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Resumen

Lopez Rincon Gonzalo. Participacion del PRLR en la inmunopatogénesis de la
tuberculosis. Tutor externo: Ciro Estrada Chavez. Tutor interno: José Angel
Gutiérrez Pabello.

La prolactina (PRL) es una hormona peptidica producida principalmente en la
adenohipofisis. Recientemente ha sido asociada a carcinogénesis y a la exacerbacion de
enfermedades autoinmunes. En humanos y roedores se ha confirmado la sintesis de PRL
autocrina y la sobreexpresion de diversas isoformas de su receptor en diferentes células y
tejidos. No obstante, poco se sabe acerca de su regulacion o funcion fisioldgica. La
infeccion por M. tuberculosis en humanos induce el aument6 de los niveles séricos de la
PRL dependiendo de la progresion de la enfermedad. Sin embargo, no se ha determinado su
participaciéon en la inmunopatogénesis de la tuberculosis. En este trabajo se analizé a la
PRL vy al receptor de prolactina (PRLR) en la inmunopatogénesis de la tuberculosis bovina
(TBb). Por western blot se determind la expresion de ambas moléculas en la glandula
mamaria (GM) y el ndédulo linfatico retromamario (NLRM) de vacas lecheras expuestas e
infectadas con M. bovis (n=42); en ambos 6rganos se observaron isoformas cortas del
PRLR de 40 y 50 kDa y en NLRM se observd una variante de la PRL de 80 kDa,
inmunolocalizada en macrofagos (M@) y linfocitos. En células mononucleares de sangre
periférica (PBMC) y en el plasma de vacas infectadas se identificaron isoformas cortas del
PRLR de 40 y 50 kDa. Asi mismo en los PBMC de vacas libres de TBb estimuladas con
PPD-M.bovis se observo la sobreexpresion de ambas isoformas cortas del PRLR y de las
variantes de la PRL de 60 y 80 kDa. Sin embargo, después de vacunar con BCG+CFP-M.
bovis no se observé la expresion del PRLR y de la PRL en plasma de estas vacas. In vitro
se estimularon monocitos THP1 y M@ bovinos con CFP-M. bovis, confirmando la
expresion de isoformas cortas del PRLR de 40 y 50 kDa y las variantes de la PRL de 60-80
kDa. Por RT-PCR se observé un aumento de 175 veces mas ARNm de la PRL y 300 veces
mas del PRLR en células estimuladas con CFP-M. bovis vs células sin estimulo (P< 0.001).
Por inmunocitoquimica el PRLR y la PRL fueron inmunolocalizados en medio
condicionado, membrana celular y nlcleoplasma. Posteriormente se confirmo la expresion
del PRLR de 40 y 50 kDa al igual que la variante de la PRL 80 kDa en extractos nucleares.
La bioactividad de la PRL autocrina fue determinada en células Nb2, posteriormente se
inhibi6é el PRLR y se observé disminucion de la proliferacion de esta estirpe celular (P<
0.001). Mediante la técnica de ELISA se determind incremento de IL1-B, TNF-o e IL-6 en
sobrenadantes condicionados con CFP-M. bovis. En contraste, al coestimular con prolactina
reconbinante (PRL-rh) 20 ng/ml se observé la disminucién de las citocinas inflamatorias y
el aumneto de IL-10. En conclusion, estos resultados sugieren que la infeccion por M. bovis
induce una sobreexpresion de isoformas cortas del PRLR vy la sintesis de la PRL autocrina
de 60 y 80 kDa en células mieloides. La induccién de este sistema autocrino mediado por
isoformas cortas del PRLR y la PRL de alto peso molecular podria ser un mecanismo que
permita la supervivencia de M.bovis en el ganado lechero.

Palabras clave: M. bovis, receptor de prolactina, prolactina, citocinas, inmunomodulacion.



Summary

Lopez-Rincon Gonzalo. Participacion del PRLR en la inmunopatogénesis de la
tuberculosis. Tutor externo: Ciro Estrada Chavez. Tutor interno: José Angel
Gutiérrez Pabello.

The prolactin (PRL) is a peptide hormone produced by the pituitary gland, which
has recently been associated with carcinogenesis, and exacerbation of autoimmune
diseases. Humans and rodents show autocrine PRL synthesis and expression of different
isoforms of PRL receptor (PRLR) in several tissues, including lymphoid. However, little is
known about its regulation and physiological function in different immune cells, e.g.
myeloid. Tuberculosis infection by Mycobacterium tuberculosis has shown induce
increased of physiological levels of PRL depending on disease progression. However, their
participation in the immunopathogenesis of tuberculosis has not been determined. We
analyzed the involvement of PRL and PRLR in the immunopathogenesis of bovine
tuberculosis by determining the expression of both molecules in mammary gland and
retromammary lymph node (RMLN) from dairy cows exposed and infected with M. bovis
(n=42). In both organs from infected cows short isoforms of PRLR 40 and 50 kDa were
observed. RMLN showed a variant of big PRL of around 80 kDa, which immunolocalized
in macrophages (M@) and lymphocytes. In peripheral blood mononuclear cells (PBMC)
and plasma from infected cows, short isoforms of PRLR of 40 and 50 kDa were observed,
as well as, in PBMC of healthy controls stimulated with PPD-M. bovis and big PRL were
also observed. However, after vaccination (with BCG+CFP-M. bovis) in plasma from
vaccinated cows no PRLR and nor big PRL were observed. In vitro, THP1 monocytes and
M@ derived stimulated with CFP-M. bovis expression of short isoforms of PRLR of 40 and
50 kDa and big PRL 60-80 kDa was confirmed. Using RT-PCR an increased mRNA of
PRLR and PRL versus untreated cells was shown (p<0.001). By immunocytochemistry the
PRLR and PRL were localized in culture media, membrane and nucleus, while in nuclear
extracts, we confirmed expression of short isoforms of PRLR of 40 and 50 kDa, and big
PRL of 80 kDa. Big PRL bioactivity (proliferation) was determined in Nb2 cell, since after
inhibiting the PRL binding decreased proliferation was observed (p<0.001). By ELISA, in
conditioned supernatants with CFP-M. bovis increased proinflammatory citokines, IL1-f,
TNF-o. and IL-6, was determined. In contrast, after costimulating with recombinant
prolactin (PRL-rh 20ng/ml) decrease of proinflammatory cytokines and increase
antiinflamatory cytokine IL-10 were observed. In conclusion, these results suggest that
infection with M. bovis and particularly, pathogen-associated molecular patterns
upregulates expression of short isoforms of PRLR and autocrine synthesis of PRL in
myeloid cells. Induction of this autocrine mechanism in M@ may be is a virulence
mechanism that allows mycobacteria persistence, reactivation and dissemination in dairy
cattle.

Key words: M. bovis, prolactin receptor, prolactin, cytokines, immunomodulation.
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1. Introduccion

1.1 Situacion actual de la tuberculosis

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa crénica y progresiva, de
distribucion mundial, causada por bacterias del complejo Mycobacterium, que afecta a un
amplio espectro de hospederos incluyendo al hombre (Hope and Villarreal-Ramos 2008;
Guevara GA 2003). El bacilo de la tuberculosis infecta cerca de un tercio de los seres
humanos en el mundo, con un indice de mortalidad de 3 millones de personas por afio
aproximadamente (Kaufmann, Cole et al. 2005; Pan, Yan et al. 2005). Todos los paises se
ven afectados, pero la mayoria de los casos de tuberculosis ocurren en Africa y Asia (85%),
lo cual puede ser subestimado por la falta de registros en regiones como Africa y Latino
América (WHO 2011).

1.1.2 Importancia de la tuberculosis

En América latina la tuberculosis humana y bovina constituye un problema dificil
de erradicar. Cerca de 350,000 casos de tuberculosis activa y mas de 50,000 muertes en
humanos fueron los estimados para la regién durante el 2004 (de Kantor and Ritacco 2006).
La tuberculosis continta siendo un problema de salud publica en México, en el 2010 se
reportaron, entre 25 y 49 nuevos casos de tuberculosis activa por cada 100,000 habitantes.
Se estima un subregistro del 45%; la cifra real de casos activos es de aproximadamente
30,000 (WHO 2011). En la region norte del pais (Baja California, Sonora, Chihuahua,
Coahuila, Nuevo Ledn y Tamaulipas) se reportaron 4,627 casos nuevos de tuberculosis por
afio (32%), principalmente por la presencia de flujos migratorios y alta incidencia de VIH-
SIDA. En la region centro-occidente (Aguascalientes, Colima, D.F. Querétaro, Guanajuato,
Michoacan, Tlaxcala, Estado de México) se registran casi 1,750 casos nuevos (11.6%) y en
la region sur-sureste Chiapas, Guerrero, Veracruz, Oaxaca, Puebla, Tabasco se registraron
5,400 casos nuevos (36% del total nacional) atribuidos a problemas de accesibilidada a
servicios de salud, bajos indices de desarrollo y migracion; siendo el estado de Chiapas el
de mayor incidencia de mortalidad por tuberculosis (Secretaria de Salud, 2010,

cenavece.salud.gob.mx).



1.1.3 Tuberculosis bovina y salud publica

La TBb causada por Mycobacterium bovis es una zoonosis asociada al consumo de
leche o derivados contaminados con el bacilo y al trabajo en granjas o rastros (de Kantor
and Ritacco 2006). La Organizacion Mundial de la Salud considera a la tuberculosis
humana causada por M. bovis una zoonosis, para el afio 2004 en México se determinaron
10,000 nuevos casos de tuberculosis, considerando que 8% fueron causados por M. bovis
(WHO 2004). El problema de TBb en México es grave, en la zona centro y en las cuencas
lecheras existe una prevalencia de méas del 16.5%. Sin embargo, se reporta que el 82% del
territorio nacional tiene una prevalencia menor de 0.5% (Fase-Erradicacion) y el 17.02 %
con una prevalencia menor de 2.05% (Fase-Control) (SAGARPA 2010). Las altas
prevalencias de esta enfermedad causan desecho prematuro de los animales, asi como el
riesgo latente de infeccidn principalmente para trabajadores en establos y rastros (Milian-
Suazo, Harris et al. 2008; Perez-Guerrero, Milian-Suazo et al. 2008).

La epidemiologia de M. bovis en humanos es poco conocida en México. En el
estado de Querétaro se demostr6 que de 255 muestras de pacientes sintomaticos a
tuberculosis el 13.8% mostraron el espoligotipo de M. bovis idéntico al espoligotipo del
ganado, por lo tanto, M. bovis podria juegar un papel importante en la epidemiologia de la
tuberculosis humana (Perez-Guerrero, Milian-Suazo et al. 2008; SAGARPA 2010). En el
estado de Jalisco, se analizaron por PCR punto final 124 asilados obtenidos de pacientes
con diagnostico clinico de tuberculosis pulmonar y extrapulmonar y en el 28% (35/124) se
identifico a M. bovis, 51% eran nifios de los cuales el 69% estaban mal nutridos, 51%
consumieron leche no pasteurizada y el 6 % tuvieron contacto con animales. Actualmente
se considera que el problema de zoonosis en México se presenta principalmente en nifios

provocando altos indices de mortalidad 31% (Portillo-Gomez and Sosa-lglesias 2011).



1.1.4 Etiologia

Las micobacterias causantes de TB se adscriben taxondémicamente al complejo
Mycobacterium tuberculosis, el cual incluye a M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M.
canetti causantes de TB en humanos, M. microti en pequefios roedores, M. caprae en
cabras, M. pinipedii en lobos marinos. Sin embargo, M. bovis tiene uno de los mas amplios
rangos de hospedadores, se ha identificado en el hombre, primates, ungulados (venado cola
blanca) y carnivoros (tejones y zariguellas) que representan un reservorio de la
micobacteria. (Brudey, Driscoll et al. 2006; Hope and Villarreal-Ramos 2008; Macias
Parra, Kumate Rodriguez et al. 2011; Rodriguez, Bezos et al. 2011). Las micobacterias son
definidas como bacilos delgados, cortos, aerébios, y no esporulados. Tienen una pared
celular rica en &cidos micolicos, los cuales les confiere una resistencia especial a la
decoloracion &cida en la tincién Ziehl-Neelsen lo que permite reconocerlos como bacilos
acido-alcohol resistente (BAAR) (Maher D, Floyd K et al. 2002; Gorocica, P. Jimenez-
Martinez et al. 2005). La pared de las micobacterias estd compuesta principalmente por dos
polimeros: el arabinogalactano y el peptidoglicano (Cole, Brosch et al. 1998). También esta
formada por una gran variedad de lipidos como glicolipidos, micolatos de trehalosa,
sulfolipidos de trehalosa y micosidos. Los lipidos de la pared son considerados como
factores de virulencia importantes, pero la patogenia del bacilo parece ser multifactorial.

En las micobacterias la membrana celular es elemental en el transporte de iones y
proteccién osmética. Esta presenta la conformacion clasica de las membranas bioldgicas,
los derivados de los fosfolipidos se caracterizan por estar altamente glicosilados dando
lugar a moléculas como lipoarabinomanana (LAM) vy fosfatidil-inositol-mandsidos
(Gorocica, P. Jimenez-Martinez et al. 2005). Los microorganismos del género son de
crecimiento lento pudiendo transcurrir varias semanas antes de que sus colonias sean
visibles. Es importante confirmar la especie de micobacteria aislada, M. tuberculosis tiene
capacidad de producir niacina y carece de la actividad de la catalasa a 68°C, M. bovis es
fisiologicamente muy similar, pero no produce niacina. Los bacilos son moderadamente
resistentes al calor, la desecacion y muchos desinfectantes, pero son facilmente destruidos

por la luz solar directa (Hayashi, Takii et al. 2010).



1.1.5 Vias de infeccion

En humanos, M. tuberculosis es transmitido principalmente por via aerogena,
inhalando aerosoles expulsados por tos o estornudo de una persona infectada a otra sana.
Los bacilos tuberculosos penetran a los alvéolos pulmonares de un individuo no infectado
donde los macréfagos alveolares, células epiteliales, denditricas y neutrofilos fagocitan el
bacilo y lo internalizan en fagosomas (Dheda, Schwander et al. 2010). Otra forma de
transmision es via alimentaria, por la ingestion de leche y lacteos contaminados con M.
bovis los organismos entran a través de las amigdalas o la mucosa faringea, a los nodulos
linfaticos cervicales, o a traves del intestino a los nodulos linfaticos mesentéricos (de
Kantor and Ritacco 2006).

En bovinos existen numerosas vias de diseminacion de la TBb, influenciadas por
factores como: edad, ambiente y practicas de manejo (Pollock and Neill 2002). Los
hallazgos post mortem indican que la via de infeccién usualmente es respiratoria. Es por
ello que 70 a 90% de las lesiones tuberculosas son localizadas en nddulos linfaticos de la
region toracica y cabeza (Neill, Bryson et al. 2001). De esta forma, la micobacteria logra
llegar hasta los alvéolos pulmonares, donde son fagocitadas por los macréfagos residentes
pudiendo ser eliminadas o sobrevivir por factores de virulencia. Otra via de diseminacion es
la digestiva, muy importante en becerros que se alimentan con leche o calostro proveniente
de vacas enfermas, debido a que las vacas infectadas eliminan el microorganismo en la
leche y calostro principalmente. (Pollock and Neill 2002; Serrano-Moreno, Romero et al.
2008).

1.1.6 Patogénesis

Los macrofagos y células dendriticas transportan a M. tuberculosis a nddulos
linfaticos locales donde las células T estan capacitadas para contrarrestar la infeccion.
Durante la enfermedad activa hay una exuberante respuesta inmune pulmonar ocasionada
por la activacion linfocitos y macrofagos desencadenando un perfil Thl con la secrecion de
grandes cantidades de INF-y (Herrera, Torres et al. 2009). El bacilo tiene mecanismos de
evasion de la respuesta inmune que le permiten sobrevivir y diseminarse, provocando el
inicio de la formacion de granulomas o tubérculos (Guyot-Revol, Innes et al. 2006; Kursar,

Koch et al. 2007). Estos granulomas se caracterizan por un centro necrotico y bacterias
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libres rodeadas de macrofagos infectados, células epiteloides y células gigantes, rodeadas
por tejido conectivo fibroso. El granuloma se forma para tratar de eliminar la infeccion y
permite que el proceso inflamatorio y los mecanismos inmunoldgicos destruyan los bacilos
(Kaufmann 2001). En la TBb se han observado lesiones principalmente en nodulos
linfaticos y pulmon pudiendo ser unilateral o bilateral, predominantemente en el I6bulo
caudal y en el tercio distal de los lébulos. También se han reportado lesiones en tonsilas y
nodulo linfatico mesentérico, cuando la tuberculosis es generalizada se caracteriza por
lesiones en 6rganos tales como el higado, rifiones, meninges y cavidades serosas (Neill,
Bryson et al. 2001).

1.1.7 Respuesta inmune a la tuberculosis

La respuesta inmune en la tuberculosis inicia con la fagocitosis de los bacilos por
células presentadoras de antigenos en los pulmones, principalmente macrofagos alveolares
y células dendriticas. El reconocimiento de patrones moleculares asociados a patdgenos
(PAMPS) mediante receptores especificos de reconocimiento de patégenos (PRR) es
central en la iniciacién y coordinacion de la respuesta inmune del huésped (Akira, Uematsu
et al. 2006; Ahmad 2011). Los receptores tipo Toll (o Toll-like receptor TLRS) expresados
en la membrana celular de las células inmunes, reconocen los PAMPS de la micobacteria
en particular, TLR2, TLR4 y TLR9, son determinantes en la inmunidad innata durante la
infeccion por tuberculosis (Jo 2008; Harding and Boom 2010). La pared celular de las
micobacterias contiene un gran numero de ligandos afines al TLR2, incluyendo
lipoproteinas, peptidoglicanos complejos, lipidos, y lipoarabinomananos (LAM) que
favorecen a una respuesta proinflatoria. Trabajos recientes sugieren que el TLR1, TLR6 y
TLR9 cooperarian con el TLR2 para el reconocimiento de la micobacteria por macréfagos
y células dendriticas (Berrington and Hawn 2007). Los polimorfismos de los TLR, podrian
afectar la respuesta inmune innata y la susceptibilidad a la infeccion de patdgenos
intracelulares (Hawn, Misch et al. 2007). Por lo general, la interaccion de TLRs con
ligandos de la micobacteria induce la traslocacion al ndcleo del factor de transcripcion NF-
kappa B favoreciendo la produccidn y secrecion de citocinas proinflamatorias (TNF-a., IL-
1B, IL-12, IL-18) y la produccion de péptidos antimicrobianos (catelicidina y defensinas)

por células del sistema inmune (Korbel, Schneider et al. 2008). Sin embargo, la respuesta



protectora Thl con la produccion de INF-y y TNF-a puede estar exacerbada y asociarse
con la patologia (Ahmad 2011). La respuesta inmune puede ser evadida por la micobacteria
si ésta persiste en estado no replicativo (latencia) caracterizado en tejido adiposo y
macrofagos esponjosos que contienen gran cantidad de lipidos (Russell, Cardona et al.
2009). Estas células también son responsables de la acumulacion de desechos caseosos en
el centro del granuloma, favoreciendo la progresion de la enfermedad activa. Otro tipo de
respuesta celular en el pulmon durante la infeccion temprana por M. tuberculosis esta
mediada por las células NK siendo fuente primaria de IFN-y. Luego de su activacion a
través de los TLRs, las células NK inducen la lisis de los macrofagos infectados
(Vankayalapati, Garg et al. 2005). Las células fagociticas mononucleares poseen un rol
clave en el inicio de la respuesta local inflamatoria, asi como también en la presentacion
antigénica y la iniciacion de la inmunidad mediada por células.

