanismos por  e l qu e se da la e liminación de  l as c lonas 

autorreactivas, es la muerte por apoptosis (27); y como se sabe que l a PRL tiene 

efectos anti-apoptóticos en diversos tipos celulares (102-104), decidimos estudiar el 

efecto que tiene esta hormona en la apoptosis de los linfocitos B inmaduros. 

 

En nuestro modelo con la línea celular WEHI-231, determinamos que l as células 

incubadas c on P RL y  en las c uales pos teriormente s e ent recruzo s u B CR, 

incrementaron s u s obrevida y  m ostraron una d isminución en  la ap optosis a l 

compararlo con las células que no fueron incubadas con PRL. Con estos resultados 

demostramos que l a PRL r escata a  l as células WEHI-231 de  la apoptosis. Para 

conocer cómo es que la PRL está rescatando de la apoptosis a las células WEHI-

231, determinamos por PCR Array la expresión de genes  de apoptosis. Nuestros 

resultados mostraron que la PRL modula la expresión de genes de la familia Bcl-2; 

aumentando la expresión de genes anti-apoptóticos como Bcl2l1 (Bcl-xL) y Bcl2l2; 

y disminuyendo la expresión del gen pro-apoptótico Bad. Nuestros datos muestran 

por vez primera el efecto de la PRL en las células WEH-231 y tienen concordancia 

con lo descrito en otro tipo de línea celular, como las células Nb2 (linfocitos pre-T 

de rata), en donde se demostró que la PRL incrementa la sobrevida de estas células 

incrementando l a ex presión de B cl-xL ( 105). S in embargo, a d iferencia de lo 

encontrado en las células Nb2, donde no observó efecto de la PRL en la expresión 

del gen pro-apoptótico Bad, nuestros resultados mostraron una disminución en este 

gen. Se sabe que Bad se puede unir a Bcl-2 o Bcl-xL, promoviendo apoptosis (106), 

la disminución en la expresión de este gen en las células WEHI-231, concuerda con 

un menor porcentaje de células en apoptosis.  
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Los efectos que ejerce la PRL son mediados a t ravés de la unión a s u receptor, 

nuestros resultados mostraron que las células WEHI-231 solo expresan la isoforma 

larga del receptor de PRL, y se sabe que esta isoforma es capaz de activar las vías 

de señalización JAK-STAT, PI3K-AKT y MAPK (53). Para determinar la señalización 

que induce la un ión de  la P RL a s u r eceptor en c élulas WEHI-231, r ealizamos 

ensayos de f osforilación de pr oteínas de las di ferentes v ías de s eñalización. 

Nuestros resultados mostraron que la interacción PRL-receptor de PRL en células 

WEHI-231, es capaz de activar las vías de señalización PI3K- AKT y JAK-STAT, 

esta úl tima a t ravés de l a f osforilación de STAT-3. E n es tudios pr evios s e ha  

reportado que la PRL es capaz de inducir la activación de la vía de s eñalización 

PI3K-AKT, lo cual se ha asociado con rescatar células Nb2 de la apoptosis (107). 

Además, se sabe que la vía de señalización PI3K-AKT incrementa la expresión de 

moléculas anti-apoptóticas en diversos tipos células como linfocitos B, linfocitos T y 

neutrófilos, tanto en estado patológico como en homeostasis (108-110). Estos datos 

concuerdan con los resultados encontrados en donde la PRL rescata a las células 

WEHI-231 de la apoptosis a través de las vías de señalización PI3K-AKT. 

 

En l infocitos B  i nmaduros pr ovenientes de r atones que des arrollan LES, la  PRL 

también aumentó la sobrevida y disminuyó la apoptosis de estas células. Este efecto 

no s e observó en  r atones c ontrol. D eterminamos l a expresión d e ge nes 

relacionados c on apopt osis y  dem ostramos que en linfocitos B  i nmaduros 

provenientes de r atones control, la PRL modula tanto a la alta como a l a baja la 

expresión de genes anti-apoptóticos y pro-apoptóticos, principalmente de la familia 

Bcl-2, este balance entre genes pro y anti apoptóticos concuerda con que la PRL no 

fue capaz de salvar a estas células de la apoptosis. A diferencia de lo encontrado 

en linfocitos B inmaduros de ratones que desarrollan LES, donde la PRL incrementó 

la expresión de genes anti-apoptóticos principalmente de la familia Bcl-2, además 

del gen Birc5. Se sabe que l infocitos B de bazo al ser tratados con PRL son más 

resistentes a la apoptosis en ratones B6.Sle.3 (111). Algunos genes de la familia 