La respuesta inmune protectiva en tuberculosis puede ser definida como una
respuesta Th1 ya que la inmunidad celular y la produccion de IFN-y por células T CD4+ es
critica para el control de la enfermedad (Ottenhoff, Verreck et al. 2005). Los linfocitos T
CD4 no solo cumplen la funcion de secretar citocinas como el IFN-y, también tienen
funciones citotoxicas, particularmente en la respuesta inmunitaria en el pulmon (Klucar,
Barnes et al. 2008). Por otro lado, las células T CD8+ tienen una importante participacion
en la fase cronica de la infeccién, podrian contribuir a la respuesta inmune frente al bacilo
tuberculoso, al menos por tres mecanismos: secrecion de IFN-y, lisis de células infectadas
por la interaccion Fas/Fas-ligando o por la accion de perforinas y granzimas (Flynn,
Goldstein et al. 1992). Las células T son de importancia fundamental en la resistencia frente
a las micobacterias, como se ha reportadp en pacientes con inmunodeficiencias, en los
cuales se observa infeccion diseminada por la cepa atenuada M. bovis BCG (Bacalhau,
Freitas et al. 2011; Yu, Satoh et al. 2012). Si bien, como ya mencionamos el IFN-y es la
principal citocina activadora de macrofagos y en conjunto con TNF-a, estimulan la
produccién de la enzima NOS-2, responsable de la sintesis de los altos niveles de éxido
nitrico y otros intermediarios reactivos del nitrégeno con funciones bactericidas frente a la
infeccion, el IFN-y también estimula la expresion de LRG-47, una GTPasa que induce en
los macrofagos la eliminacion de M. tuberculosis, independientemente de NOS-2

(MacMicking, Taylor et al. 2003). Por lo tanto, aunque el IFN-y solo no puede controlar la
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infeccion, es sin lugar a duda necesario para la generacion de la respuesta protectora frente
a este patdgeno. Por ultimo, sin bien esta citocina podria también inducir inmunopatologia,
ha sido demostrado que existen mecanismos regulatorios innatos y adaptativos que
controlan su propia accion y limitan la respuesta inflamatoria exacerbada (Cooper, Magram
et al. 1997). En general, la resistencia a patogenos intracelulares correlaciona con una
respuesta inmune Thl, regulada por IL-1 e IL-12 producidas por los macré6fagos activados,
ademas por la secrecion IL-2 e IFN-y por las células T CD4+ (Raja 2004). En el bovino, los
macrofagos infectados liberan citocinas que promueven la migracion de macréfagos y
linfocitos T v/3, siendo estos linfocitos los primeros en ser reclutados hacia el sitio de la
lesion, colaborando en la retroalimentacion positiva para la produccion de IFN-y (Pollock,
Welsh et al. 2005). Estos linfocitos y/6 ademas de producir citocinas, tienen la capacidad de
matar a macrofagos infectados mediante un mecanismo de citotoxicidad dependiente de
granulos citoliticos (perforinas, granzimas), similar al de los linfocitos T CD8+ (North and
Jung 2004). Las citocinas también pueden dirigir a los linfocitos T CD4+ hacia los sitios
donde se esta iniciando una respuesta de hipersensibilidad retardada que culmina con la
formacion del granuloma, esto se logra mediante la expresion selectiva de receptores (IL-
18R, IL-12R, IL1BR y TNF-aR) en los linfocitos Thl. Por otra parte, la accion efectora de
los linfocitos Thl depende del reconocimiento de péptidos antigénicos sobre la superficie
celular asociados a moléculas del complejo principal de histocompatibilidad de clase Il
(MHC 1) con los receptores de células T (TCR) y a la secrecién de citocinas como IL-2,
TNF-a e IFN-y. Los antigenos micobacterianos de naturaleza proteica son acoplados a
moléculas MHC Il y presentados a linfocitos T CD4+ o bien acoplados a moléculas MHC |
y presentados a linfocitos T CD8+ (Flynn and Chan 2001). EI acimulo de células inmunes
conlleva a la formacion del granuloma, que constituye un frente de defensa del huésped que
localiza, detiene y destruye bacilos mediante anaerobiosis (Lalvani, Pathan et al. 2001). La
IL-12 y la IL-18 producidas por los macréfagos activados, también inducen la produccién
de IFN-y en las células NK, lo que favorece la actividad microbicida de los macréfagos por
la generacién de Oxido nitrico y perdxido de hidrogeno, regulando la respuesta inmune
innata (Endsley, Endsley et al. 2006).

Se ha considerado que la respuesta Th1l representa el patron protector para el control

de la tuberculosis, principalmente a través de la secrecion de IFN-y, entonces citocinas
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supresoras como IL-10, TGF-B, IL-4 podrian estar involucradas en la progresion de la
enfermedad. La funcion de la IL-10 en la regulacién de la respuesta celular protectora
contra M. tuberculosis ha sido ampliamente estudiada en los Gltimos afios. En humanos, la
presencia de polimorfismos especificos de IL-10 estd asociada con una mayor
suscepitilidad a la infeccion por M. tuberculosis (Cooper 2009). Un ejemplo es la tendencia
hacia el desarrollo de la tuberculosis primaria progresiva en los seres humanos que poseen
aumentada la produccion de IL-10, y en algunos casos, este aumentd ha sido correlacionado
con una inmunizacion deficiente con BCG. Ademas, se ha observado que la IL-10 es capaz
de inducir reactivacion de la enfermedad en modelos de animales (Henao, Montes et al.
2006). En forma similar a la IL-10, el TGF-B1 regula negativamente la produccion de IFN-
v y es también un factor inhibitorio de la activacion de macrofagos producido en altas
cantidades por los monocitos en pacientes con tuberculosis. Finalmente, la IL-4 y otros
marcadores de actividad Th2 tales como IgE e IgG4, se encuentran frecuentemente

aumentados en pacientes con tuberculosis avanzada.



1.2 Prolactina: estructura y funciones

La PRL originalmente se identific6 como una hormona secretada por la glandula
pituitaria, aislada por primera vez en 1932 a partir de hipdfisis de. En 1971 fue obtenida de
glandulas hipofisarias del humano vy hasta 1974 se determind que era sintetizada y
secretada por muchos tejidos extrapitutarios (Bole-Feysot, Goffin et al. 1998). Se han
reportado més de 300 acciones diferentes de la PRL que incluyen la secrecion de leche de
la glandula mamaria y el mantenimiento de la homeostasis del organismo. Entre sus
efectos sobre las células de los alveolos mamarios esta un aumento de la sintesis de lactosa
y una mayor produccion de proteinas lacteas como la caseina y la lactoalbumina (Freeman,
Kanyicska et al. 2000).

La PRL, al igual que la hormona del crecimiento y el lactégeno placentario, forma
parte de una familia de hormonas que comparten caracteristicas relacionadas con su
estructura, propiedades funcionales y origen genético con citocinas tipo I. Esta hormona de
naturaleza proteinica ejerce diversos efectos bioldgicos a través de su interaccion con
receptores especificos de membrana que se encuentran ampliamente distribuidos en el
organismo (Freeman, Kanyicska et al. 2000).

El PRLR es una proteina transmembranal que pertenece a la familia de los
receptores de citocinas tipo I, donde encontramos los receptores para IL-2, IL-3, IL-4, IL-6,
IL-7, IL-9, IL-12, IL-15, GM-CSF, GCSF, EPO y hormona del crecimiento (Bole-Feysot,
Goffin et al. 1998).

En humanos, el gen que codifica a la PRL se encuentra ubicado en el cromosoma 6
consta de 4 intrones y 5 exones (aproximadamente de 10 Kb). En bovinos, se encuentra
ubicado en el cromosoma 23 (Gene ID: 280901). La homologia entre ambas especies es del
76% (Sinha 1995). La proteina sintetizada consta de 227 aminoacidos (aa) de la cual se
corta el péptido sefial de 28 residuos quedando la forma madura de 199 aa con un peso de
23kD. En su estructura primaria se destacan 6 grupos cisteina entre los que se forman 3
puentes disulfuros en las posiciones: 4-11, 58-174 y 191-199, originando asi los 3 lazos que
caracterizan la estructura secundaria y determinan la distribucién espacial de la estructura
terciaria, de las que derivan las propiedades bioldgicas e inmunoldgicas de esta hormona.

La PRL de 23 kDa es considerada de manera sistémica como una hormona y de

manera local como una citocina (Goffin, Binart et al. 2002; Chilton and Hewetson 2005).



Aunque la forma principal de la prolactina en la glandula pituitaria es de 23 kDa, las
variantes de la PRL se han caracterizado en muchos mamiferos, incluyendo seres humanos.
Las variantes de la PRL pueden ser resultados de splicing alternativo del transcrito
primario, protedlisis y/o modificaciones postraduccionales. Por splicing alternativo han
sido caracterizadas las variantes de 16, 21 y 25 kDa. Sin embargo, también se han
caracterizado modificaciones postraduccionales principalmente protedlisis, encontrandose
variantes de 14 y 22-kDa, el fragmento del4 kDa se ha identificado en el hipotalamo y la
actividad biologica de las acciones es similar con el fragmento de 16 kDa. El fragmento de
16 kDa fue descrito por primera vez en extractos de la glandula pituitaria de rata.
Posteriormente, se ha encontrado en la glandula pituitaria de ratén y humanos, asi como en
el plasma humano. El fragmento de la PRL de 16 kDa es un producto derivado de la accion
enzimatica de serin-proteasas, localizadas en las cisternas de Golgi y secretadas en granulos
por los lactotropos, estas enzimas se unen a la PRL y alteran su conformacion (Sinha 1995;
Goffin, Bernichtein et al. 2005). Las variantes pueden antagonizar algunas funciones
bioldgicas de la PRL nativa de 23 kDa, por ejemplo se sabe que ésta tiene propiedades
angiogeénicas, en contraste, la variante de 16 kDa tiene funciones antiangiogénicas (Aranda,
Rivera et al. 2005; Lkhider, Seddiki et al. 2010). Otras modificaciones postraduccionales
son dimerizacion y polimerizacion que dan origen a variantes de alto peso molecular
detectadas en la hipofisis y plasma de la mayoria de las especies estudiadas, con un peso
molecular de mas de 45 kDa. Estas variantes de alto peso molecular representan dimeros de
la PRL conjugada con otras proteinas o polimeros de forma covalente o no covalente. Las
uniones covalentes pueden ser uniones disulfuro entre dos moléculas de la PRL o residuos
glicidos. Se ha observado que estas formas tienen capacidad bioldgica reducida y baja
afinidad a su receptor en comparacion con la mondémera. Hay evidencias de que estan
involucradas en los mecanismos de almacenamiento y secrecién de la PRL (Mena,
Hummelt et al. 1992; Sinha 1995). La PRL conjugada con proteinas unidoras ha sido
identificada en leche de humano y conejo al igual que en suero de rata. Estas proteinas
tienen una alta homologia con el dominio extracelular del receptor de la PRL (Cohen,
Guillaumot et al. 1993). Se ha propuesto que ésta es la forma como se transporta la PRL
producida por las células epiteliales mamarias a través de la célula alveolar epitelial hacia el

lumen donde se produce la leche materna. También seria como se transporta la PRL
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producida en la decidua a traves de las células del corion y del amnios y llega al fluido
amniotico. A nivel de los ventriculos cerebrales la PRL producida en el cerebro pasa al
liquido cefaloraquideo unida a proteinas unidoras, PRLBP (Ben-Jonathan, Mershon et al.
1996). La PRL unida a IgG se ha identificado en el liquido amnidtico y en torrente
sanguineo unida por puentes disulfuro, esta forma es tiene un peso molecular de mas de 100
kDa (Cavaco, Leite et al. 1995). Las modificaciones postraduccionales podrian determinar
las diferentes variantes de la hormona, esta puede glicosilarse en los restos de asparagina.

La glicosilacion es una de las modificaciones postraduccionales caracterizada en las
hormonas de la pituitaria. Los glicidos mas representativos son la fucosa y la manosa, que
pueden estar unidos covalentemente a la PRL. La glicosilacion es la modificacion covalente
mas frecuente de esta proteina (Spiro 2002). No se sabe con exactitud cual es el significado
fisioldgico de la glicosilacion, una posibilidad es que la glicosilacion determine el sitio en
el cual pueda ocurrir la protedlisis y de este modo, producir fragmentos con funciones
especificas. Se ha identificado una variante de la PRL glicosilada en plasma de mujeres
embarazadas con un peso de aproximadamente 60 kDa, esta proteina demostré estar unida
covalentemente, ya que no es disociada en condiciones desnaturalizantes de electroforesis y
al dar tratamiento con glicosidasa se aprecia una PRL de 25 kDa (Champier, Claustrat et al.
1987). La glicosilacion en asparagina 31 es caracteristica de la unién covalente de la PRL y
residuos glucidos, se ha determinado que este sitio de union origina una variante de 60 kDa
tanto en humanos como en bovinos (Barnes, Hansen et al. 1984; Lewis, Singh et al. 1989;
Sinha 1995; Haynes 1998). Interesantemente se ha demostrado que la glicosilacion de la
PRL modula inversamente su actividad funcional. Finalmente, los hidratos de carbono
pueden enmascarar los sitios antigénicos de las proteinas; en la rata se ha identificado una
forma glicosilada unida covalentemente en asparagina 31 con un peso de 26 kDa
(Bollengier, Mahler et al. 2001).

La PRL también puede unirse covalente con un grupo fostato en serinas y treoninas;
esta variante de PRL se ha identificado en hipofisis de rata, vaca y también en glandula
mamaria y leche materna humana (Walker 1994). Se ha sugerido que tiene una actividad
bioldgica menor que la PRL no fosforilada y también tiene bajo efecto en la proliferacion
de las células Nb2 (Coss, Kuo et al. 1999).
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Por otra parte, se ha demostrado la expresion de la PRL y su receptor en celulas
distintas de las hipofisarias (Ben-Jonathan, Mershon et al. 1996). Se han reportado
multiples variantes de la PRL (14, 16, 21, 23 y 60 kDa) expresadas en células endoteliales
de vena umbilical humana (Nevalainen, Valve et al. 1997; Corbacho, Macotela et al. 2000).
En células mononucleares de sangre periférica se ha detectado una variante de 60 kDa en
pacientes con lupus eritematoso (Larrea, Martinez-Castillo et al. 1997). La expresion del
gen de la PRL en células linfoides podria contribuir en la patogénesis de enfermedades
sistémicas (Paraiba, Soares et al. 2010). Pero los mecanismos que regulan la expresion del
gen de la PRL de origen linfocitario no han sido determinados. El transcrito de la PRL se
expresa constitutivamente en los linfocitos y contiene 150 bases mas que el transcrito de la
hipofisis en su region 5°, esto es debido a la presencia de un exon adicional no codificante
(exdn 1a) e idéntico en secuencia al ADNc presente en otros tejidos extrahipofisarios como
la decidua placentaria (Gerlo, Davis et al. 2006). Si bien el mensajero en tejidos
extrahipofisarios es méas largo que su homdlogo en la hipdfisis, la presencia de la region
adicional no modifica la secuencia de la proteina nativa, que resulta idéntica a la de la PRL
hipofisaria. EI promotor de la PRL hipofisaria humana contiene tres sitios de union para el
factor de transcripcion Pit-1 localizados inmediatamente antes del sitio de inicio de la
transcripcion (exén 1) que regulan su transcripcion (Ben-Jonathan, Mershon et al. 1996).
En la transcripcién de la PRL en los tejidos extrahipofisarios al parecer hay un cambio del
sitio de inicio (exdn 1a) y la regulacion se debe a un promotor distal alterno. Se ha sugerido
que el mecanismo de control de la expresién de la PRL extrahipofisaria es tejido-especifico
(Ben-Jonathan, Mershon et al. 1996). Mientras que los tratamientos dopaminérgicos con
bromocriptina (agonista de receptores D2 de la dopamina) no modifican la expresion de la
PRL. Se ha observado que la dexametasona y la ciclosporina inhiben su expresion en
linfocitos (Gellersen, DiMattia et al. 1989; Reem, Ray et al. 1999). La existencia de
variantes de la PRL de origen linfoide puede ser consecuencia del estado fisioldgico o
patoldgico del individuo y pueden tener implicaciones funcionales.
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1.2.1 Regulacién de la prolactina

La sintesis de la PRL es constante y los niveles en suero en los seres humanos
varian entre 3-15 ng/ml en hombres, de 3.8 a 23.2 ng/ml en mujeres no embarazadas y 95-
473 ng/ml en embarazada tercer trimestre (Felig Philip 2001). En las vacas los niveles antes
del parto varian de 10-20 ng/ml, después de la succion del becerro o el estimulo por la
ordefiadora es de 160 ng/ml; sin embrago, 8 minutos después desciende a niveles basales
60-100ng/ml (Eley, Thatcher et al. 1981; Negrao 2008). En la rata los niveles se mantienen
constantes en la prefiez temprana 70-100 ng/ml, descienden en la prefiez tardia y aumentan
2 dias antes del parto (Grattan, Steyn et al. 2008).

Otro mecanismo por el cual se regula el aumentd de la PRL esta determinado por el
lactdégeno placentario; en la prefiez temprana y media impacta las neuronas dopaminargicas
induciendo dopamina. Sin embargo, al fin de la gestacion las neuronas dopaminergicas son
insensibles a retroalimentacion negativa de la PRL y al efecto del lactégeno placentario,
probablemente como consecuencia de la supresion de su receptor o por la expresion de
isoformas cortas. La hiperprolactiemia resultante antes del parto favorece el desarrollo de la
glandula mamaria, el comportamiento materno y la sintesis de leche (Grattan and Kokay
2008; Grattan, Steyn et al. 2008). Otros factores externos importantes que alteran la
liberacion de la PRL son la luz, la audicion, el olfato y el estrés (Freeman, Kanyicska et al.
2000).

La PRL regula tanto su sintesis como su liberacion por un mecanismo de
autorregulacion. ElI aument6 de la PRL es regulado por retrolaimentacion negativa de esta
hormona en las neuronas dopaminergicas de la regién tuberoinfundibular que responden
secretando dopamina a la sangre portal hipofisiaria (Demaria, Nagy et al. 2000; Grattan and
Kokay 2008; Grattan, Steyn et al. 2008). En la adenohipdfisis, la dopamina se une a
receptores de membrana (D2) de los lactotropos hipofisarios. EI mecanismo por el cual la
PRL induce la secrecion de dopamina en el hipotalamo estd determinado por la isoforma
larga del PRLR, activando la via de sefializacion JAK2/STAT5b que a su vez induce la
transcripcion del gen de tirosina hidroxilasa. Esta enzima es responsable de catalizar la
conversion del aminoacido L-tirosina a dihidroxifenilalanina (DOPA) (Anderson, Beijer et

al. 2006; Anderson, Barclay et al. 2006). La DOPA es el precursor de la dopamina, que a su
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vez es tambien el precursor de la noradrenalina y la adrenalina (Berczi 2010; Ley, Weigert
et al. 2010).
1.2.2 Mecanismo de accion de la PRL a traves del PRLR

La accion de la PRL se produce por interaccion con un receptor de membrana de la
familia de receptores de citocinas tipo | (Dagil, Knudsen et al. 2012). Existen por lo menos
10 isoformas del PRLR en humanos: la forma larga (FL), intermedia (FI), AS1 y otras 7
isoformas cortas clasificadas por su peso y estructura molecular. Las formas cortas incluyen
las isofromas Sla, S1b, A4- SF1b, A7/11, A4-A7/11 y dos isoformas solubles (SS1 y SS2)
(Wei and Wei 2010). También existe la proteina unidora de prolactina (PRLBP)
identificada en suero y leche humana (Kline and Clevenger 2001). Las diferentes isoformas
del PRLR son originadas por distintos mecanismos como: splicing alternativo, retencion de
intrones, sitios alternativos de inicio y paro de la transcripcion, delecién y proteolisis (Trott,
Hovey et al. 2003; Wei and Wei 2010). Las formas cortas podrian antagonizar y modular la
sefializacion de las isoformas largas del PRLR formando heterodimeros y comprometiendo
al ligando, considerandose dominantes negativas (Tan and Walker 2010). Se ha sugerido
que las formas solubles podrian tener la funcion de incrementar la vida media de la PRL,
estabilizando su estructura, para constituir un reservorio de la hormona en la circulacion
(Kopchick and Andry 2000; Horseman 2002).

El gen que codifica para el PRLR en los humanos esta localizado en el cromosoma
5 en la region pl3-pl4 con una longitud de 182 kb (Bole-Feysot, Goffin et al. 1998).
Contiene 11 exones y en el extremo 5°-UTR, contiene 6 regiones no codificantes en el exon
1 (E13, EIN1, EIN2, EIN3, EIN4 y EIN5), en el exén 3 se han identificado multiples
promotores y puntos de inicio de la transcripcion (Hu, Zhuang et al. 1999; Hu, Zhuang et
al. 2002; Trott, Hovey et al. 2003; Wei and Wei 2010). EI domino extracelular se ubica
entre los exénes 3, 4, 5, 6 y 7, la porcion extracelular tiene dos zonas muy destacadas: D1y
D2; la zona D1 posee dos grupos de cisteinas en los residuos a.a. 12 y 22, y otros en las
posiciones 51 y 62; la zona D2 tiene un motivo pentapéptido WS. EI dominio
transmembrana se ubia entre el exén 8 y 9. El dominio intracitoplasmatico esta ubicado en
entre los exones 10 y 11, en este dominio es donde se encuentran las diferencias de las
distintas isoformas del receptor de la PRL. No obstante existen zonas comunes: Caja 1

formada por prolinas y tirosinas. En la forma larga hay 6 tirosinas entre la caja 1 y el

14



extremo carboxilo terminal, determinantes en el proceso de activacion del PRLR (Bole-
Feysot, Goffin et al. 1998; Freeman, Kanyicska et al. 2000; Clevenger, Gadd et al. 2009).
La PRL se une al PRLR en sus dominios D1y D2 y como consecuencia éste se dimeriza.

Una vez que el complejo PRL/PRLR se dimeriza, activa una serie de proteinas
unidas a la caja 1, principalmente activa Jak2, la cual induce la activacién de otras proteinas
activadoras de la transcripcion: Stat 1, 3, y 5. La STAT activada (fosforilada en tirosina) se
disocia del receptor y se homodimeriza. La homodimerizacion se produce entre un residuo
de tirosina fosforilada del STAT con el dominio SH2 (sitio activo para la fosfatasa) de otra
molécula de STAT. El dimero se transloca al nacleo y se une al ADN, en los promotores de
los genes blanco y produce la respuesta biolégica (Bernichtein, Touraine et al. 2010). El
pleiotropismo de la PRL depende del STAT que haya activado, por eso la PRL tiene tantas
acciones diferentes. Por ejemplo, en la produccién de caseina se dimeriza el STAT5 y se ha
sugerido que existen otras rutas para la transduccion de la sefial generada por PRL
activadas alternativamente durante distintas situaciones fisioldgicas y patologicas.

En la especie bovina se han reportado dos 2 isoformas del PRLR: una corta de 55
kDa, o menor, y una larga de mas de 100 kDa cuyo peso molecular se ve afectado por
diversas modificaciones postraduccionales, tales como: la glicosilacion, la fosforilacién y/o
la ubiquitinacién que podrian afectar su peso y funcionalidad (Schuler, Nagel et al. 1997).
El gen que codifica para el PRLR se encuentra en el cromosoma 20 especificamente en la

banda 20917 y se expresa en una amplia gama de células y tejidos (Gene ID: 281422).
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Esquema 1. Representacion esquematica del gen del PRLR. A) Diferentes isoformas del PRLR generadas
por splicing alternativo del gen. B) Estructura de las diferentes proteinas del PRLR identificadas en células
de humano. Modificado de (Bole-Feysot, Goffin et al. 1998).
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Esquema 2. Vias de sefializacion asociadas a las diferentes isoformas del PRLR. La isoforma larga del
PRLR fue asociada a la via de sefializacion JAK2/STAT 1,3 y 5. La isoforma corta del PRLR no ha sido
determinada la via de sefializacion que desencadena. Modificado de (Bole-Feysot, Goffin et al. 1998).
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Esquema 3. Estructura del gen de la PRL. Regiones codificante y no codificante, sitios de inicio y los

productos de la transcripcion

de los promotores hipofisario y extrahipofisario. También se muestran el

producto de la traduccion y algunas de las variantes moleculares de la PRL. Modificado de (Freeman,
Kanyicska et al. 2000; Gerlo, Davis et al. 2006).

18



Tabla 1. Variantes moleculares de la prolactina.

Variante o isoforma  Peso molecular (kDa)

Tejido de origen

Localizacion

Nativa 23.5 Hipofisis Hipdfisis y plasma
Glicosilada 25 Hipdfisis Hipdfisis y plasma
Hendida 16 Hipofisis, Hipofisis, cerebro,
hipotadlamo glandula mamaria,
préstata y plasma
Grande 46 Hipofisis Hipdfisis y plasma
Grande-grande > 100 Hipofisis Hipdfisis y plasma
Variantes linfocitarias 11, 16, 23-25, 27, 60 Linfocitos Plasma y medio de
cultivo de PBMC

Otras variantes 8y22 Hipofisis Hipofisis

Modificado de (Méndez, Carifio et al. 2005)

1.2.3 La prolactinay el sistema inmunolégico

La relacion entre la prolactina y el sistema inmune se evidencio desde 1930, cuando
Smith observo que el timo de ratas hipofisectomizadas sufria un proceso de atrofia (Nagy,
Kacsoh et al. 1986). La funcion inmunomoduladora de la PRL fue descubierta en aves y
ratones mediante la manipulacion in vivo de las concentraciones plasmaéticas de esta
hormona (Berczi, Nagy et al. 1981). Se han reportado diversas variantes de la PRL en
células linfoides, la de 11 kDa en timocitos y linfocitos, la de 60 kDa en células
mononucleares (Larrea, Martinez-Castillo et al. 1997). Diversos informes en la literatura
demuestran que los linfocitos sintetizan PRL (Hartmann, Holaday et al. 1989). En
esplenocitos murinos (linfocitos obtenidos de bazo) se identific6 una molécula con
actividad bioldgica en un bioensayo con la linea celular Nb2, dependiente de la PRL para
su proliferacion; y cuyo efecto fue inhibido en presencia de un anti-PRL (Montgomery,
Zukoski et al. 1987). Por hibridacion in situ, se ha revelado el ARN mensajero de la PRL
en diferentes tejidos linfoides (Wu, Devi et al. 1996). Existen diversos reportes que
involucran a la PRL en la proliferacion y diferenciacion de diferentes células del sistema
inmune, lo que fundamenta su papel inmunomodulatorio (Peeva, Michael et al. 2003). La
PRL previene la apoptosis inducida por el 6xido nitrico y dexametasona en la linea celular

Nb2 (Peirce and Chen 2004). También se ha determinado su participacion en la modulacion
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de la sintesis de diferentes mediadores inflamatorios incluyendo oOxido nitrico,
prostaglandinas y citocinas, y se sabe que contribuye a aumentar los niveles del receptor de
la IL-2 (Meli, Raso et al. 1997). Su efecto inmunomodulador podria estar asociado a la
activacion de la via JAK-Statl, que estimula la expresion de genes asociados a la respuesta
inmune como IRF-1, encargado a su vez de activar la expresion de genes blanco como:
IFN-y, iINOS y NRAMP1; los cuales son determinantes en la actividad bactericida contra
patdgenos intracelulares. Estas moléculas juegan un papel importante en la respuesta Thi,
activando la funcién de células dendriticas, macrofagos, y la diferenciacion de linfocitos T
y NK (Taniguchi, Ogasawara et al. 2001). Sin embargo, la prolactina también puede activar
la via JAK-Stat5 que determina la supresion transcripcional de IRF-1, coadyuvando a
mantener la homeostasis del sistema inmune frente a una respuesta de tipo Thl (Ramana,
Chatterjee-Kishore et al. 2000). También se observd que la fosforilacion de Stat5b inhibe la
expresion de IRF-1 y reduce la expresion de la INOS (Corbacho, Macotela et al. 2003). Se
ha demostrado in vitro que una mezcla de citocinas proinflamatorias (TNF-o, IFN-y e IL-
1B) inducen la expresion del PRLR en fibroblastos pulmonares y la subsecuente activacion
de la via JAK-Statl. Con este antecedente, estos mismos autores estudian en un modelo in
vivo la funcion del PRLR en una respuesta de fase aguda, utilizando ratones inoculados con
lipopolisacérido (LPS). Durante la expresion de citocinas proinflamatorias (TNF-o, IFN-y e
IL-1B) caracteristicas de este modelo, se determind que la expresion del PRLR fue
especifica de tejido. Se observé baja expresion del PRLR en higado y pulmon, pero alta
expresion en érganos linfoides primarios (timo y bazo). Estos resultados sugieren que la
respuesta inflamatoria puede activar vias de sefializacion alternativas mediadas por la PRL
en oOrganos del sistema inmune que expresan distintas isoformas del PRLR (Corbacho,
Valacchi et al. 2004).
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Tabla 2. Acciones bioldgicas de la prolactina.

Organos blanco Efectos

Glandula Regula el desarrollo y crecimiento celular, aumenta la sintesis de proteinas

mamaria y carbohidratos de la leche, regula el transito de IgA a través del epitelio
celular

Higado, piel y Estimula el desarrollo, crecimiento celular y contribuye a la progresién del

Nb2 cancer

Gonadas Regula acciones luteotropicas y luteoliticas, inhibe la esteroidogénesis y
estimula sintesis de receptores para gonadotropinas

Hipotalamo Estimula el recambio de dopamina, disminuye la secrecion de GnRH

Pancreas Estimula la proliferacion y aumenta la actividad de las células B para la
secrecion de insulina

Prostata Estimula la proliferacion, aumenta IGF-1 y sus receptores y los receptores
para andr6genos

Rifion Regula el equilibrio de agua y electrolitos

Sistema

inmunoldgico:

Células NK Contribuye a la proliferacion, diferenciacion y activacion de NK

Granulocitos

Linfocitos

Monocitos

contribuyendo a la sintesis de IFN-y
Estimula la expresion del gen de IRF-1y la sintesis de la iNOS

Estimula la proliferacion, la sintesis de IFN-y, inhibe la apoptosis, regula la
sintesis de la INOS y estimula la expresion del gen de IRF-1

Induce la diferenciacion y favorece la presentacion del antigeno

Modificado de (Méndez, Carifio et al. 2005)
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1.2.4 Prolactina y su impacto en la patogénesis de trastornos inflamatorios

La relevancia clinica de la PRL sobre el sistema inmunoldgico no se conoce bien en
la actualidad, pero existe la relacion esta hormona en el curso de ciertas enfermedades
cronicas. Se ha sugerido que la PRL esta involucrada en la patogénesis de enfermedades
autoinmunes como el Lupus sistémico eritematoso y la artritis reumatoide (Jacobi, Rohde et
al. 2001; Vera-Lastra, Mendez et al. 2003; Garcia, Colombani-Vidal et al. 2004). La
mayoria de pacientes con lupus eritematoso generalizado y artritis reumatoide cursan con
incremento en las concentraciones de la PRL circulante (hiperprolactinemia), caracteristica
mas evidente durante la exacerbacion de las manifestaciones y signos clinicos de ambas
enfermedades. EI aumenté de estas concentraciones sugiere la participacién de fuentes
extrahipofisarias de la PRL circulante, principalmente linfocitos. Sin embargo, se
desconoce la etiologia del incremento en las concentraciones de la PRL circulante. Un
estudio con mujeres diagnosticadas con lupus eritematoso sistémico demostro altos niveles
de PRL sérica (35-100 ng/ml), este incremento fue atribuido a la sintesis de la PRL
autocrina por los linfocitos de estos pacientes enfermos (Gomez-Pérez and Rosa Roa 2003;
Chuang and Molitch 2007). Paradojicamente, el tratamiento clinicos es el uso de agonistas
dopaminérgicos los cuales no infieren en los niveles de la PRL, lo que demuestra que la
fuente del aumentd de la PRL no es de origen hipofisiario (Alvarez-Nemegyei,
Cobarrubias-Cobos et al. 1998). Recientemente, se descarto a los linfocitos como el origen
de la hiperprolactinemia en lupus eritematoso. Sin embargo, no se descarten otras células
de la respuesta inmunitaria (Paraiba, Soares et al. 2010).

La prolactina también ha sido asociada a patdgenos intracelulares. Hace mas de 2
décadas se realiz6 un trabajo en ratones tratados con bromocriptina que causa la baja de la
PRL hasta 2 ng/ml, al ser desafiados con M. bovis o Listeria monocitogenes se observo que
en estos ratones no habia activacion de los esplenocitos y macréfagos al ser estimulados
con PPD y no producian INF-y, mostrando mayor susceptibilidad a la infeccion. Este efecto
fue revertido con la aplicacion de 100 ng/ml de PRL ovina (Bernton, Meltzer et al. 1988).

En humanos se ha sugerido que la defensa del huésped a la tuberculosis esta
determinada por la interaccién de los sistemas neuroinmunoendocrino. Se ha determinado

que la respuesta inflamatoria con la prolongada produccion de citocinas principalmente
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INF-y, estimula al eje hipotalamo-hipdfisis-adrenales para la liberacion de hormonas
esteroideas que favorecen el desarrollo de un perfil Th2 (Bottasso, Bay et al. 2007;
Bottasso, Maria Luisa et al. 2010). Sin embargo, también se ha identificado en suero de
pacientes con diferentes grados de tuberculosis un aument6 en hormonas proteicas como la
hormona del crecimiento y de la PRL, en funcién del grado de avance de la enfermedad.
Aunque los niveles de la PRL se observaron dentro de los limites fisiologicos, no se ha
determinado el origen del aumentd y efecto biolégico de la PRL en la patogénesis de la
tuberculosis (Bottasso, Bay et al. 2009; Bottasso, Maria Luisa et al. 2010).

La PRL también ha sido relacionada con infecciones parasitarias como un potente
modulador positivo de la inmunidad contra algunos parasitos protozoarios. Esta bien
establecido que la PRL estimula la produccion de IFN-y y otras citocinas proinflamatorias
durante infecciones por Toxoplasma gondii, Leishmania sp. y Acanthamoeba castellanii.
Estudios recientes sugieren que la PRL humana puede ser un regulador de la actividad
antiparasitaria contra Plasmodium falciparum. Por otra parte la hiperprolactinemia asociada
con la gestacion puede tener una contribucion importante a la reactivacion de infecciones
latentes causadas por parasitos helmintos, como Ancylostoma sp., Necator sp., y
Trichostrongylus. Un aument6 de la prolactina circulante durante la Gltima etapa de
gestacion y la lactancia en las ovejas infectadas con Haemonchus contortus, promueve el
aumento de la produccién de huevos del parasito al periparto. Por lo tanto, la PRL podria
ser un regulador de la inmunidad a los parasitos (Plocinski, Dzitko et al. 2007).

Durante el curso de la infeccion por el parasito intracelular Trypanosma cruzi, en un
modelo de ratas se determiné que el sistema inmune del huésped interacciona con el
sistema endocrino, sugiriendo que la PRL podria revierte la inmunosupresiéon causada por
la infeccion parasitaria. Los datos demuestran que la PRL induce la proliferacion de los
linfocitos T, activacion de macréfagos y la produccion de éxido nitrico (NO), lo que lleva a
una reduccion en el numero de tripomastigotes en sangre. La PRL puede ser considerada
como una hormona capaz de regular el sistema inmune del huésped, y reducir los efectos

patoldgicos de la infeccion por T. cruzi (Filipin Mdel, Brazao et al. 2011).
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1.2.5 Factores neuroendocrinos que regulan la respuesta inmune.

La comunicacién entre el sistema nervioso central, endocrino e inmunolégico ocurre
a través de mensajeros quimicos secretados por células nerviosas, 6rganos endocrinos y
células inmunes. Lo que constituye una red de regulacion fisiologica para mantener el
equilibrio homeostatico y la salud (Berczi 2010; Bellavance and Rivest 2012). La
interaccion de los sistemas nervioso, endocrino e inmune deriva de observaciones de la
integracion entre neurotransmisores como la norepinefrina, neuropeptidos como
encefalinas, neurohormonas como adrenocorticotropina y hormonas adrenales. Esta
integracion afecta la funcion inmune ya que los receptores para estas moléculas estan
presentes en células inmunes como: neutrdfilos, linfocitos y macréfagos (Reiche, Nunes et
al. 2004; Sun, Ramnath et al. 2007; Berczi 2010; Bellavance and Rivest 2012). Estudios
recientes demuestran que los neurotrasmisores como la norepinefrina tienen la capacidad de
polarizar células inmunes de un perfil M1 a M2 dependiendo de la isoforma del receptor a
norepinefrina (a-2AR y B-2AR) (Ley, Weigert et al. 2010).

El eje hipotdlamo-pituitario-adrenal se activa y sirve como el principal regulador de
reacciones inflamatorias, el desarrollo de la enfermedad o la cicatrizacion de heridas
(Kerschensteiner, Meinl et al. 2009). Se sabe que la respuesta de fase aguda es iniciada por
un aumentd repentino de la IL-1, IL-6 y TNF-a en la circulacion. Las citocinas actian
sobre el cerebro, el sistema neuroendocrino y en varios tejidos, lo que conduce a la fiebre y
profundos cambios hormonales y metabdlicos (Kerschensteiner, Meinl et al. 2009; Herz,
Zipp et al. 2010). Las alteraciones en estos sistemas en respuesta a la enfermedad, estrés, o
dafio metabolico pueden llevar a un desequilibrio en la respuesta inmune y la
susceptibilidad a las infecciones o enfermedades autoinmunes (Lorente, Aller et al. 1996;
Herz, Zipp et al. 2010). La comunicacion mediante moléculas liberadas por el sistema
nervioso directamente es una via por medio de la cual el cerebro puede inducir cambios en
el funcionamiento del sistema inmune. Se han descubierto la existencia de terminales
nerviosas simpaticas en érganos linfoides (bazo y nodulos linfaticos) que interactGan con
macrofagos, celulas T y células B. Hay estudios que sugieren que el sistema simpatico
puede influir en el balance Th1/Th2 (Berczi 2010).

24



La inmunidad natural es una respuesta poliespecifica instantanea a patrones
moleculares asociados a patogenos (PAMPS). Subconjuntos de células inmunes, asi como
las células dentro de los sistemas nervioso central y endocrino también expresan receptores
para muchos de estos ligandos (Hudson, Christophi et al. 2008). Los PAMPS activan la
respuesta inmune innata, que es impulsada y regulada por citocinas, hormonas,
neurotransmisores y péptidos (Flierl, Rittirsch et al. 2008; Flierl, Rittirsch et al. 2009). La
interaccion Neuro-inmune-endocrino pueden alteran el nivel de transcripcion de genes
determinantes en la respuesta inmune. Se ha demostrado que los macrofagos tiene una
regulacion autocrina de citocinas como: IFN-y, TNF-a, IL-18, IL-6, IL-8, CXCR1, IL-10,
IL-12, IL-18, IL-15, MIF, MgB1, M-CSF, GM-CSF, TGF-B, NO, PGE2, TXA2. Varias
hormonas tienen efectos sobre la activacion de los macrofagos: adrenalina, noradrenalina,
glucocorticoides, ACTH, PTH, PGE2, estrogeno, progesterona, testosterona, estradiol y la
dihidrotestosterona (Ma, Chen et al. 2003). Los monocitos, macréfagos y otras células
inmunitarias expresan adrenoreceptores funcionales (Elenkov, Wilder et al. 2000). En
macrofagos peritoneales de raton se ha identificado la sintesis de catecolaminas
(norepinefrina o epinefrina) que ejercen una regulacién autocrina/paracrina de los
macrdfagos (Spengler, Chensue et al. 1994; Flierl, Rittirsch et al. 2007; Flierl, Rittirsch et
al. 2009). La diversidad funcional de los macréfagos es el reflejo de varias influencias
independientes: el caracter genético del individuo, el estado de desarrollo del fagocito
mononuclear, el microambiente en el que las células se encuentra, y los tipos de substratos
y combinaciones de los mediadores que encuentra alli (Scotland, Patil et al. 2011). Una
comprension completa de los efectos moleculares de la respuesta inmune de las
combinaciones de neuropéptidos, neurohormonas y neurotransmisores en todos los niveles
ha abierto nuevos enfoques y son esenciales para el disefio de futuras terapias innovadoras

basadas en estos principios.
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2.- Planteamiento del problema

Existen evidencias de la relacion entre el sistema inmune y el enddcrino via
multiples factores de comunicacion, como citocinas, neuropéptidos, neurotransmisores y
hormonas. Las investigaciones han demostrado que la PRL juega un papel importante en
los procesos de inmunomodulacion y autoinmunidad. Sin embargo, no se conoce con
certeza el mecanismo a través del cual la PRL ejerce su efecto inmunomodulador y podria
estar afectando los procesos inflamatorios directa o indirectamente. La PRL aumenta en el
suero de pacientes con TB cronica junto con el IFN-y, IL-6, IL-10, cortisol, estradiol y la

hormona del crecimiento, pero se desconoce si modula la inflamacion granulomatosa.

La prolactina ademas de ser producida por la glandula pituitaria, también es
producida y secretada por algunas células del sistema inmunoldgico. Por lo tanto, esta
hormona puede actuar como un modulador paracrino y autocrino del sistema inmune. Sin
embargo, no se ha determinado si el efecto modulador de la PRL podria derivar de la
expresion de diversas isoformas de su receptor (PRLR) y/o de variantes de la PRL en

monocitos y macréfagos, células determinantes en la inmunopatogénesis de la tuberculosis.

El estudio de la PRL y del PRLR en un modelo animal de vacas infectadas con M.
bovis, asi como en monocitos y macrofagos estimulados con CFP-M. bovis puede permitir
la asociacion de ciertas isoformas del PRLR a la patogénesis de la TBb. Asi mismo nos
ayudaria a entender la participacién de la PRL en la fisiologia de la respuesta inmunoldgica

de la tuberculsis.

3.- Hipdtesis
La PRL participa en la inmunopatogénesis de la tuberculosis, modudlando la
respuesta inflamatoria Thl, mediante la expresion de diferentes isoformas del PRLR y la

sintesis autocrina de la PRL en monocitos y macrofagos.
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4. Objetivo general
Analizar la asociacién entre isoformas del receptor de prolactina y de la prolactina
en diversos organos de vacas lecheras infectados con M. bovis y relacionar la expresion de

ambas moleculas en monocitos y macréfagos estimulados in vitro con CFP-M. bovis.