Bcl-2 p articipan en la s obrevida d e linfocitos B  t anto en m édula ós ea c omo en 
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periferia, se demostró que Bcl-xL es  importante para la sobrevida de linfocitos B 

inmaduros mientras que Bcl-2 es importante en linfocitos B maduros (112,113), lo 

cual concuerda con nuestros resultados. Otros miembros de la familia de Bcl-2 que 

se han asociado con la sobrevida de linfocitos B inmaduros son BCL-W, BCL2A1A, 

este ú ltimo t ambién s e enc ontró aumentando en las c élulas de ratones que  

desarrollan LES tratadas con PRL (114,115). Además, se ha demostrado que Birc5 

es importante para la sobrevida de linfocitos B inmaduros y l infocitos B maduros 

(116), y  s e r eportó la expresión a n ivel de mRNA e n linfocitos B  i nmaduros de  

ratones que desarrollan LES  y esta expresión se incrementó en ratones con niveles 

elevados de PRL (97), lo cual concuerda con los resultados mostrados. Además, en 

pacientes con enfermedades autoinmunes como esclerosis múltiple se ha descrito 

que la PRL aumenta la expresión de genes anti-apoptóticos como Bcl-2 y disminuye 

la expresión de genes pro-apoptóticos como Trp63 (117). Mientras que la molécula 

anti-apoptótica B irc5 s e ex presa en  c élulas m ononucleares d e p acientes c on 

Miastenia Gravis en c omparación con sujetos sanos que no l a expresan (118) y  

además el  aum ento de B irc5 s e ha as ociado a un m al pr onóstico en A rtritis 

Reumatoide (119,120). Por lo que nuestros resultados indican que esta hormona 

rescata de la apo ptosis inducida a t ravés d el B CR a los linfocitos B  inmaduros 

únicamente en ratones que desarrollan LES.  

 

A di ferencia de  lo obs ervado en  l a línea c elular, en los linfocitos B i nmaduros 

provenientes de ratones, no observamos activación de la vía de señalización MAPK, 

ya que la PRL no fue capaz de aumentar la fosforilación de ERK. Sin embargo, si 

demostramos que la fosforilación de ERK es mayor en los linfocitos provenientes de 

ratones que desarrollan LES  en c omparación c on los r atones c ontrol. E stos 

resultados concuerdan con lo previamente reportado, en d onde se ha observado 

que l a f osforilación de ERK e sta aumentada úni camente en pac ientes c on LES 

(121,122). Tampoco demostramos activación de la vía PI3K-AKT a diferencia de lo 

observado en la línea celular WEHI-231. Estos datos demuestran que el efecto de 

la un ión de la P RL a s u r eceptor depe nderá de l t ipo d e c élula qu e s e es té 

estudiando. La única vía de señalización que se activó en los linfocitos B inmaduros 
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de ratones que desarrollan LES por efecto de la unión de la PRL a su receptor, fue 

la vía JAK-STAT3. Se sabe que la señalización a través de JAK-STAT es capaz de 

modular l a ex presión de ge nes apoptóticos de l a f amilia B cl-2, po r ejemplo, en 

células T activadas y neutrófilos, la señalización vía JAK-STAT induce la expresión 

de moléculas de la familia Bcl-2 (109,110). En particular la activación de STAT-3 en 

linfocitos T ayuda mantener la homeostasis regulando la expresión de genes de la 

familia B cl-2 ( 123), y en l íneas celulares de  cáncer, i ncrementa l a expresión de 

genes anti-apoptóticos de la familia Bcl-2, además de Birc5 y Mcl-1 (124 - 126). Lo 

cual apoya los resultados mostrados en los ratones que desarrollan LES, en donde 

la PRL promueve l a fosforilación de S TAT-3 y  es tá su vez es taría modulando la 

expresión de genes anti-apoptoticos para rescatar a las células de la apoptosis.  