4.1 Objetivos particulares ex vivo

1.-Determinar el patron de expresion y localizacion del PRLR/PRL en glandula mamaria y
nodulos linfaticos retromamarios de vacas lecheras no reactoras (expuestas) y reactoras
(infectados con M. bovis) a la tuberculina y al BOVIGAM, durante el periodo seco y

lactancia.

2.-Determinar el patron de expresion del PRLR/PRL en PBMC de vacas lecheras
expuestas, reactoras y libres de TBb.

3.-Determinar el patrén de expresion del PRLR/PRL en plasma y suero de vacas lecheras

expuestas y reactoras antes y después de ser vacunados con BCG + CFP.M.bovis.

4.2 Objetivos particulares in vitro
1.-Determinar el patron de expresion del PRLR/PRL en macrofagos derivados de PBMC de

bovinos de un hato libre estimulados con CFP-M. bovis en funcion del tiempo.

2.- Analizar la localizacion celular del PRLR/PRL en Mo-THP1 estimulados con PRL
reconbinante y/o CFP-M. bovis y bajo condiciones inhibitorias de la union ligando/receptor

en funcion del tiempo.
3.-Cuantificar la expresion del PRLR/PRL, citocinas proinflamatorias y del 6xido nitrico en

Mo-THP1 estimulados con PRL y/o CFP-M. bovis, respectivamente y bajo condiciones

inhibitorias de la union ligando/receptor en funcion del tiempo.
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5. Materiales y métodos
5.1 Universo de estudio
El presente trabajo se realiz6 en la unidad de biotecnologia médica y farmacéutica
del Centro de Investigacion y Asistencia en Tecnologia y Disefio del Estado de Jalisco A.C.
(CIATEJ) y en el Centro Universitario de Ciencias de la Salud, laboratorio de

inmununologia de la Universidad de Guadalajara (CUCS-U.de.G), Guadalajara, México.

Diagrama metodolégico ex vivo. BCG=M. bovis BCG, CFP= Filtrado de proteinas de cultivo de
M. bovis, GM= Glandula mamaria, NLRM= Nodulo linfatico retromamario, PBMC= Células mononuclear de
sangre periférica, M@=Macrofagos, PPD=Derivado protéico purificado de M. bovis, IHQ=
Inmunohistoquimica, WB=Western blot, PRLR=Receptor de prolactina, PRL=Prolactina, MCF7= Linea
celular de cancer de mama, PRL-rh= Prolactina recombinante humana, AN5=M. bovis AN5.
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Diagrama metodoldgico in vitro. Mo-THP1= Linea celular monocitica, RPMI=Medio de cultivo,
LPS= Lipopolisacarido, CFP= Filtrado de proteinas de cultivo de M. bovis, RT-PCR=PCR tiempo real,

ICQ=Inmunocitoquimica, WB= Western blot, Nb2=Linea celular linfocitica, Griess=Ractivo para determinar
ON, ON= Oxido nitrico, ELISA=Técnica de inmunoensayo.
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Tipo de estudio
Categorico, Experimental y Analitico
Consideraciones éticas
A los propietarios de las vacas PPD+ se les pidio que los animales fueran destinados
a rastro de acuerdo a la norma NOM-031-Z0O0-1995. Las muestras fueron obtenidas en el
rastro Municipal de Tonala y Tlaquepaque, Jalisco apegdndonos a las normas, NOM-008-
Z00-1994, NOM-009-Z00-1994 y los reglamentos internos de los dos centros de
sacrificio.
Universo de estudio
e Post mortem las muestras de glandula mamaria y nédulo retromamario de 20 vacas
PPD+ (10 en produccién y 10 en periodo seco), 20 expuestas a M. bovis (10 en
produccion y 10 en periodo seco) y 2 libres de TBb, fueron congeladas a -20[°C
para la posterior extraccion de acidos nucleicos, fijadas alcohol al 70 % y
embebidas en parafina la el analisis por hinmunohistoquimica.
e In vivo plasmas y sueros 20 de vacas infectadas con M. bovis y 20 expuestas a la
infeccion.
Criterios de inclusion
e Pruebas Diagnosticas: tuberculina y prueba de INF-y
e Metodo se diagnostico de (BAAR) por la tincion de Ziehl-Neelsen.
e Examen post mortem para identificar lesiones macroscépicas.
Criterios de inclusion controles
Muestras de vacas que proceden de un hato libre de TBb de méas de 5 afios,
negativos a PPD e INF-y.
Criterios de eliminacién
Diagnostico o clasificacion dudosa o no documentada, muestra insuficiente y/o error
en el procesamiento de la muestra.
Variables independientes
Lesiones caracteristicas de TBb en nodulos linfaticos mediastinico,

traqueobronquial, retrofaringeo y pulmon.
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Variables Dependiente
Periodo productivo de la vaca lechera (periodo seco y produccién)
Expresion de la PRL y el PRLR

Grupo 1.- Vacas en produccion naturalmente infectadas con M. bovis

En este grupo se utilizé tejido de glandula mamaria y nodulo linfatico retromamario
de 10 vacas lecheras en produccion procedentes de la zona de los altos de Jalisco (zona de
alta incidencia de TBb con mas del 16.5% de prevalencia), llegaron a rastro por resultar
positivas a la tuberculina en el pliegue caudal, a la inspeccidén post-mortem presentaron
lesiones sugestivas a TBb, mostraron granulomas principalmente en noédulo linfatico
retrofaringeo, traqueobronquial y mediastinico. Sin embargo, en tejido mamario no
presentaron lesiones aparentes a TBb.
Grupo 2.- Vacas en periodo seco naturalmente infectadas con M. bovis

En este grupo se utilizé tejido de glandula mamaria y nddulo linfatico retromamario
de 10 vacas lecheras en periodo seco procedentes de la zona de los altos de Jalisco, que
Ilegaron a rastro por resultar positivas a la tuberculina en el pliegue caudal; a la inspeccion
post-mortem presentaron lesiones sugestivas a TBb, mostraron granulomas principalmente
en nodulo linfatico retrofaringeo, traqueobronquial y mediastinico. Sin embargo, en tejido
mamario no presentaron lesiones aparentes a TBb.
Grupo 3.- Vacas en produccion expuestas a la infeccion por M. bovis

En este grupo se utilizé tejido mamario de 10 vacas lecheras PPD- en produccion
que llegaron a rastro por motivo de desecho; a la inspeccion post-mortem no presentaron
lesiones sugestivas de tuberculosis en ningin nddulo linfatico de referencia (retrofaringeo,
traqueobronquial y mediastinico). El tejido mamario y el nddulo linfatico retromamario no
presentaron ninguna lesion macroscépica a TBb, sin embargo, proceden de hatos
cuarentenados de los altos de Jalisco, (zona de alta incidencia de TBb).
Grupo 4.- Vacas secas expuestas a M. bovis

En este grupo se utilizo tejido mamario de 10 vacas lecheras PPD- en periodo seco
que llegaron a rastro por motivo de desecho; a la inspeccion post-mortem no presentaron
lesiones sugestivas tuberculosis en ningun nédulo linfatico de referencia (retrofaringeo,

traqueobronquial y mediastinico). El tejido mamario y el nddulo linfatico retromamario no
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presentaron ninguna lesion macroscépica a TBb, sin embargo, proceden de hatos
cuarentenados de los altos de Jalisco, (zona de alta incidencia de TBb).
Grupo 5.- Vacas lecheras control de zona endémica de TBb

En este grupo se utilizé tejido mamario de 2 vacas lecheras provenientes de un hato
certificado libre de tuberculosis y brucelosis, siendo negativas a la prueba de la tuberculina
e IFN-y. Las muestras procedian de animales en el pico de produccion (3 meses post parto)
de establos ubicados en Ciudad Guzman, Jalisco, México. A la necropsia no mostraron

lesiones en ningln 6rgano.

5.1.2 Coleccion de muestras de glandula mamaria y nodulo linfatico
retromamario en rastro

La coleccién del tejido se realizd inmediatamente después del eviscerado,
colectando aproximadamente 1 cm® de la parte central de la glandula mamaria y nédulo
retromamario para evitar contaminacion. Inmediatamente fue fijado en alcohol al 70 % y
almacenado a temperatura ambiente para ser analizadas por hematoxilina-eosina, Ziehl-
Neelsen e inmunohistoquimica. También se colectdé un duplicado de muestra en frio para
ser almacenada a -20°C para la extraccion de acidos nucleicos.

Por otra parte se obtuvd plasma delO animales expuestos y 10 infectados con M.
bovis del proyecto vacunacion estratificada en hatos lecheros con alta prevalencia de TBb
en la zona de los altos de Jalisco. Los animales fueron sangrados para estimular 750 ul de
sangre total con 50 ul de M. bovis-PPD (300 ug/ml) y M. avium-PPD (300 ug/ml del kit
comercial (Bovigam Prionics AG) por 4 y 16 horas. El plasma fue cosechado mediante
centrifugacion a 3 000 g, posteriormente las muestras de plasmas fueron precipitados con
alcohol para el anélisis del PRLR y la PRL por western blot.

5.1.3 Deteccion del ADN de M. bovis por PCR in situ
El tejido mamario fue fijado en alcohol al 70%, embebido en parafina y fijado sobre
portaobjetos, posteriormente fue desparafinado por 18 horas a 60°C, secuencialmente fue
sumergido en xileno 30 minutos a 37°C y se prehidratd mediante concentraciones
decrecientes de alcohol (100%, 75%, 50% y 25%) y agua destilada durante 10 minutos. Las
laminillas fueron incubadas a temperatura ambiente en 0.02 mol/L HCI por 10 minutos,
seguido por 2 lavados con PBS (pH 7.3) por 2 minutos. A continuacion, se desproteinizaron
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los tejidos en 50 ml de PBS con proteinasa K 1mg/ml (Gibco, Paisley, UK) por 30 minutos
a 37°C. La proteinasa K fue inactivada 15 segundos a punto de ebullicién, inmediatamente
se sumergieron las laminillas en &cido acético al 20% por 15 segundos para inactivar la
fosfatasa alcalina. EI PCR se realizd utilizando 50 ml de buffer 1X (Gibco BRL Life
Technologies Grand Island NY USA), 1.5 U Taq polimerasa, 2 mmol/L MgCI2, 40 mmol/L
deuna mezcla de dNTPS, 0.2 mmol/L de dUTP marcados con digoxigenina (Boehringer
Mannheim, Lewes, UK) y 60 pmol de cada primer utilizado para amplificar la secuencia de
insercion 1S6110 que es un segmento de ADN especifico del complejo M. tuberculosis. Las
secuencias de los primers fueron: 5'-CCT GCG AGC GTA GGC GTC GG-3' (sentido) y
5-CTC GTC CAG CGC CGC TTC GG-3' (antisentido). Las laminillas fueron selladas
con el Assembli tool (Perkin Elmer, Cambridge, UK). ElI PCR se realizé usando un
termociclador (Hybaid, Ashford, UK). La amplificacion comprendidé las siguientes
condiciones: desnaturalizacion a 95°C por 1 minuto, alineacion a 70°C por 1 minuto y
extension 72°C por 1 minuto; por 35 ciclos. Los productos de PCR fueron detectados
mediante fosfatasa-alcalina conjugada con un anticuerpo contra anti-dioxigenina diluido
1/500 (Boehringer Mannheim, Lewes, UK). La reaccion se reveld con el cromogeno 5-
Bromo-4-cloro-3-indolyl fosfato y nitro azul con cloruro de tetrazolio (Boehringer
Mannheim, Lewes, UK) diluido 1/50. Las secciones histoldgicas fueron contratefiidas con
nuclear fast red para evitar cualquier interferencia con la sefial azul generada por el ADN

de la micobacteria en el PCR in situ.

5.1.4 Deteccion del ADN de M. bovis mediante PCR anidada

Para confirmar el diagndstico de TBb se utiliz6 la técnica de PCR anidada para el
gen que codifica la proteina MPB70 que ha mostrado buena sensibilidad y excelente
especificidad en el diagnostico de tuberculosis en humanos y bovinos (Estrada, Diaz et al.
2004). A partir de tejido conservado a -20°C se extrajo ADN total, cortando
aproximadamente 3 mm?® con una navaja bisturi, se colocé en un tubo de 2 ml donde se le
agregaron 400 pl de PBS y se macero el tejido con un politron (QIAGEN® Valencia, CA
USA). El macerado homogenizado se centrifugé a 10 000 g por 10 minutos, la pastilla
obtenida se lavo con 1.5 ml de PBS y se centrifugé nuevamente a 10 000 g por 10 minutos

(Biofuge primo R, Survall-Heraeus). La pastilla se homogenizé con 400 pl de TE (100 mM
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tris-HCL, pH 8, 10 mm EDTA) y 50 pl de lisozima 20 mg/ml ( Sigma Chemical CO. St
Luis, MO USA), incubandose 1 hora a 37 °C. Luego se agregaron 70 ul de SDS al 10 %, 10
ul de proteinasa K 10mg/ml (Invitrogen™ Corporation Grand Island, NY USA)
incubandose 30 minutos a 65 °C. Posteriormente se agregaron 100 ul de NaCL 5M, 80 pul
de CTAB al 5% en NaCL 5M, se mezcld y se incub6 10 minutos a 65 °C.

El ADN se extrajo agregando un volumen de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico
(24:24:1) (Invitrogen™ Corporation Grand Island, NY USA) homogeneizandose Yy
centrifugandose a 10 000 g por 10 minutos. El sobrenadante se transfirio a un tubo estéril y
el ADN se precipitd agregando 0.6 volumenes de isopropanol absoluto (Sigma Chemical
CO. St Luis, MO USA), incubandose a -20°C por 30 minutos y centrifugandose a 10 000 g
por 10 minutos. La pastilla se lavo con 1 ml de etanol al 70 % (Sigma Chemical CO. St
Luis, MO USA), se decant0 y se dej6 evaporar el resto. La pastilla de ADN se resuspendio
en 50 ul de agua (Mili-Q). Se cuantifico en espectrofotometro NanoDrop™ 1000 (Thermo
Fisher Scientific Inc. Utah SL, USA), se visualiz6 en geles de agarosa al 0.8 % y bromuro
de etidio 0.005% a 100 volts durante 50 minutos.

La reaccion de PCR se realizé en un termociclador (ABI, Gene Amp PCR system
9700, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) en un volumen final de 20 ul, con 10 pl
de Ampli Tag Gold PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), 0.2 uM
de cada primer y 500 ng de ADN. Para descartar la presencia de inhibidores de la PCR y
demostrar la viabilidad del ADN se realiz6 una PCR control con oligonucleétidos
especificos para amplificar un fragmento de 375 pares de bases del gen Cyb, que codifica el
citocromo b (CYB1 5-CCA TCC AAC ATC TCA GCA TGA TGA AA-3" y CYB2 5'-
GCC CCT CAG AAT GAT ATT TGC CCT CA-3'24 CICLOS DE 30" a 94 °C, 30" a 58
°C, 30" 72°C). Una vez optimizado el ADN se realizo la PCR simple para el diagndstico de
TBb, mediante la amplificacion de un segmento de 372 pb del gen MPB70, (TB1F 5 -GAA
CAA TCC GGA GTT GAC AA-3' y TBIR5-TAC ATG ATT GAC AGC CTG CT 3-" 24
ciclos de 45" a 94°C, 30 " a 60°C, 1" a 72 °C). Posteriormente, utilizando una décima parte
del producto obtenido en la reaccidén anterior se procedié a la amplificacion de un
fragmento de 208 pb del gen de MPB70, dentro de la regién de 372 pb, mediante una PCR
anidada con los oligonucleétidos ( M22/3 5°-GCT GAC GGC TGC ACT GTC GGGC -3’
Y M22/4 5°-CGT TGG CCG GGC TGG TTT GGC C-3" 35 Ciclosde 30" a94°Cy 1" a
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72°C), utilizando la misma temperatura de re-asociacion y extension (Estrada, Diaz et al.
2004).

5.1.5 Analisis de la expresion del PRLR y la PRL por Western blot

Las proteinas totales de los tejidos de GM y NLRM de los animales bajo estudio y
la linea celular monocitica THP1 estimulados con LPS de Salmonella entérica (serotipo
Minnesota) (Sigma Chemical CO. St Luis, MO USA) (1 ug/ml) y/o CFP-M. bovis donado
por el Dr. Raul Mancilla Jiménez del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM
(50 pg/ml), fueron extraidas con buffer RIPA (50 mM Tris, 150 mM NacCl, 1% NP40, 0.5%
deoxicolato de sodio, y 0.1% dodecilsulfato de sédio [SDS] (Sigma Chemical CO. St Luis,
MO USA), que contiene una mezcla de inhibidores de proteasas (aprotinina, leupectina,
pepstatina, quimostatina, antipaina y fluoruro de fenilmetil sulfonilo [PMSF 100 mM]) (MP
Biomedical, LLC. Santa Ana, CA USA) e inhibidores de fosfatasas (ortovanadato de sodio
NA3VO4 1 mM y NAF 50 mM) (Santa Cruz Biotechnology, Inc. Delaware A USA).

El lisado celular fue centrifugado durante 20 minutos a 4°C. Las proteinas fueron
cuantificadas por el método de Lowry (Pierce Biotechnology, Inc. Rockford, IL USA) en
un lector de microplacas Synergy H4 (BioTek Instruments, Inc. Vermont W, USA). Para
desnaturalizar las proteinas se homogenizaron con buffer de muestra 4X (Tris base 3 gr,
glicerol 40 ml, SDS 8 gr, B- mercaptoetanol 8 ml) (Bio-Rad Laboratories, Inc.
Philadelphia, PA, USA), azul de bromofenol 0.2 gr, pH 6.8. Y se observaron en geles
tefiidos con azul de Coommassie. Aproximadamente, 40 pg de proteinas totales fueron
cargadas en geles de poliacrilamida al 10 y 12 % y electrotransferidas a membranas de
polifluoruro de vinilideno (PVDF) (Bio-Rad Laboratories, Inc. Philadelphia, PA USA).

Las membranas fueron blogueadas con leche descremada al 5% toda la noche y se
incubaron con el anticuerpo policlonal anti-PRLR o un anticuerpo monoclonal anti-PRL
(Santa Cruz Biotechnology, Inc. Delaware A USA) toda la noche a 4°C. Después se lavaron
las membranas con TBST Yy se incubaron por 1 hora con un anticuerpo secundario anti-
conejo o anti-ratdn conjugado con peroxidasa IgG-HRP (Santa Cruz Biotechnology, Inc.
Delaware A USA), las membranas fueron reveladas por quimioluminiscencia (Pierce
Biotechnology, Inc Rockford, IL USA). Como control se utilizé el anticuerpo monoclonal
anti-actina 1:10,000 (Millipore Corporation, Billerica, MA, USA).
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5.1.6 Analisis del PRLR y la PRL por inmunohistoquimica

A partir de tejido fijado en alcohol al 70%, la glandula mamaria y nddulo linfatico
retromamario fueron embebidos en parafina. Posteriormente, se cortaron secciones
histologicas de 4 pum que fueron desparafinadas en un horno de secado a 60°C por 20
minutos y en Xxileno por 10 minutos (BAKER ANALYZED® A.C.S. Reagent Center
Valley, U.S.A), posteriormente fueron rehidratadas en concentraciones decrecientes de
alcohol (100, 96, 80% por 5 minutos) (BAKER ANALYZED® A.C.S. Reagent Center
Valley, USA), las muestras fueron sumergidas en citrato de sodio 10 mM pH 6 y calentadas
en vaporera (Hamilton Beach) por 30 minutos con la finalidad de exponer los epitopos.
Después se lavaron los cortes y fueron tratados con peroxido de hidrogeno al 3% para
inhibir la actividad de la peroxidasa endégena (Dako an agilent Technologies company,
USA) para disminuir las uniones inespecificas se incubaron con una solucion de bloque6
(PBS 1X, 10% de suero fetal bovino (Gibco BRL Life Technologies Grand Island NY
USA) y 1% de BSA (Equitech-bio Inc. Kerrville, TX USA) por 1 hora. Posteriormente, se
incub6 con los anticuerpo anti-PRLR y anti-PRL (Santa Cruz Biotechnology, Inc.
Delaware, CA USA) 1:50 en solucion de bloque6 a 4°C durante toda la noche. Después se
lavé en TBS por 5 minutos y se incubd con el anticuerpo secundario por 60 minutos (Dako
an agilent Technologies company, USA). Finalmente las muestras fueron contratefiidas con
hematoxilina y analizadas en un microscopio Axiolmager 2 (Carl Zeiss, Gottingen,
Germany). Las imagenes se capturaron usando una cdmara AxioCam MRm y analizadas en
el software AxioVs40 V 4.8.2.0 (Carl Zeiss, Gottingen, Germany).

5.1.7 Cultivo celular de Mo-THP1

Se utilizé la linea celular monocitica THP1 obtenida del American Type Culture
Collection (ATCC), mantenida en medio RPMI 1640 (Gibco BRL Life Technologies
Grand Island, NY USA) con 10% de suero fetal bovino, 1% de antibiotico/antimicotico
(Gibco BRL Life Technologies Grand Island NY USA) a 37°C con 5 % de CO?. Cada 72
horas las células fueron centrifugadas 10 minutos a 1200 g, desechando el sobrenadante y
resuspendiendo el boton celular en 1 ml de RPMI suplementado, posteriormente, se
hicieron diluciones 1:10 y 1:100 para cuantificar las células en una camara de neubauer y

determinar confluencia maxima a 2x10° células/ml. La viabilidad de los Mo-THP1 fue
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evaluada con Azul de Tripan (Amersham biosciences corp. Piscataway, NJ USA) y para
realizar experimentos esta fue mayor al 96%.

Para realizar la estimulacion de los Mo-THP1 fueron utilizadas placas de 6 pozos
donde se sembraron 750,000 células/ml, posteriormente, se estimularon con LPS de
Salmonella entérica (serotipo Minnesota) (Sigma Chemical CO. St Luis, MO USA) (1
pg/ml), PRL-rh (20 100, 200 y 2000 ng/ml) y CFP-M bovis (50 pg/ml) a diferentes tiempos
(1, 2, 4 8, 48 y 72 horas). También se realizaron co-estimulaciones de LPS méas PRL-rh y
CFP-M. bovis mas PRL-rh. Las células fueron cosechadas en tubos de 2 ml centrifugandose
por 10 minutos a 1200 g, el boton celular fue homogenizado con trizol o buffer RIPA para

la extraccion de ARN vy proteina, respectivamente.

5.1.8 Analisis de la expresion del PRLR y la PRL por PCR en tiempo real

A partir de los extractos celulares en trizol (Invitrogen™ Corporation Grand Island,
NY USA) se purificd el ARN en columnas de acuerdo a las recomendaciones (QIAGEN®
Valencia, CA USA). EI ARN obtenido se cuantificd en un espectrofotometro NanoDrop™
1000 (Thermo Fisher Scientific Inc. Utah SL, USA) a 260 y 280 nm colocando 2 pl de
muestra, la calidad y cantidad se evalu6 en geles de agarosa al 0.8% con formaldehido, la
hebra complementaria de ADN fue generada usando 1 ug del ARN total y el sistema
Superscrip 111, a un volumen de 20 pl (Invitrogen™ Corporation Grand Island, NY USA).
Los transcritos de PRL y el PRLR fueron analizados por triplicado usando un termociclador
PRISM 7300 (Applied Biosystems, Foster City CA, USA). La secuencia que se utilizo para
los transcritos del PRLR fueron forward 5-AGA CCA TGG ATA CTG GAG TA -3'y
reverse 5'-GGA AAG ATG CAG GTC ACC AT -3, (Applied Biosystems, Foster City CA,
USA). La sonda TagMan que se uso para el PRLR fue 6FAM@TCT GCT GTC ATC TGT
TTG ATT A (Applied Biosystems, Foster City CA, USA). La secuencia que se utilizé para
los transcritos de la PRL fue Assay IDHs01062137_m1 (Applied Biosystems, Foster City
CA, USA), la sonda TagMan que se utilizo fue 6FAM (Applied Biosystems, Foster City
CA, USA). Los resultados fueron normalizados utilizando el 18S ribosomal ARN (rARN)
gene (Applied Biosystems, Foster City CA, USA), la expresion relativa se determind
utilizando el método Ct (27**“") (Wong and Medrano 2005).
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5.1.9 Inhibicién del complejo PRL/PRLR

Se utilizé un anticuerpo contra el epitopo conformacional del dominio N-terminal
del PRLR (R&D Systems, Inc. Minneapolis, MN USA) bloqueando la unién de la PRL con
el PRLR en la superficie de los Mo-THP1. En placas de 6 pozos se sembraron 750,000
células/ml, estas fueron estimuladas con LPS de Salmonella entérica (serotipo Minnesota)
(Sigma Chemical CO. St Luis, MO USA) (1 ug/ml) y CFP-M. bovis 50 ug/ml de 1 a 8
horas, al mismo tiempo se agreg6 un aticuerpo monoclonal anti-PRLR a una concentracion
de 10 pg/ml (R&D Systems, Inc. Minneapolis, MN USA). Posteriormente, las células

fueron cosechadas y analizadas por citoquimica.

5.2 Analisis del PRLR y la PRL por inmunocitoquimica flourescente

Después de realizar los estimulos en los Mo-THP1 se utiliz6 una centrifuga para
laminillas StatSpin® Express 2 (Iris Sample Processing, Inc, Westwood, MA USA) donde
fueron colocadas aproximadamente 75,000 células en 100 ul de de medio condicionado,
después se centrifugaron por 10 minutos a 1200 g y se decanté el medio de cultivo dando 2
lavados de 5 minutos con PBS, después fueron fijadas con paraformaldehido al 4% durante
10 minutos a temperatura ambiente seguido de 3 lavados con PBS con Tween 20 al 0.2%
en PBS por 10 minutos para permeabilizar. Posteriormente los especimenes se bloquearon
con PBS suplementado con 10% de SFB y 1% de BSA por 1 hora (Equitech-bio Inc.
Kerrville, TX USA). Se incubaron con el anticuerpo primario anti-PRLR y anti-PRL 1:50
toda la noche a 4°C (Santa Cruz Biotechnology, Inc. Delaware, CA USA). Posteriormente,
se lavd 3 veces por 5 minutos con PBS y a partir de este paso todo se manejo en
obscuridad, ya que se incubd con el anticuerpo secundario durante 1 hora, (Alexa Fluor®
488 anti—raton 1gG para la PRL y Alexa Fluor® 568 anti—conejo IgG para el PRLR
(Invitrogen™ Corporation Grand Island, NY USA); después se realizaron 3 lavados con
PBS por 5 minutos y se incubo con DAPI 1:10,000 por 5 minutos a temperatura ambiente
en PBS, posteriormente se dieron 3 lavados de 5 minutos con PBS y por ultimo se lavaron
las laminillas con una dilucién 1:1 glicerol/PBS para colocar el cubreobjetos que fue
sellado con esmalte de ufias. Inmediatamente después se observaron en un microscopio
Axio Imager 2 (Carl Zeiss, Gottingen, Germany), las iméagenes se capturaron usando una
camara AxioCam MRm y se analizaron en el software AxioVs40 V 4.8.2.0 (Carl Zeiss,

Gottingen, Germany).
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5.2.1 Bioensayo de la PRL en células Nb2

Para determinar la presencia y bioactividad de la PRL en el sobrenadante de los Mo-
THP1 estimulados con LPS (1 pg/ml) y M. bovis (50 ug/ml), se realizaron ensayos de
proliferacion en células Nb2, esta linea celular es dependiente de hormonas lactogénicas
(Tanaka, Shiu et al. 1980). Las células fueron cultivadas en medio completo DMEM
Advanced (Gibco BRL Life Technologies Grand Island, NY USA) suplementado con 1%
antibiotico, 10% de SFB y 10% de suero de caballo (Gibco BRL Life Technologies Grand
Island, NY USA).

Aproximadamente, 24 horas antes del ensayo, se transfirieron las células Nb2 a
medio de mantenimiento (1% de SFB) con la finalidad de mantenerlas en estado
estacionario. Posteriormente, se sembraron 40,000 células/pozo en medio de bioensayo
suplementado unicamente con 1% antibiotico y 10% de suero de caballo. Para determinar la
bioctividad de la PRL se montd una cuerva estandar con diferentes concentraciones de la
PRL-rh (Sigma Chemical CO. St Luis, MO USA). Los sobrenadantes condicionados de los
Mo-THP1 fueron clarificados por centrifugacion 10 minutos a 1200 g y posteriormente se
reconcentraron aproximadamente 24X con una centrifugacion tangencial en un centricon de
10 kDa (Millipore Corporation, Billerica, MA, USA), finalmente se agregaron al bioensayo
de proliferacion de las células Nb2 diferentes concentraciones de medio condicionado de
los Mo-THP1 5, 10, 25 y 45 pul. Se incubaron durante 60 horas a 37°C y posteriormente se
determind la proliferacidn celular mediante el ensayo colorimétrico de reduccién de la sal
de tetrazolio MTT (Sigma Chemical CO. St Luis, MO USA) (Green, Reade et al. 1984),
determinandose la densidad dptica a 550 nm de absorbancia en un lector de microplacas
(Bio-Rad Laboratories, Inc. Philadelphia, PA USA).

5.2.2 Ensayo de Proliferacion en Mo-THP1

Para determinar la proliferacion celular se colocaron 30, 000 células Mo-THP1 por
pozo en volumen de 130 ul de medio suplementado, posteriormente fueron estimuladas con
PRL-rh 20, 100, 200, 2000 ng/ml o LPS 1pg/ml (Sigma Chemical CO. St Luis, MO USA)
0 CFP-M. bovis 50 pg/ml por 48 y 72 horas. Al término de la incubacion se agregaron 10 pl
de reactivo de proliferacion WST-1 por pozo a una dilucion final 1:10 y se encubd por 2

horas a 37°C (Roche Diagnostics GmbH Mannheim, Germany). La viabilidad celular fue

39



determinada midiendo la formacion de sales de formazan representada por los valores de
densidad dptica a una absorbancia de 480 nm en un lector de microplacas Synergy H4
(BioTek Instruments, Inc. Vermont W, USA).

5.2.3 Determinacion de apoptosis por Anexina V en Mo-THP1

La muerte celular por apoptosis se determind mediante citometria de flujo, tras tefiir
las células con anexina V conjugada con FITC, usando un citometro EPICS ELITE
(Beckman Coulter Inc., Fullerton, CA, USA), los datos fueron analizados con el software
WINMDI 2.9. Los Mo-THP1 fueron estimuladas con Etoposido (8.3 uM) utilizado como
control positivo de apoptosis, utilizando condiciones previamente descritas (van Genderen,
Wielders et al. 2006), con PRL-rh 20, 100, 200, 2000 ng/ml, LPS 1ug/ml (Sigma Chemical
CO. St Luis, MO USA), CFP-M. bovis 50 pg/ml; durante 48 y 72 horas. Las células se
obtuvieron por centrifugacion a 492 g por 10 minutos y se resuspendieron en 400 pl de
buffer de union, agregando 3 ul de Annexina-V-FITC y 3 ul de yoduro de propidio-
Ficoeritrina (BioLegend, Inc. San Diego, CA USA) y se incubaron por 5 minutos protegido
de la luz. Se contaron por lo menos 10,000 eventos por muestra. Se analizaron 75,000
células, de las cuales se obtuvo el valor promedio de la intensidad de fluorescencia y la

desviacion estandar.

5.2.4 Determinacién de éxido nitrico por el reactivo de Greiss

Los productos de oxidacion del oOxido nitrico fueron determinados en los
sobrenadantes de los Mo-THP1 estimuladas por 48 y 72 horas con: PRL-rh 20, 100, 200,
2000 ng/, LPS 1pg/ml (Sigma Chemical CO. St Luis, MO USA), CFP-M. bovis 5y 50
pg/ml y CFP-M. bovis mas PRL-rh 20ng/ml por 48 horas por el reactivo de Greiss (Sigma
Chemical CO. St Luis, MO USA) descrito previamente (Tripathi and Sodhi 2007). El
contenido de nitritos y nitratos se cuantifico mediante la extrapolacion de los valores en una
curva estandar de nitrato de sodio (14.44, 11.2, 8.4, 5.6, 2.8, 1.4 0.7 uM) (BAKER
ANALYZED® A.C.S. Reagent Center Valley, U.S.A). En placas de 96 pozos se colocaron
100 ul de sobrenadante méas 100 pl de reactivo de griess por pozo, despuées de 15 minutos
se determiné la absorbancia a 540 nm. Los resultados se normalizaron restando el valor en

DO de los sobrenadantes de las células no estimuladas.
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5.2.5 Determinacion de citocinas proinflamatorias por ELISA

Los niveles de citocinas fueron determinados sembrando 750,000 células Mo-
THP1/ml, en placas de 24 pozos, posteriormente, se estimularon con PRL-rh 20, 100, 200,
2000 ng/ml, LPS 1pg/ml (Sigma Chemical CO. St Luis, MO USA), CFP-M. bovis 50 pug/ml
y CFP-M. bovis mas PRL-rh 20 ng/ml por 48 horas. Los sobrenadantes fueron colectados
por centrifugacién y conservados hasta su utilizacién a -80 °C. Para la determinacion de los
niveles de IL1-B, IL-6 and TNF-a fue utilizado un kit de ELISA para IL-1, IL-6 y TNF-a

de acuerdo a las instrucciones del fabricante (BioLegend, Inc. San Diego, CA USA).

5.2.6 Anélisis Estadistico

Todos los resultados obtenidos por PCR en tiempo real y citometria de flujo fueron
analizados con el software Prism® 5.02 software (Graph Pad Software Inc. San Diego, CA
USA). Los datos se obtuvieron por triplicado de cada experimento y se presentaron en
media y desviacion estandar. La prueba estadistica que se utilizd fue ANOVA de dos vias
determinando la diferencia estadistica entre cada tratamiento y periodo de estimulacion. La

significancia fue definida como p<0.05.
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6. Resultados

6.1 Pruebas inmunoldgicas y patologicas

Los bovinos infectados naturalmente con M. bovis fueron positivos a las pruebas
diagnosticas de intradermorreaccion e IFN-y. La inspeccion post mortem mostro lesiones
sugestivas a TBb de tipo tardio (I11 y IV) en las vacas en produccién y de tipo temprano (I y
I1) en las vacas en periodo seco (Tabla 3 y 4) nomenclatura previamente descrita por
(Vordermeier, Chambers et al. 2002). También fueron positivos a la tincion de Ziehl-
Neelsen identificando bacilos acido alcohol resitentes (BAAR). La infeccion se confirmo
con el aislamiento de M. bovis del homogenizado de diferentes 6rganos de las vacas
infectadas naturalmente (Tabla 4). Esto fue realizado en el CENID-fisiologia, INIFAP
Queretaro por el Dr. Feliciano Milan Suazo. En la glandula mamaria y el nddulo linfatico
retromamario no se observaron lesiones sugestivas a TBb. Por PCR anidada se determino la
presencia del ADN de M. bovis en estos tejidos analizando el gen que codifica la proteina
MPB70. Este analisis nos permitid identificar el ADN de M. bovis en gldndula mamaria de
6 vacas en produccion y 2 en periodo seco (40% de los 20 animales infectados
naturalmente) en nodulo linfatico retromamario el resultado fue negativo (Tabla 5, Figura
1B). Las 6 muestras de glandula mamaria en produccion positivas a MPB70 fueron
analizadas por PCR in situ amplificando la secuencia de insercion 1S6110, en 2 de ellas se
identifico el ADN de la micobacteria y microgranulomas por Hematoxilina-eosina (Figura
1A). Los bovinos expuestos a M. bovis fueron negativos a intradermorreaccion e IFN-
v. Post mortem la necropsias no mostro lesiones sugestivas a TBb en ningun 6rgano (Tabla
4). También fueron negativas a la tincion Ziehl-Neelsen. Por PCR anidada se identifico la
presencia del ADN de M. bovis en 3 vacas en produccion (15% de los 20 animales
expuestos a la infeccion) en nédulo linfatico retromamario el resultado fue negativo (Tabla
5, Figura 1B). Los 2 controles libres de TBb procedentes de un hato libre de tuberculosis y
brucelosis incluidos en este estudio fueron negativos a tuberculina, INF-y, Ziehl-Neelsen y

cultivo de M. bovis.
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Tabla 3. Escala de clasificacién para las lesiones macroscépicas

INSPECCION POSTMORTEM (lesiones macroscopicas)

Escala

PARAMETROS DE CLASIFICACION

©

No se presentan lesiones

@)

1 0 2 lesiones de <5 mm de diametro

@

Mas de 2 lesiones de >5 mm de didmetro y areas necroticas

©)]

Multiples lesiones (>5) con areas necroéticas de méas de 10 mm didmetro

Q]

Lesiones coalescentes o extendidos en la mayor parte del 6rgano

mm=milimet

Tabla 4. Diagnostico immunopatolégico de las vacas expuestas e infectadas con M. bovis

ros

Grupos No. de vacas Intradermorreaccion Histopatologia Cultivo Necropsia
PAC PC INF-y ZN Tipificacion Lesion (Tipo 1,2,3,4)

Infectadas naturalmente RF T ™M GM NLRM
Produccion 10 + + + + M. bovis 34 1 34 0 0
Seco 10 + + + + M. bovis 1 1 21 0 0
Expuestas a M. bovis
Produccion 10 - - - - - 0 0o 0 O 0
Seco 10 - - - - - 0 0 0 0 0
Controles Libres de TBb
Produccién 2 - - - - - 0 0 0 0 0

PAC=Pliegue ano caudal, PC=Cervical comparativa, ZN= Ziehl-Neelsen, IFN-y=Interferon gamma,
+=Positivo, - =Negativo, T=Traqueobronquial, Rf=Retrofaringeo, M=Mediastinico, GM=Glandula mamaria,

NLRM= Noédulo

linfatico retromamario.

Tabla 5. Resultados de la PCR anidada en los diferentes tejidos bajo estudio.

Grupos No. de vacas PCR positivos Porcentaje PCR negativos
GM NLRM GM NLRM

Infectadas naturalmente
Produccién 10 6 0 60% 4 10
Seco 10 2 0 20% 8 10
Expuestas a M. bovis
Produccién 10 3 0 30% 7 10
Seco 10 0 0 0% 10 10
Controles Libres de TBb
Produccion 2 0 0 0% 2 2
Total 42 11 0 26.19% 31 42

GM=Glandula mamaria, NLRM=Nodulo linfatico retromamario
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A) PCRinssitu

B) PCR Anidada
Infectadas Expuestas en
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Infectadas en produccion secas produccion ) 5 §

M:3 2 3 4.5 6 .7 8§ 9 1011

C) PCR testigo

Figura 1. Deteccion del ADN de M. bovis en glandula mamaria de vacas infectadas con M. bovis. (A)
PCR in situ. a). La deteccion de lesiones microscopicas se determiné mediante la tincion hematoxilina-eosina
imagen vista a 40 aumentos. b). La localizacion del ADN de la micobacteria fue detectado usando la
secuencia de insercion 156110, se observo positividad en M@ y células epiteloides (flechas negras) imagen
vista a 100 aumentos. c¢). Ampliacion vista a 200 aumentos. (B) PCR anidada. Amplificacion de un
fragmento de 208 pb del gen MPB70, de la linea 1 a la 6 glandula mamaria de vacas infectadas en
produccion, linea 7 y 8 infectadas secas, linea 9 a la 11 expuestas en produccion, linea 12 H,O control
negativo, linea 13 ADN genémico de M. bovis AN5 y linea 14 ADN genémico de M. bovis-BCG utilizado
como control positivo. (C) PCR testigo. La expresion del gen mitocondrial citocromo b fue usada como
control de integridad del ADN. EI carril M corresponde al marcador de peso molecular pBR322/ Msp | de
201-622 (pb).
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6.1.2 La infeccion por M. bovis indujo la expresion del PRLR y la PRL en glandula
mamaria de bovinos lecheros