 

Para demostrar que la activación de STAT-3 observada tanto en células WEHI-231 

como en l os l infocitos B  i nmaduros de r atones que des arrollan LES, induce l a 

expresión d e l os genes  anti-apoptóticos, realizamos ens ayos de  

inmunoprecipitación de la cromatina (ChIP). Demostramos que STAT-3 activado se 

une a los sitios promotores de los genes que fueron modulados por la PRL en ambos 

modelos. En linfocitos B inmaduros provenientes de ratones que desarrollan LES, 

estos r esultados t ienen un impacto en e l desarrollo y  m anifestaciones de la 

enfermedad como se describió en un trabajo previo (91).    

 

Finalmente, para c omprobar que  es tos ef ectos s e deba n a l r eceptor de  P RL se 

utilizó un inhibidor del receptor, el cual es una molécula similar a la PRL excepto 

porque p resenta una m utación que t iene c omo c onsecuencia un c ambio de  

aminoácido en la posición 129, de una Glicina a una Arginina (G129R), este cambio 

permite que el  inhibidor se una a un receptor, pero no a l segundo por lo que no  

dimeriza y esto inhibe la señalización. Ya se ha descrito que este inhibidor es capaz 

de inhibir la fosforilación de STAT-3 en c élulas de c áncer de m ama, ade más de 

regular la expresión de genes de la familia Bcl-2 modulados por la PRL  (127,128). 

Esto concuerda con nuestros resultados, ya que al utilizar el inhibidor del receptor 

de PRL (G129R), observamos que la PRL no es capaz de rescatar a las células de 
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la apoptosis, enc ontrando q ue s e d isminuye l a ex presión de los genes  ant i-

apoptóticos que fueron incrementados, y además inhibe la activación de las vías de 

señalización que son activadas por esta hormona.  Con estos resultados mostramos 

que los efectos observados en las células incubadas con PRL son específicos de la 

señalización a través de su receptor. 

 

Con nuestros resultados describimos el mecanismo de acción de la PRL tanto en la 

línea celular WEHI-231 como en los linfocitos B inmaduros provenientes de ratones 

que desarrollan LES. Demostramos que l a PRL ejerce sus efectos a t ravés de l a 

unión con la isoforma larga de su receptor, esta interacción promueve la activación 

de l a v ía J AK-STAT3, l a f osforilación y  d imerización de S TAT-3, pr omueve que 

funcione como factor de transcripción y se una a los sitios promotores de los genes 

anti-apoptoticos, i ncrementando l a expresión de es tos genes, lo que t iene como 

consecuencia promover la sobrevida y el rescate de la apoptosis de los linfocitos B 

inmaduros. Mientras que cuando se usa el inhibidor del receptor de PRL, los efectos 

observados po r ac ción d e es ta h ormona s e v en revertidos. ( Figura 26) . E n los 

ratones qu e des arrolla LES, es tos r esultados m uestran que l a P RL es taría 

rescatando de l a apoptosis a l as clonas de células B i nmaduras que es tén 

reconociendo antígenos propios en médula ósea (clonas  autorreactivas), lo que se 

traduciría en la maduración de clonas de células B autorreactivas incrementando el 

riesgo de desarrollar enfermedades autoinmunes.  
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Conclusiones  

La PRL rescata a linfocitos B inmaduros de la apoptosis inducida por BCR, a través 

de la isoforma larga del receptor de PRL, induciendo las vías de señalización PI3K-

AKT (solo en las células WEHI-231) y JAK-STAT-3. Esto promueve la transcripción 

de genes anti-apoptoticos principalmente de la familia Bcl-2, así como de Birc5; a 

través de la unión de Stat-3P a los sitios promotores de los genes anti-apoptóticos. 

Finalmente, al usar el inhibidor específico del receptor de PRL se demostró que los 

efectos de esta hormona son revertidos. 

 

 

Figura 32. Mecanismo de acción de la PRL en linfocitos B inmaduros de ratones que 
desarrollan LES. Cuando l os l infocitos B i nmaduros s on i ncubados c on PRL y  
posteriormente se entrecruza el BCR con anticuerpos anti-IgM, la PRL es capaz a través 
de su r eceptor de activar l a ví a JA K-STAT3 promoviendo la translocación al  nuc leó de 
dímeros de S TAT-3, l os c uales pr omueven l a t ranscripción de g enes anti-apoptoticos, 
salvando así a las células de la apoptosis, y cuando se usa el inhibidor del receptor de 
prolactina este efecto se ve revertido. 
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