La expresion del PRLR y de la PRL en glandula mamaria fue determinada
extrayendo proteinas totales a partir de lisis celular con el buffer RIPA. La integridad fue
evaluada en geles de poliacrilamida al 10% tefiidos con azul de Coommassie. Como control
positivo del PRLR se utilizaron proteinas totales de lineas celulares de céncer cérvico
uterino y cancer de mama dado que han demostrado tener expresion de esta proteina. El
andlisis del PRLR en la glandula mamaria de ganado infectado con M. bovis en periodo
lactante nos permitio observar el aumentd de la expresion de la isoforma de 75 y 40 kDa,
ademas se observo la expresion de la isoforma intermedia de 50 kDa a diferencia de
animales sin infeccion. La isoforma de 50 kDa fue observada independientemente del
periodo fisiologico de la vaca ya que también se identifico en ganado en periodo seco
(Figura 2A). En los animales infectados en produccion también se observaron isoformas
largas del 100 y 110 kDa que en periodo seco se ven disminuidas. Las proteinas mas
abundantes en animales infectados fueron las de 50 y 75 kDa (Figura 2A). El anélisis de la
expresion de la PRL revel6 la presencia de 2 variantes de la PRL, de 23 y 80 kDa de forma
independiente a la infeccidn ya que se observaron en tejido mamario de animales libres de
TBb e infectados en produccion (Figura 2B). En el tejido mamario de animales infectados
secos, se reveld la presencia de 2 variantes de la PRL, de 50 y 100 kDa (Figura 2B). Al
identificar la inmunolocalizacion del PRLR en glandula mamaria se observé en membrana
y citoplasma de lactocitos, células mioepiteliales, fibroblastos, macr6fagos y como parte del
fluido contenido en los acinos mamarios. En los animales infectados la marca fue mas
intensa comparado con lo observado en animales expuestos a M. bovis y libres de TBb
(Figura 2C). Por otra parte, el analisis de la inmunolocalizacion de la PRL, permitio
identificar la proteina en citoplasma y la membrana de lactocitos de animales infectados
con M. bovis en produccion. En contraste, practicamente no se observé marca en animales
libres de TBb (Figura 2D). En cuanto a los animales en periodo seco se aprecié menor
expresion de la PRL principalmente localizada en fibroblastos.
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Figura 2. Caracterizacion de la expresion del PRLR y la PRL en gldndula mamaria de vacas infectadas
con M. bovis. (A). La expresion del PRLR se determind por WB. Esto reveld diversas isoformas del PRLR
dependientes del estado fisiologico. Linea 1 GM de vacas libres de TBb, linea 2 y 3 GM de vacas infectadas
en produccién, linea 4 y 5 GM de vacas infectadas secas, linea 6 control positivo del experimento linea
celular de cancer de mama MCF7. La isoforma de 50 kDa solo fue observada en animales infectados. (B). La
expresién de la PRL se determin6 por WB. Esto revel6 4 variantes dependientes del estado fisioldgico. Linea
1 GM de vacas LTBb, linea 2 y 3 GM de vacas infectadas en produccidn, linea 4 y 5 GM de vacas infectadas
secas, linea 6 control positivo del experimento PRL-rh. Control endégeno B-actina. (C). La localizacién del
PRLR por inmunohistoquimica reveldé su inmunolocalizacién en lactocitos, M@ vy liberacion de formas
solubles (flechas negras). 1) GM de vacas LTBb en produccion, 2) GM de vacas infectadas en produccion. 3)
GM de vacas infectadas secas. (D). La localizacion de la PRL por inmunohistoquimica revel6 su
inmunolocalizacién en lactocitos de animales infectados con M. bovis (flechas negras). 4) GM de vacas LTBb
en produccion, 5) GM de vacas infectadas en produccion. 6) GM de vacas infectadas secas.
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6.1.3 La infeccion por M. bovis indujo la expresion del PRLR y la PRL en nodulo
linfatico retromamario

En el nddulo linfatico retromamario, se observd la expresion diferencial del PRLR
en funcion de la infeccion y del estado fisioldgico. En las vacas libres de TBb, se observo la
expresion de la isoforma de 75 kDa del PRLR, mientras que las infectadas en produccién
expresaron isoformas de 40 y 75 kDa y las infectadas secas expresaron, abundantemente la
isoforma de 50 kDa (Figura 3A). Las formas cortas del PRLR 40 y 50 kDa fueron
observadas en nodulos linfaticos retromamarios de animales infectados con M. bovis. Al
analizar en nodulo linfatico retromamario la expresion de la PRL se observo que no sufrio
cambio en relacion al periodo fisioldgico y la infeccion. Unicamente se encontré una
variante de la PRL de aproximadamente 80 kDa, en bovinos infectados se observo con
mayor intensidad (Figura 3B).

Por otra parte, al identificar la inmunolocalizacion del PRLR en el nédulo linfatico
retromamario de bovinos LTBb en produccion se observo el PRLR esporadicamente en el
citoplasma de macrofagos. En los nddulos linfaticos de bovinos expuestos e infectados en
produccién, el PRLR fue expresado en nucleoplasma de macrofagos, la mayor cantidad de
células marcadas se ven en los cordones medulares (Figura 3D). En contraste, en nédulo
linfatico retromamario de bovinos infectados en periodo seco, el PRLR fue expresado en el
citoplasma y nacleo de linfocitos T y macréfagos en la corteza del nédulo linfatico (Figura
3D). También se observd que en los bovinos infectados habia mayor expresion del PRLR
comparado con los LTBb y los expuestos. La inmunohistoquimica mostro la presencia de la
PRL en la membrana y citoplasma de macréfagos de animales infectados con M. bovis en
produccion (Figura 3D). La principal diferencia observada mediante inmunotincion es la
cantidad de células marcadas y su localizacién, ya que en los bovinos infectados en periodo
seco se observaron escasamente células marcadas en la corteza del nédulo linfatico y en los
infectados en periodo de produccion son abundantes la células marcadas en la médula
medula del nddulo linfatico. En los animales LTBb se observé marcaje débil de la PRL en

el citoplasma de linfocitos (Figura 3D).

47



A) PRLR B) PRL

Infectadas Infectadas Infectadas Infectadas
LTBb produccion secas LTBb produccion secas
wa M1 2 3 4 5 6 e M 1 2 3 Y4 5 6
150 1
73 —— S — w—80
100— 50,
= -/ " W e 75 37
ST p—" — — ) 25
37 - | — 40 2
15t -
p-Actina p-Actina
43| | 43|

D) PRL

Figura 3. Caracterizacion de la expresion del PRLR y la PRL en nddulo linfatico retromamario de
vacas infectadas con M. bovis. (A). La expresion del PRLR se determiné por WB. Esto revel6
sobreexpresion de la isoforma de 40 y 50 kDa del PRLR animales infectados. Linea 1 control positivo del
experimento linea celular de cancer de mama MCF7, linea 2 NLRM de vacas LTBb, linea 3 y 4 NLRM de
vacas infectadas en produccién, linea 5y 6 NLRM de vacas infectadas secas. (B). La expresion de la PRL se
determiné por WB. Esto reveld la variante de la PRL de 80 kDA. Linea 1 control positivo del experimento
PRL-rh, linea 2 NLRM de vacas LTBb, linea 3 y 4 NLRM de vacas infectadas en produccion, linea 5y 6
NLRM de vacas infectadas secas. Control endégeno B-actina. (C). La localizacion del PRLR por
inmunohistoquimica revelé su inmunolocalizacion principalmente en membrana y citoplasma de M@ en
animales infectados con M. bovis (flechas negras). 1) NLRM de vacas LTBb en produccion, 2) NLRM de
vacas infectadas en produccion. 3) NLRM de vacas infectadas secas. (F). La localizacion de la PRL por
inmunohistoquimica revel6 su inmunolocalizacion en membrana y citoplasma de M@ y linfocitos en animales
infectados con M. bovis (flechas negras). 4) NLRM de vacas LTBb en produccion, 5) NLRM de vacas
infectadas en produccion. 6) NLRM de vacas infectadas secas.
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6.1.4 Sobreexpresion del PRLR y la PRL en PBMC de sangre periférica estimulados
con PPD-bovino

El andlisis del PRLR en células mononucleares de sangre periférica obtenidas de
bovinos infectados naturalmente con M. bovis (PPD+/INF-y+) mostrd expresion de las
isoformas de 40 y 50kDa (Figura 4A). En contraste, en PBMC de animales expuestos
(PPD-/INF-y-) se observo la expresion abundantemente de las isoformas largas de 75, 90 y
100 kDa. Al analizar la expresion de la PRL en las mismas muestras se observo la
presencia de la forma nativa de la PRL enddcrina 23 kDa, independientemente de la
infeccion (Figura 4B). En contraste, al ser estimulada la sangre con PPD de M. bovis se
observd la sobreexpresion de la isoforma de 40 y 50 kDa del PRLR en PBMC de bovinos
infectados, expuestos y libres de TBb (Figura 4 C). Al analizar la expresion de la PRL se
identificaron las variantes de 23, 40, 60 y 80 kDa (Figura 4D).
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Figura 4. Caracterizacion de la expresion del PRLR y la PRL en PBMC de vacas expuestas e infectadas
con M. bovis. (A). La expresion del PRLR se determind por WB. Linea 1 control positivo del experimento
linea celular de cancer de mama MCF7, linea 2 y 3 PBMC de vacas LTBb, linea 4 y 5 PBMC de vacas
expuestas a la infeccion, linea 6 y 7 PBMC de vacas infectadas. Esto revelé sobreexpresion de isoformas 75,
90 y 100 kDa del PRLR en animales expuestos, en animales infectados se observaron isoformas de 40 y 50
kDa (B). La expresion de la PRL se determin6 por WB. Linea 1 Control positivo del experimento PRL-rh,
linea 2 PBMC de vacas LTBb, linea 3 PBMC de vacas expuestas a la infeccion, linea 4 PBMC de vacas
infectadas. Esto revel6 la PRL nativa de 23 kDa. (C). Expresion del PRLR en PBMC estimulados in vitro con
PPD de M. bovis se determind por WB. Linea 1 y 2 PBMC de vacas LTBb, linea 3 y 4 PBMC de vacas
expuestas a la infeccién, linea 5 y 6 PBMC de vacas infectadas. Esto reveld induccidn de la expresién de la
isoforma de 50 y 40 kDa. (D). Expresion del la PRL en PBMC estimulados in vitro con PPD de M. bovis se
determiné por WB. Linea 1 PBMC de vacas LTBb, linea 2 PBMC de vacas expuestas a la infeccion, linea 3
PBMC de vacas infectadas. Esto revelé induccion de variantes de alto peso molecular de la PRL (40, 60 y 80
kDa). Control endogeno B-actina.
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6.1.5 Expresion de la PRL de alto peso molecular y formas cortas del PRLR en plasma
de bovinos expuestos e infectados con M. bovis

Se determind la expresion de isoformas solubles del PRLR en plasmas y suero de
bovinos infectados y expuestos a M. bovis; después de la estimulacion de sangre con PPD
de M. bovis a 4 y 16 horas, se aprecié un aumenté en la expresion de la isoforma de 50 kDa
del PRLR soluble en plasma de bovinos expuestos en funcién del tiempo de estimulacion.
En animales positivos a M. bovis se observd la expresion de la isoforma de 40 y 50 kDa del
PRLR en plasma, la expresion de ambas isoformas disminuyo en funcion del tiempo de
estimulacion y en suero solo se observo la banda de 50 kDa (Figura 5A). Al analizar la
expresion de la PRL en estos mismas muestras de plasmas y suero se aprecié la
sobreexpresion de 3 variantes de la PRL de aproximadamente 16, 25 y 60 kDa
observandose mayor expresion de la variable de 60 kDa en animales infectados
naturalmente con M. bovis (Figura 5B).

De igual manera se analizaron las isoformas solubles del PRLR en los mismos
grupos de animales infectados y expuestos 3 meses después de ser vacunados con
BCG+CFP-M. bovis. En los animales expuestos vacunados se observé la liberacion de la
isoforma soluble de 40 y 50 kDa en plasma, en suero identificamos la forma soluble de 40
kDa. En infectados vacunados fue indetectable la presencia de alguna de las isoformas del
PRLR, tanto en plasma como en suero con y sin estimulacion in vitro a 4 y 16 horas (Figura
6A). Al analizar la expresion de la PRL en estas mismas muestras de plasmas y suero se
aprecio la disminucién de las 3 variantes de la PRL 16, 25 y 60 kDa observandose que en
los infectados vacunados BCG+CFP-M. bovis la variable de 60 kDa practicamente fue
indetectable en plasma y suero (Figura 6B).
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Figura 5. Caracterizacion de la expresion del PRLR y la PRL en plasma estimulado in vitro con PPD de
M. bovis en vacas expuestas e infectadas con M. bovis. La expresion del PRLR se determind por WB. (A).
Esto revelé la expresion de la isoforma de 50 kDa en vacas expuestas. Linea 1 sin estimulo, linea 2
estimulacién por 4 horas, linea 3 estimulacion por 16 horas, linea 4 suero. En plasma de vacas infectadas se
observé la isoforma de 40 y 50 kDa, linea 5 sin estimulo, linea 6 estimulacién por 4 horas, linea 7
estimulacién por 16 horas, linea 8 suero. Linea 9 control positivo del experimento linea celular de cancer de
mama MCF7. (B). La expresion de la PRL se determin6 por WB. Esto revel6 la sobreexpresion 3 variantes de
la PRL 16, 25 y 60 kDA en ambos grupos. Linea 1 control positivo del experimento PRL-rh, linea 2 a la 5
animales expuestos, linea 6 a la 9 vacas infectadas.
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Figura 6. Caracterizacion de la expresion del PRLR y la PRL en plasma estimulado in vitro con PPD de
M. bovis en vacas expuestas e infectadas con M. bovis tres meses post-vacunacion. La expresion del
PRLR se determin6 por WB. Esto reveld la expresion de las isoformas de 40 y 50 kDa en vacas expuestas,
linea 1 sin estimulo, linea 2 estimulacion por 4 horas, linea 3 estimulacion por 16 horas, linea 4 suero. En
infectados se aprecio la ausencia del PRLR, linea 5 sin estimulo, linea 6 estimulacion por 4 horas, linea 7
estimulacién por 16 horas, linea 8 suero, linea 9 control positivo del experimento linea celular de céancer de
mama MCF7. (B). La expresion de la PRL se determind por WB. Esto revel6 la disminucion de las 3
variantes de la PRL 16, 25 y 60 kDA en ambos grupos. Linea 1 a la 4 vacas expuestas vacunadas, 5 a la 8
vacas infectadas vacunadas. Linea 9 control positivo del experimento se utilizé PRL-rh.

53



6.1.6 EI CFP-M. bovis indujo la expresion de la PRL de alto peso molecular y formas
cortas del PRLR en M@ derivados de PBMC

En macréfagos derivados de células mononucleares de sangre periférica,
estimulados con CFP-M. bovis se observo la expresion de 3 isoformas del PRLR de 40 y 50
kDA expresadas en funcion del tiempo, 100 kDa muy tenue a partir de las 12 horas de
estimulo (Figura 7A). Al analizar la expresion de la PRL en los macrofagos derivados de
PBMC, estimulados con CFP de M. bovis se observo la variante de la PRL de
aproximadamente 80 kDa (Figura 7B). En contraste, en los M@ sin estimulo se aprecio la
ausencia del PRLR y de la PRL.
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Figura 7. Caracterizacion de la expresion del PRLR y de la PRL en M@ derivados de PBMC de vacas
libres de TBb. (A). La expresion del PRLR se determind por WB. M@ bovinos sin estimulo (S/E), M@
bovinos estimulados con CFP-M. bovis a 6, 12, 24, 48 y 72 horas. Esto permitio observar la sobreexpresion
de las isoformas de 40 y 50 kDa. (B). La expresion de la PRL se determin6 por WB. Esto revel6 expresion de
la PRL de 80 kDa entre 6, 12, 24, 48 y 72 horas. Control end6geno B-actina.
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Esquema 4. Modelo de accion del PRLR y la PRL en la tuberculosis del ganado lechero.

55



6.2. EI CFP-M. bovis indujo la sobreexpresion de formas cortas del PRLR en Mo-
THP1

Mediante PCR tiempo real se analiz6 la expresion relativa del gen del PRLR en Mo-
THP1 estimulados con CFP-M. bovis a diferentes tiempos 1, 2, 4, 8, 48 y 72 horas este
analisis nos permitié observar un incremento transcripcional del PRLR de 404 a 372 veces
entre una 1 y 2 horas y 267 veces entre 4 y 8 horas. Se pudo apreciar la disminucién de la
transcripcion del PRLR a 48 y 72 horas el incremento fue de 149 a 107 veces comparado
con las células sin estimulo (Figura 8A). Mediante western blot se identificaron 4 isoformas
de 40, 50, 65, y 100 kDa del PRLR, siendo mas abundantes las de 40 y 50 kDA conforme
avanzo el tiempo de estimulacién, mientras que la de 65 kDa se apreci6 constante, la de 100
kDa se observo mayor expresion a las 72 horas (Figura 8B). En las células sin estimulo solo
se aprecio la isoforma de 50 kDa. Por inmunocitoquimica se determindé la localizacion del
PRLR, ésto nos permitié observar la localizacion en la membrana celular de los monocitos,
pero también fuera de las células a 1, 2, 4 y 8 horas (Figura. 8C). Por otra parte, a 48 y 72
horas se observé la localizacion del PRLR en la superficie celular, nicleoplasma y en el
medio condicionado (Figura. 8C). En las células sin estimulo el PRLR se localizé de
manera muy esporadica en algunas células. Mediante western blot se identificaron 2
isoformas solubles del PRLR (40 y 50 kDa) en el medio condicionado de las células
estimuladas con CFP-M. bovis (Figura 8D). Al analizar extractos nucleares de las células
estimuladas con CFP-M. bovis se observaron las dos isoformas sobreexpresadas 40 y 50
kDa (Figura 8D).
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Figura 8. Andlisis de la expresion del PRLR en Mo-THP1 estimulados con CFP-M. bovis (A). Expresion
relativa del PRLR por RT-PCR utilizando el método (2°°“"). Se observé un aumenté del ARNm del PRLR de
400 veces a 1 hora, disminuyendo a 72 horas a 107 veces. Datos expresados en media y desviacion estandar
(n=6) de 2 experimentos por triplicado ***P<0.001 comparando cada estimulo vs células sin estimulo (S/E),
11 P<0.01, T p<0.05 comparando el estimulo de 1hora vs 4, 8 y 72 horas. (B) Expresién del PRLR por WB.
Se observé la sobreexpresion de 2 isoformas 40 y 50 kDa tiempo dependiente de 1 a 72 horas de estimulacion
(C) Inmunolocalizacion del PRLR por inmunoflorescencia. EI PRLR marcado en rojo fue observado en
membrana celular, nicleoplasma y medio condicionado de 1 a 72 horas (flechas blancas). Imégenes vistas a
40 y 100 aumentos. (D) Expresion del PRLR en medio condicionado (M/C) y extractos nucleares (E/N) de
Mo-THP1 estimulados a 48 horas con CFP-M. bovis por WB. El LPS fue utilizado como control positivo de
activacion en Mo-THP1.
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6.2.1 ElI CFP-M. bovis indujo la expresion de la PRL de alto peso molecular en Mo-
THP1

Mediante PCR tiempo real se analizd la expresion relativa del gen de PRL en Mo-
THP1 estimulados con proteinas totales del filtrado de cultivo de M. bovis a diferentes
tiempos 1, 2, 4, 8, 48 y 72 horas este analisis nos permitio observar un incremento
transcripcional de la PRL de 176 a 160 veces entre 1 y 2 horas; y de 114 a 124 veces entre
4y 8 horas (Figura 9A). Se pudo apreciar la disminucién de la transcripcion de la PRL a 48
y 72 horas el incremento fue de 32 a 35 veces mas comparado con las células sin estimulo
(Figura 9A). Mediante western blot se identificaron 2 variantes de la PRL 60 y 80 kDa,
siendo mas abundantes la de 60 kDa de 1 a 8 horas de estimulacion, mientras que la de 80
kDa se aprecio tenue (Figura 9B). En contraste, de 48 a 72 horas se observo mas abundante
la de 80 kDa, en las células sin estimul6 no se observd la expresion de la PRL (Figura 9B).
Por inmunocitoquimica se determiné la localizacion de la PRL, esto nos permitio observar
la localizacién de la hormona fuera de las células y en la membrana celular de los
monocitos de 1 a 2 horas (Figura 9C), sin embargo, de 4 a 8 horas esta proteina se observé
sobre acumulada en la membrana celular y ligera marca en citoplasma y nucleo (Figura
9C). En extractos totales pudimos identificar el incremento de la expresion de ciclofilina b
tiempo dependiente de 1 a 48 horas (Figura 9D). Mediante western blot se identifico la
variante de la PRL de 60 kDa en sobrenadante de células estimuladas con CFP-M. bovis
(Figura 9D). Al analizar extractos nucleares pudimos apreciar solamente la variante de la
PRL de 80 kDa (Figura 9E).
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Figura 9. Andlisis de la expresion de la PRL en Mo-THP1 estimulados con CFP-M. bovis. (A) Expresion
relativa de la PRL por RT-PCR utilizando el método (2"°°“"). Se observé un aumentd del ARNm de la PRL de
176 veces a lhora, disminuyendo a 72 horas a 35 veces. Datos expresados en media y desviacion estandar
(n=6) de 2 experimentos por triplicado ***P<0.001 comparando cada estimulo vs células sin estimulo (S/E),
t1 P<0.01, T p<0.05 comparando 1hora vs 4, 8 y 72 horas. (B) Expresion de la PRL por WB. Se observo la
expresion de 2 variantes de la PRL 60 y 80 kDa de 1-8 horas, a 48 y 72 horas predomino la variante de 80
kDa. (C) Inmunolocalizacion de la PRL por inmunoflorescencia. La PRL marcada en verde fue observada en
membrana celular y medio condicionado a 1 hora, de 2-72 horas se observé acumulada en membrana célula y
nlcleoplasma (flechas blancas). Imagenes vistas a 40 y 100 aumentos. (D) Expresién de cilofilna b por WB.
Esta proteina se observo incrementada en las células estimuladas con CFP-M. bovis de 1-48 horas. (E)
Expresion de la PRL en medio condicionado (M/C) y extractos nucleares (E/N) de Mo-THP1 estimulados a
48 horas con CFP-M. bovis por WB. EI LPS fue utilizado como control positivo de activacion en Mo-THP1.
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Mediante doble inmunocitoquimica se observé la formacion de complejos ligando-
receptor (PRL/PRLR) observandose una tonalidad entre anaranjado y amarillo. A 1 hora se
observd la localizacion del complejo PRL/PRLR en membrana celular y en el medio
condicionado (Figura 10A). De 4 a 8 horas se identificd claramente la interaccion ligando-
receptor en la membrana celular y de forma mas esporadica en nucleoplasma (Figura 10A).
Entre 48 y 72 horas se observé la disminucion del complejo PRL/PRLR en membrana
celular y nucleoplasma.

Por otra parte, se realizd un bloqueé estérico de la unién de la PRL con el PRLR en
la superficie de los Mo-THP1 usando el anticuerpo monoclonal anti-PRLR (R&D Systems,
Inc. Minneapolis, MN USA). La inmucitoquimica revelé que tanto la PRL como su
receptor después de 1 hora de estimulacion fueron liberados al medio condicionado, se
pudo apreciar que la mayoria de estas moléculas libres se unieron en el medio condicionado
siendo observadas principalmente en la membrana celular (Figura 10B). Los resultados de
1 a 8 horas fueron muy similares, sin embargo, se observo una disminucion de la marca de
los complejos PRL/PRLR alrededor de las células. De manera interesante no se observo el
complejo PRL/PRLR en citoplasma o nudcleo de los monocitos en condiciones de

inhibicién.
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Figura 10. Localizacion del PRLR y la PRL en Mo-THP1 estimulados con CFP-M. bovis y
coestimulados con anti-PRLR . (A) La doble inmunolocalizacién del PRLR en (Rojo) y de la PRL en
(Verde), revelé complejos ligando-receptor (anaranjado y amarillo) en la membrana y medio condicionado de
1-8 horas (flechas blancas), de 48 a 72 horas se observo la union ligando-receptor solo en membrana celular.
Iméagenes vistas a 40 y 100 aumentos por inmunoflorescencia. LPS fue utilizado como control positivo de
activacion en Mo-THP1. (B) Localizacion del PRLR y de la PRL en Mo-THP1 coestimulados con CFP-M.
bovis y anti-PRLR. Se dentificaron complejos ligando-receptor (anaranjado y amarillo) en la membrana y
medio ccondicionado a 1-8 horas (flechas blancas). Imagenes vistas a 40 y 100 aumentos por
inmunoflorescencia.
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6.2.2 La PRL autocrina indujo proliferacion de la linea celular Nb2 lactégeno
dependiente

El medio condicionado de los monocitos tratados con CFP-M. bovis 1, 2, 4y 8 h
fueron utilizados en bioensayos de proliferacion con la linea celular Nb2. Este estudio
permitio observar que el sobrenadante condicionado de una lhora indujo proliferacion 4
veces méas comparado con el sobrenadante condicionado de 2 a 8 horas; sin embargo, con la
dosis més alta (45 ul) la proliferacién se vio disminuida significativamente (Figura 11A).
Realizando una regresion lineal conforme a la curva de PRL-rh (1,10, 100, 500 y 1000 pg)
con 20 ul de medio condicionado de 1 a 8 horas habia méas de 1000 pg de PRL autocrina
(Figura 11A). Para comprobar que el efecto proliferativo en las Nb2 fuera determinado por
la PRL autocrina se agregd al experimento un anti-PRL en conjunto a los medios
condicionados de 1 a 8 horas, observando categdricamente la disminucion de proliferacién
entre 2, 4 y 8 horas, en el medio condicionado a 1 hora se aprecié la disminucion de menos
de 300 pg de PRL (Figura 11A). La PRL autocrina bioactiva del medio condicionado se
identificO como una variante de la PRL de 60 kDa por western Blot. Sin embargo, la
expresion de la PRL autocrina disminuyo significativamente en las muestras de 8 horas, ya

gue la banda de 60 kDa se aprecidé mas tenue (Figura 11B).
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Figura 11. La PRL de 60 kDa indujo proliferacion en células lactogénicas Nb2. (A) Diferentes
concentraciones de medio condicionado obtenido de los Mo-THP1 estimuladas con CFP-M. bovis de 1-8
horas (5, 10, 20 y 45 ul reconcentrado 24 veces) indujeron altos indices de proliferacion en la linea celular
Nb2. La proliferacion celular fue determinada por el método colorimétrico MTT. Datos expresados en media
y desviacion estandar (n=3) ***P<0.001 comparado cada estimulo vs control. Al coestimular un anticuerpo
anti-PRL se observé la disminucion del indice de proliferacion en la linea celular Nb2. ' P<0.001
comparando en indice de proliferacion del medio condicionado vs coestimulacion con anti-PRLR. (B)
Expresion de la PRL de 60 kDa en medio condicionado de 1-8 horas por WB .
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6.2.3 La PRL-rh indujo la expresion de la PRL autocrina y de isoformas cortas del
PRLR en Mo-THP1

Mediante western blot se determind la expresion del PRLR en Mo-THP1
estimulados con PRL-rh (20ng/ml) en este analisis se observo la expresion de 3 isoformas
del PRLR (40, 50 y 100 kDa), la expresion de esas isoformas se aprecio constante de 1 a 8
horas, la isoforma de 40 kDa se observo expresada en mayor cantidad (Figura 12A). Al
analizar la expresion de la PRL en estos mismos extractos celulares 1 a 8 horas se
observaron las variantes 16, 23 y 50 kDa de origen recombinante. Sin embargo, también, se
observo que la PRL-rh estimul6 la variante de (60 kDa) entre 1y 8 horas (Figura 12B).

Por otra parte, cuando las células fueron estimuladas con PRL-rh utilizando
diferentes concentraciones a 48 y 72 horas se observé la expresion de 5 isoformas del
PRLR 40, 50, 65, 90 y100 kDa (Figura. 12C). Al analizar la expresion de la PRL en estos
extractos celulares se observé que a 48 y 72 horas no se reveld la expresion de la PRL.
Mediante PCR en tiempo real se analizo la expresion relativa del PRLR en células THP1
estimulada con PRL 20ng/ml a 1 y 48 horas. Este analisis nos permitié observar una
expresion del ARNm del PRLR aumentado aproximadamente 272 veces a 1 hora, sin
embargo, a 48 horas se observo un incremento de 600 veces comparado con las células sin
estimulo (Figura 13A). Al analizar la expresién de la PRL pudimos observar un incremento
de 77 veces a 1 hora. En contraste, se observé por completo la ausencia del mensajero de la
PRL a 48 horas (Figura 13A). Por inmunocitoquimica la PRL-rh adicionada a las células
fue localizada en medio condicionado 30 m después del estimulo. Sin embargo, a 1 hora de
estimulacion, se observo en la membrana y citoplasma de los monocitos (Figura 13B). El
PRLR fue inmunolocalizado en la membrana celular de los monocitos de 1 a 8 hora (Figura

13C). Pudimos apreciar una ligera marca de ambas moléculas PRL/PRLR en nucleo.
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Figura 12. Caracterizacion de la expresion del PRLR y de la PRL en Mo-THP1 estimulados con PRL-
rh. (A) La expresion del PRLR se determind por WB. Con concentraciones fisioldgicas de 20 ng/ml de la
PRL-rh revelaron 3 isoformas del PRLR la mas abundante fue la de 40 kDa de 1 a 8 horas. Control positivo
del experimento linea celular de cancer de mama MCF7. (B) La expresion de la PRL se determin6 por WB.
Esto revel6 4 variantes 16, 23, 50 kDa de origen recombinante y la de 60 kDa inducida por el estimulo de
PRL-rh de 1-6 horas. Celulas sin estimulo (S/E). Control positivo del experimento PRL-rh. Control enddgeno
B-actina. (C) La estimulacion con concentraciones suprafisiologicas de PRL-rh (20, 200, 2000 ng/ml) a 48 y
72 horas indujo la expresion de 5 isoformas 40, 50, 65, 90 y 100 kDa.

65



A)
PRLR
e e

Expresién relativa
3
2

PRL-rh 20ng/ml . + + - + +

B) PRLR

C) PRL

*kE

[

=

=4
]

Bl PRLR
3 PRL

-
@
T

L]

1004

$

=
p=/
n
e
=%
x
L
=
@
-
-
@
e
@
| =
@
[m]

T T
S/[E PRLR S/E PRL

Figura 13. Analisis de la expresion de la PRL y el PRLR en Mo-THP1 estimulados con PRL-rh. (A).
Expresion relativa de la PRL y del PRLR por RT-PCR utilizando el método (2°°°"). Se observé un aumenté
del ARNm de la PRL a 1 hora 77 veces, a 48 horas no se detectd6 ARNm de la PRL. Datos expresados en
media y desviacidn estandar (n=6) de 2 experimentos por triplicado **P<0.01 comparado lhora vs células sin
tratamiento. El andlisis del ARNm del PRLR nos permiti6 observar 272 veces més a 1 hora, aumentando a 48
horas hasta 701 veces. Datos expresados en media y desviacion estandar (n=6) de 2 experimentos por
triplicado ***P<0.001 comparado 1y 48 horas vs células sin tratamiento. (B) La localizacién del PRLR por
inmunocitoquimica reveld su inmunolocalizacion principalmente en membrana y citoplasma (flechas
blancas). (C) La localizacion de la PRL por inmunocitoquimica revelé su inmunolocalizacion de 1 a 8 horas
en membrana y citoplasma (flechas blancas). Imagenes vistas a 100 aumentos por inmunoflorescencia. La
densidad de la expresion de la PRL **P<0.01 y el PRLR ***P<0.001 en comparacion con las células sin
estimulo fue determinada midiendo la intensidad de florescencia en pixeles de 30 células de cada condicién
utilizando el software (ImageJ 1.45m).
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6.2.4 Sobreexpresion de isoformas cortas del PRLR en Mo-THP1 coestimulados con
PRL-rh y CFP-M. bovis

Mediante western blot se determind la expresion del PRLR en monocitos
coestimulados con PRL-rh y CFP-M. bovis identificAndose 4 isoformas de 1 a 8 horas, 40,
50, 90 y 100 kDa, la proteina de mayor expresion fue la de 40 kDa. A tiempos mas largos
48 y 72 horas se observé el aumento categorico de 3 isoformas 40, 50 y 65 kDa conforme
al tiempo. En contraste, se observo una disminucion de la isoforma de 100 kDa (Figura
14A). Al analizar la expresion de la PRL solo se observo una sola banda de 23 kDa
correspondiente a la PRL-rh adicionada in vitro de 1 a 8 horas (Figura 14B). Por otra parte,
después de las 8 horas la PRL de 23 kDa ya no se identificd. De igual manera no se aprecio
la expresion de la PRL autocrina de 60 kDa inducida por CFP-M. bovis (Figura 14B).
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Figura 14. Caracterizacion de la expresion del PRLR y la PRL en Mo-THP1 coestimulados con PRL-
rh+CFP-M. bovis. (A) La expresion del PRLR se determind por WB. Linea 3 y 4 al coestimular la PRL-rh 20
pg/ml+CFP-M. bovis de 1 a 8 horas se revelaron 3 isoformas 40, 50 y 100 kDa, linea 7 y 8 de 48 y 72 horas se
observaron 4 isoformas 40, 50, 65 y 100 kDa. Linea 2 LPS+ PRL-rh de 1a 8 horas, linea 5y 6 LPS+PRL-rh
de 48 y 72 horas utilizados como control positivo, linea 1 células sin estimulo. (B) La expresion de la PRL se
determind por WB. Linea 3 y 4 al coestimular la PRL-rh 20 pg/ml+CFP-M. bovis de 1 a 8 horas, se revel6
solo la PRL de 23 kDa, linea 7 y 8 de 48 y 72 horas no se observo esta proteina, linea 2 LPS+PRL-rhde 1a 8
horas, linea 5 y 6 LPS+PRL-rh de 48 y 72 horas utilizados como control positivo, linea 1 células sin estimulo,
linea 9 control positivo PRL-rh. Control enddgeno del experimento B-actina.
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6.2.5 La PRL-rh disminuyo citocinas proinflamatorias inducidas por el CFP-M. bovis
en Mo-THP1

El andlisis de nitritos y nitratos mediante el reactivo de Greiss nos permitid
identificar que la PRL a concentracion fisioldgica indujo la produccion de 6xido nitrico en
6 uMoles a 48 horas. En contraste, concentraciones suprafisiologicas de 100 y 200 ng/ml
indujeron 10.28 y 15.53 pM mas que las células sin tratamiento (Figura 15A). Al
coestimular los Mo-THP1 con PLR-rh concentracion fisiologica de (20 ng/ml) y CFP-M.
bovis se observd un decremento significativo en la sintesis de oOxido nitrico de
aproximadamente de 12.53 uM a 48 horas en comparacion con el estimulo de CFP-M.
bovis (Figura 15B). Mediante ELISA se analizd el efecto inflamatorio en sobrenadante
condicionado con PRL-rh 20, CFP-M. bovis y la coestimulacion CFP-M. bovis méas PRL
20ng/ml, esto nos permitié observar que PRL-rh no indujo la sintesis citocinas
inflamatorias (IL-1B, IL-6 y TNF-a (Figura 15C, D, E).

En los sobrenadantes condicionados con CFP-M. bovis mas PRL 20ng/ml se
identifico una dréstica disminucion de IL-13 de 608 a 104 pg/ml aproximadamente 504
pag/ml menos (Figura 15C). Al analizar IL-6 se observé una disminucion de 222 a 110
pg/ml aproximadamente 112pg/ml menos (Figura 15E). EI mismo efecto se observo al
determinar TNF-a apreciando una disminucion de 30 a 18 pg/ml aproximadamente
12pg/ml menos (Figura 16D), la comparacion de las 3 citocinas analizadas fue respecto a
los sobrenadantes de las células tratadas solo con CFP-M. bovis. Al analizar la expresion de
IL-10 se pudo observar que en la coestimulacién de CFP-M. bovis + PRL se indujo la
sintesis de esta citocina antiinflamatoria en 15 pg/ml comparado con los sobrenadantes
condicionados solamente con CFP-M. bovis. Al bloguear el PRLR de forma estérica se
observa la disminucion de esta citocina considerablemente (Figura 16 D).
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Figura 15. La PRL-rh disminuyo la sintesis de ON y citocinas proinflamatorias en Mo-THP1
estimulados con CFP-M. bovis. (A) La PRL-rh indujo estrés nitrosativo a partir de 100 ng/ml, *P<0.05
comparando cada estimulo vs células sin estimulo. La produccion de ON fue determinada con el reactivo de
Greiss. Datos expresados en media y desviacion estandar (n=3). (B) La coestimulaciéon de PRL-rh 20
ng/ml+CFP-M. bovis se observo reduccion en la sintesis de ON en (13 puMoles) a 48 horas **P<0.01
comparado CFP-M. bovis vs PRL 20 ng/ml+CFP-M. bovis. La liberacion de citocinas proinflamatorias se
determiné por ELISA. (C) Al coestimular PRL-rh 20 ng/ml +CFP-M. bovis se observé la disminucion de la
IL-1B en 504 pg/ml. (D) En el anlisis del TNF-a se observo la disminucién en 12 pg/ml, a 48 horas. (E) En
el andlisis de la IL-6 se observd la disminucion en 112 pg/ml. ***P<0.001 comparado CFP-M. bovis vs
células sin estimulo. '" P<0.001 comparado CFP-M. bovis vs CFP-M. bovis+PRL 20 ng/ml.
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6.2.6 EI CFP-M. bovis indujo apoptosis y proliferacion celular en Mo-THP1.

Con la finalidad de investigar la funcionalidad de la PRL en los Mo-THP1 se
determiné apoptosis por citometria de flujo (Anexina V/loduro de propidio, observandose
la ausencia de muerte celular en las células estimuladas con PRL 20, 200, 2000 ng/ml a 48
horas. En contraste, las células estimuladas con CFP-M. bovis se observo la induccion de
apoptosis temprana de aproximadamente 60% a 48 horas, también se observo
diferenciacion celular (Figura 16A). Al analizar proliferacion por el método WST pudimos
apreciar que PRL 20 ng/ml favorece la proliferacion de los Mo-THP1 cinco veces mas
comparado con la células sin estimulo. En la coestimulacion PRL+CFP-M. bovis pudimos
observar que disminuye la proliferacion comparado con el estimulo de PRL, sin embargd,
se indujo 2 veces mas proliferacion comparado con las células sin tratamiento (Figura 16B).
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Figura 16. EI CFP-M. bovis indujo apoptosis y proliferacion celular en Mo-THP1. (A). La determinacion de apoptosis se realiz6 por
citometria de flujo (Anexina V). Podemos ver los Dot plot representativos de tres experimentos independientes. EI CFP-M. bovis indujo
apoptosis tardia el 60% de las células entre 48-72 horas. La PRL-rh 20 ng/ml no indujo apoptosis. Control positivo Etopdsido. Por
microscopia se valoraron los cambios morfolégicos bajo el estimulo de CFP-M. bovis a 48 y 72 horas se observaron células adheridas y
diferenciadas. PRL-rh 20 ng/ml no indujo cambios morfoldgicos a ningun tiempo. Las células fueron contra tefiidas con azul de tripan.
(B) La proliferacion celular fue determinada por el método colorimétrico (WST-1). La estimulacién con PRL-rh 20ng/ml indujo 6 veces
mas proliferacion comparado con las células sin estimulo a 48 horas. EI CFP-M. bovis indujo 2.8 veces més proliferacion comparado con
las células sin estimulo a 48 horas. Al coestimular CFP-M. bovis+PRL-rh 20 ng/ml se inhibe el efecto proliferativo de la PRL-rh. Los
datos son expresados en media y desviacion estandar (n=3). *P<0.05 comparado cada estimulo vs células sin estimulo.
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Esquema 5. Sistema autocrino del PRLR y la PRL en Mo-THP1 inducido por el CFP-

M. bovis de 1-48 horas de estimulacion.
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Esquema 6. Sistema autocrino del PRLR y de la PRL en Mo-THP1 coestimulados con

CFP-M. bovis+PRL-rh de 1-48 horas de estimulacion.
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7.- Discusion

La PRL es un polipéptido multifuncional capaz de inducir proliferacion y
diferenciacion celular. Ha sido documentada la sintesis de PRL en células linfoides y se
considera un factor clave en la interaccion de los sistemas inmuno-euroendocrino
(Malaguarnera, Imbesi et al. 2004; Bellavance and Rivest 2012). No se conoce con certeza
el mecanismo a través del cual la PRL ejerce su efecto inmunomodulador y podria estar
afectando los procesos inflamatorios directa o indirectamente. La PRL aumenta en el suero
de pacientes con TB severa junto con IFN-y, IL-6, IL-10, cortisol, estradiol y la hormona
del crecimiento (Bottasso, Bay et al. 2007; Bottasso, Bay et al. 2009; Bottasso, Maria
Luisa et al. 2010); pero se desconoce si modula la inflamacion granulomatosa. Los
macrofagos responden a la PRL produciendo citocinas proinflamatorias, 6xido nitrico y
superdxido, pero su efecto real podria ser enmascarado por diversos factores autocrinos
liberados en el medio condicionado. El efecto modulador de la inflamacién podria derivar,
principalmente, de la expresion de diversas isoformas del PRLR y/o variantes de la PRL en
células de estirpe mieloide (macr6fagos y monocitos). Debido a esta hipotesis, en este
trabajo se investigd si la PRL participa en la inmunopatogénesis de la TBb modulando la
respuesta inflamatoria en macréfagos y monocitos, mediante la expresion de diferentes
isoformas del PRLR. Estudios recientes en humanos revelan que el éxito de M. tuberculosis
recae en su capacidad para mantenerse latente por largos periodos de tiempo, se ha
confirmado la persistencia del bacilo sin lesiones caracteristicas de TB en pulmoén y
diversos tejidos extrapulmonares como rifion, bazo, higado y tejido adiposo de la periferia
de nodulo linfatico, estomago y corazon; el 15% de los casos de reactivacion de la
enfermedad se presenta sin patologia caracteristica de TB en los pulmones (Small,
Hopewell et al. 1994; Neyrolles, Hernandez-Pando et al. 2006; Barrios-Payan, Saqui-Salces
et al. 2012). En bovinos nuestro grupo de trabajo y otros han observado la presencia de M.
bovis sin respuesta celular a la tuberculina y recientemente se demostré por PCR al
identificar alta frecuencia del ADN de M. bovis en muestras de calostro (vacas peri-
parturientas), en comparacién con muestras de leche (vacas produccion)(Serrano-Moreno,
Romero et al. 2008). Estos hallazgos nos sugieren que M. bovis podria estar en estado
latente en funcidn de los periodos fisiologicos de las vacas. Asimismo, en este trabajo se

aprecié que la infeccidon por este patdégeno induce la expresion de isoformas cortas del
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PRLR en vacas infectadas natural y experimentalmente. Sugiriendo un efecto hormonal
dependiente del estado fisioldgico de la vaca lechera. Sin embargo, no hay estudios que
determinen la fisiopatologia de la TBb en relacién a efectos neuroinmunoendocrinos. En
este trabajo se relaciond la persistencia de M. bovis y la heterogenicidad de las isoformas
del PRLR en glandula mamaria de vacas lecheras con diferentes perfiles fisioldgicos e
inmunologicos. Los resultados demuestran microgranulomas y células positivas a 1S6110
por PCR in situ principalmente en M@ y células epiteloides en glandula mamaria de vacas
en produccion infectadas naturalmente con M. bovis. En humanos se ha demostrado la
persistencia de M. tuberculosis por PCR in situ en tejido pulmonar proveniente de
individuos sin evidencia de manifestaciones clinicas de tuberculosis, encontrando evidencia
de la infeccion en diferentes tipos celulares incluyendo macréfagos alveolares e
intersticiales, neumocitos tipo Il, células endoteliales y fibroblastos provenientes de tejido
pulmonar sin presencia de inflamacion granulomatosa (Hernandez-Pando, Jeyanathan et al.
2000). En este trabajo, mediante PCR anidada (MPB70), se identificd positividad del 60%
de las muestras de glandula mamaria de vacas en produccion infectadas naturalmente. La
identificacion de la micobacteria en diferentes drganos y células favoreceria su persistencia,
evadiendo al sistema inmune y permaneciendo en el huésped durante largos periodos de
tiempo. Los adipocitos se han propuesto como nichos para albergar M. tuberculosis en
estado latente. La glandula mamaria de los bovinos en produccion posee gran cantidad de
tejido adiposo, que podrian favorecer la persistencia del bacilo. En contraste, en el periodo
seco ocurren cambios metabdlicos por la disminucion en el consumo de materia seca (MS),
induciendo la movilizacion de grasa desde el tejido adiposo (Hans 2001), esto podria
favorecer la excrecion de M. bovis. Ademas la identificacion del ADN de la micobacteria
en organos de secrecién como la glandula mamaria es de gran importancia ya que se ha
demostrado que M. bovis es un problema de salud publica en nifios que consumen
productos lacteos no pasteurizados provocando altos indices de mortalidad 31% (Portillo-
Gomez and Sosa-Iglesias 2011).

Las vacas en produccion tienen niveles altos de la PRL en suero 60-100ng/ml y
minutos después del ordefio de hasta 300 ng/ml (Eley, Thatcher et al. 1981; Negrao 2008).
Estudios in vitro en macréfagos peritoneales de raton han demostrado que la PRL a

concentraciones mayores de 100 ng/ml inducen la produccion de ON, TNF-a, IL-1pB, IL-
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12p40 e IFN-y favoreciendo el perfil Thl (Tripathi and Sodhi 2007; Sodhi and Tripathi
2008; Tripathi and Sodhi 2008). Por lo tanto, los altos niveles de la PRL que presentan las
vacas en produccion podrian favorecer el desarrollo de una adecuada respuesta inmune y
predisponer a M. bovis a entrar en estado latente. En contraste, durante el periodo seco
cuando los niveles de la PRL bajan a 10-20 ng/ml se podria favorecer la reactivacion y
diseminacion de la TBb en el calostro. Estudios in vitro en M@ humanos demuestran que la
PRL a concentraciones bajas de 5-50 ng/ml induce la expresion de Hemo-Oxigenasa (HO-
1) e IL-10 favoreciendo el perfil Th2 (Malaguarnera, Imbesi et al. 2004; Mandal, Pratt et al.
2011).

La variabilidad de las isoformas del PRLR también podria determinar la
funcionalidad de la PRL, sin embargo, no se ha estudiado la expresion del PRLR en los
diferentes estados fisioldgicos de la vaca lechera. Los resultados de este trabajo demuestran
que en glandula mamaria de vacas infectadas en periodo seco y produccién se induce la
expresion de isoformas cortas del PRLR 40 y 50 kDa, también se detecté inmunoreaccién
del PRLR en el contenido de los acinos mamarios sugiriendo la expresion de formas
solubles. No se sabe cudl es la funcionalidad de las formas cortas y solubles, sin embargo,
en esta tesis se ha observado que son inducidas por M. bovis, en humanos se ha
determinado que estas isoformas del PRLR modulan la expresion de las isoformas largas
por un mecanismo aun no determinado (Tan and Walker 2010).

En ratones y humanos se ha determinado la expresion de una isoforma soluble del
PRLR de aproximadamente 30 kDa cuya funcionalidad es comprometer al ligando (Ben-
Jonathan, Mershon et al. 1996; Muthuswamy 2012). En nédulo linfatico retromamario de
vacas infectadas también observamos isoformas cortas de 40 y 50 kDa. En contraste, en
nddulo retromamario de animales libres de TBb solo se observd la isoforma larga del PRLR
de 75 kDa. Al analizar en nédulo linfatico retromamario la PRL se encontr6 una variante de
aproximadamente 80 kDa independiente a la infeccion y estado fisioldgico de las vacas
expresada principalmente en linfocitos T y macréfagos. La expresion de una variante de 80
kDa de la PRL en macrofagos sugiere que podrian ligar PRL al expresar el PRLR y/o
sintetizar PRL de novo en consecuencia del estado patoldgico. La glandula mamaria podria
ser un organo donde el bacilo de la TBb persiste por largos periodos de tiempo latente,

principalmente en los M@, adipocitos y células del epitelio mamario, debido a cambios
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hormonales propios de los ciclos fisiologicos de la vaca lechera, como lactancia-gestacion y
periodo seco-parto, cuyos perfiles hormonales podrian modular la respuesta inmune
favoreciendo su activacién o suprimiéndola, respectivamente. Asi, la evaluacion de la
glandula mamaria puede contribuir a la comprension de la patogénesis de M. bovis en
relacion al fendmeno de latencia-reactivacion que podria presentarse en la vaca lechera.
Esto, aunado a que existe una alta prevalencia en establos lecheros de nuestro pais hace
necesario estudiar y caracterizar el proceso de latencia en vacas lecheras y mas ain plantear
estrategias que nos permitan identificar animales que cursen por este estadio de la
enfermedad. En humanos la preocupacion es muy similar ya que aproximadamente un
tercio de la poblacion mundial cursa con infeccion latente (Cabello 2011; Gupta, Kaul et al.
2012). La tuberculina y el INF-y son pruebas que pueden determinar que la infeccidn se ha
producido pero no si esta activa o latente. El estudio de la biologia de la latencia podria
permitir plantear nuevas estrategias de diagndstico y tratamientos (Esmail, Barry et al.
2012). Continuando el analisis de la participacion de la prolactina y su receptor en la
tuberculosis bovina, se analizé su expresion en células mononucleares de sangre periférica
(PBMC) de animales sanos, expuestos e infectados con M. bovis lo que nos permitié
observar que el desarrollo de la enfermedad activa podria estar induciendo formas cortas e
intermedias del PRLR ya que en animales infectados se aprecia la expresion de la isoforma
de 40 y 50 kDa. Sin embargo, el anélisis de la PRL permitid identificar solo la variante de
origen endocrino (23 kDa). Al estimular células mononucleares de animales libres de TBb
con PPD M. bovis se corrobor6 la sobreexpresion de ambas isoformas del PRLR 40 y 50
kDa y una de entre 25 y 30 kDa que podria ser una isoforma soluble del PRLR. De manera
interesante, también se observo la expresion de diferentes variantes de la PRL autocrina (60
y 80 kDa) en respuesta a los antigenos de la micobacteria. En humanos se ha determinado
que la defensa del huésped a la tuberculosis estd determinada por la interaccién de los
sistemas neuro-inmuno-endocrino y la prolactina puede ser un actor clave (Bottasso, Maria
Luisa et al. 2010). (Bottasso, Bay et al. 2007; Bottasso, Bay et al. 2009; Bottasso, Maria
Luisa et al. 2010). Esta bien establecido que la PRL estimula el IFN-y y otras citocinas
proinflamatorias en modelos de infeccion por patogenos intracelulares como Toxoplasma

gondii y Leishmania sp. (Plocinski, Dzitko et al. 2007).
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Con el propdsito de investigar la expresion de formas solubles del PRLR vy del
aumento de la PRL durante la TBb se analiz6 el plasma condicionado obtenido mediante la
estimulacion de las células de sangre periférica con PPD de M. bovis en animales expuestos
e infectados. Este andlisis nos permitid observar variantes de 16, 25, y 60 kDa de la
prolactina en ambos casos: expuestos e infectados a M. bovis. Y en el caso del PRLR en los
expuestos se observa la isoforma intermedia de 50 kDa, en infectados se observd la de 40 y
50 kDa. Interesantemente al analizar el plasma condicionado obtenido mediante la
estimulacion de sangre periférica con PPD de M. bovis en animales expuestos e infectados
después de ser vacunados con (BCG+CFP +adyuvante (carbopol), se observo que la
inmunizacion cambi6 el patron de isoformas del PRLR y de la PRL en animales expuestos
e infectados con M. bovis. En los expuestos se inducen las formas solubles de 40 y 50 kDa
del PRLR, probablemente por los antigenos de la micobacteria contenidos en la vacuna.
Mientras que en animales infectados se observé la ausencia total del PRLR en plasma. En
cuanto a la PRL se observd que disminuyé en animales expuestos e infectados siendo mas
evidente en los infectados. Por lo tanto, el sistema PRL/PRLR puede ser inducido por el
estado patoldgico de los bovinos y podria ser determinante en inmunidad innata de la
tuberculosis bovina, las formas largas favoreciendo la respuesta inmune, mientras que las
formas cortas podrian antagonizar el efecto pudiendo ser un mecanismo de virulencia del
patdgeno que le permita sobrevivir y evadir la respuesta inmunoldgica. Las formas cortas
de 40 kDa también podrian ser Gtiles como un biomarcador de la infeccion por M. bovis.

Los datos observados ex vivo nos indujeron a buscar una correlacion in vitro donde
las variables fueron planeadas y controladas, para corroborar la participacion del PRLR y la
PRL en la patogénesis de la TBb. Los monocitos y M@ desempefian importantes funciones
reguladoras y efectoras del sistema inmune. La inmunidad innata es una respuesta
instantanea al reconocimiento de patrones moleculares asociados a patdgenos
principalmente a través de familias receptores tipo Toll (TLR) (Berczi, Quintanar-Stephano
et al. 2009). En M@ derivados de mononucleares de sangre periférica de bovinos lecheros
libres de TBb se determind la expresion del complejo PRL/PRLR bajo el estimulo de CFP-
M. bovis detectando la expresion de las isoformas cortas del PRLR 40 y 50 kDa y la
variante autocrina de la PRL de 80 kDa. En contraste, en M@ sin estimulo no se observaron

estas proteinas. Durante la inflamacion rapidamente las terminaciones simpéticas del
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sistema nervioso sintetizan y libera catecolaminas y dopamina. Recientemente se ha
determinado que las células inmunes incluyendo M@ también sintetizan estos
neurotransmisores (Flierl, Rittirsch et al. 2007) y més aln, también expresan receptores de
la dopamina y catecolaminas (Carvalho-Freitas, Rodrigues-Costa et al. 2008; Sarkar, Basu
et al. 2010). Por lo tanto, las catecolaminas y la dopamina también podrian regular la
sintesis de la PRL en las células mieloides. La sobreexpresion del PRLR y de la PRL
autocrina podria estar determinada por el estimulo antigénico de CFP-M. bovis, estas
observaciones permitirian postular la descripcion de un nuevo sistema autocrino en M@.
Los macrofagos podrian ser claves en la inflamacion por su plasticidad en respuesta a
neurotransmisores y hormonas que dependiendo de la isoforma del receptor que expresen
pueden favorecer un perfil proinflamatorio o antiinflamatorio (Ley, Weigert et al. 2010;
Scotland, Patil et al. 2011). Sin embargo, los M@ tienen diversos mecanismos de
regulacion autocrina TNF-a, INF-y, IL-12, IL-18, IL-1b, IL-10, NE, PGE2, ON (Ma, Chen
et al. 2003; Berczi 2010) y cada uno de ellos podria influir en el andlisis de las moléculas
bajo estudio (la PRL y el PRLR). Por lo tanto, para corroborar las observaciones en M@ se
analizé la expresion de la prolactina y su receptor en los Mo-THP1 sin derivar a M@
estimulados con CFP-M. bovis (Plocinski, Dzitko et al. 2007), disminuyendo la interaccion
de otras moléculas secretadas por mecanismos autocrinos (citocinas y hormonas). Como
control positivo de los experimentos fue utilizado LPS ya que se ha caracterizado que
induce una respuesta inflamatoria en Mo-THP1 (Tsuchiya, Yamabe et al. 1980; Auwerx
1991; Daigneault, Preston et al. 2010). EI LPS activa la respuesta innata en los fagocitos
mononucleares, siendo regulada por la interaccion de citocinas, hormonas,
neurotransmisores y péptidos (Berczi, Chow et al. 1998). Es un ligando especifico para
TLR4, que en conjunto con otros receptores pueden cooperar para facilitar el
reconocimiento y conducir a la pronta erradicacion de diferentes patdgenos en torrente
sanguineo Yy los tejidos (Calvano, Agnese et al. 2003). Esta caracterizado que después del
estimulo con LPS los monocitos y M@ sintetizan citocinas proinflamatorias a través de vias
de sefializacion que activan el factor de transcripcion NF-kappa B (Medzhitov and Janeway
1998). Un estimulo primario puede influenciar el perfil de los M@, a desafios posteriores,
ya que una vez activado los M@ son secretores de grandes cantidades de productos nocivos

(Gordon and Taylor 2005). Sin embargo, poco se sabe sobre el papel de la PRL en la
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homeostasis durante la inflamacion en los monocitos, ya que la mayoria de trabajos se han
realizado utilizando M@ diferenciados (Pellegrini, Lebrun et al. 1992; Tripathi and Sodhi
2007; Sodhi and Tripathi 2008; Tripathi and Sodhi 2008). Los resultados demuestran que
los antigenos del CFP-M. bovis inducen la sintesis ARNm del PRLR en Mo-THP1. Los
primers utilizados para amplificar el gen del PRLR fueron disefiados para detectar todas las
isoformas que tengan los exones 7, 8, y 9 que incluye las isoformas LF, IF, ASF1, SFla,
SF1b, A4-SF1b, A4/6-SFla y SFlc (Wei and Wei 2010; Brooks 2012).
(http://atlasgeneticsoncology.org/Genes/PRLR1D42891ch5pl4.html). En este trabajo fue
detectada la expresion bifasica del PRLR a nivel ARNm a 1 hora post estimulacion se
observé 404.64 veces mads ARNm del PRLR comparado con las células sin estimulo,
disminuyendo tiempo dependiente ya que a 72 horas solo se determind un incremento de
107.04 veces mas.

En cuanto a proteinas, el patron de expresion fue tiempo dependiente para las
isoformas cortas del PRLR 40 y 50 kDa inducidas por el CFP-M. bovis. La sobreexpresion
de las isoformas cortas fue observada de 1 a 48 horas, adicionalmente estas isoformas
fueron observadas en el medio condicionado. La heterogenicidad del PRLR sugiere una
regulacion transcripcional del PRLR en Mo-THP1 tratados con CFP-M. bovis. Sin
embargo, la isoforma de 50 kDa podria estar regulada por splicing alternativo o
modificaciones postraduccionales, como se ha reportado en cancer de mama (Kline, Roehrs
et al. 1999). La variabilidad de las isoformas del PRLR estd determinada en el dominio
intracelular principalmente atribuida a splicing alternativo y/o protedlisis de isoformas
largas (Wei and Wei 2010). La expresion de formas cortas (SFla and SF1b) acttan como
dominantes negativas de la PRL a través de la formacion de heterodimeros con isoformas
largas (Tan and Walker 2010). El incremento de la isoforma de 40 y 50 kDa asi como las
formas solubles inducidas por los antigenos de la micobacteria, podrian ser determinante en
la patogénesis de la tuberculosis ya que la sobreexpresion de formas cortas y solubles
podria inducir vias de sefializacion alternas como (PI3K/AKT) favoreciendo la persistencia
y diseminacién del bacilo.

Los resultados de PCR en tiempo real se realizaron flanqueando una region
altamente conservada del gen de la PRL correspondiente a los exones 4 y 5, este estudio

nos permitié observar un incremento bifasico en la transcripcion del ARNm de la PLR en
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Mo-THP1 estimulados con CFP-M. bovis, se observo 176.93 veces mas ARNm de la PRL
comparado con las células sin estimulo, disminuyendo tiempo dependiente a 72 horas solo
se determind un incremento de 35.52 veces méas. A nivel proteina se identificaron dos
proteina de 60 y 80 kDa entre 1 y 8 horas correspondiente a una PRL de alto peso
molecular, a 48 y 72 horas solo se observo la proteina de 80 kDa, la PRL de 60 kda ya
habia sido reportada previamente usando un anti-PRL mAB por WB e IHQ (Shoupe,
Montz et al. 1983). La variabilidad del peso a 80 kDa podria ser determinada por la union
de proteinas chaperonas a la PRL por ejemplo ciclofilina b con un peso de 22 kDa, estudios
previos han determinado que ciclofilina b potencia significativamente la accion biolégica
de la PRL ya que facilita su traslocacion al nucleo y favorece la expresion génica (Rycyzyn,
Reilly et al. 2000; Rycyzyn and Clevenger 2002). Este mismo grupo de trabajo ha
determinado que el complejo ciclofilina b/PRL favorece proliferacion y motilidad celular
favoreciendo la tumorogenesis (Fang, Flegler et al. 2009; Fang, Zheng et al. 2010).
Recientemente, se ha demostrado la localizacion del PRLR en ndcleo de células
T47D y MCF7 funcionando como coactivador en la transcripcién de STAT5a sugiriendo su
participacion en la patofisiologia del cancer (Fiorillo, Medler et al. 2011). También podria
ser clinicamente importante en enfermedades autoinmunes donde se ha observado el
incremento del PRLR en células B (Ledesma-Soto, Blanco-Favela et al. 2012). En este
trabajo se determind la expresion de la PRL de 60 kDa en sobrenadante condicionado de 1-
4 horas, después de 8 horas de estimulo la PRL fue inmunolocalizada en ndcleo de Mo-
THPL. En contraste, la PRL de 60 y 80 kDa no fue expresada en células sin tratamiento.
Mediante ensayos de proliferacion en células Nb2 lactégeno dependientes se corroboro la
bioactividad de la PRL de 60 kDa en medio condicionado, dependiente y saturable. La
bioactividad de la PRL de 60 kDa fue especifica ya que fue inhibida con un anti-PRL
(mAB) adicionado al medio condicionado. El analisis de la bioactividad mediante ensayos
de proliferacion de células Nb2 refuerza nuestras observaciones de sintesis, liberacion y
localizacion de la PRL de alto peso molecular en Mo-THP1 estimulados con CFP-M. bovis.
Esta variante de la PRL de 60 kDa fue previamente descrita en suero, plasma y linfocitos
humanos (Champier, Claustrat et al. 1987; Larrea, Martinez-Castillo et al. 1997), pero este
es el primer reporte que demuestra la sintesis, expresion y localizacién de esta hormona en

células mieloides. Los Mo-THP1 no diferenciados comparten caracteristicas con monocitos
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de sangre periférica lo que nos permite hipotetizar que podrian ser fuente de la PRL de alto
peso molecular identificada in vivo durante el curso de varias enfermedades inflamatorias y
autoinmunes en humanos (Hurme, Viherluoto et al. 1992; Paraiba, Soares et al. 2010; Jara,
Medina et al. 2011; Shelly, Boaz et al. 2012). Este es el primer reporte de la localizacion
del PRLR y la PRL en medio de cultivo, membrana celular y en nucleoplasma en Mo-
THP1 estimulados con CFP-M. bovis. La inmunoinhibicion del PRLR con un anti-PRLR
mAB contra el dominio extracelular promovi6 la formacion del complejo ligando-receptor
en el medio y superficie celular pero no en el citoplasma o ndcleoplasma, sugiriendo que el
impedimento estérico impidio la traslocacion de la PRL al interior de la célula (Trott,
Hovey et al. 2003). La liberacion de la PRL autocrina y la exportacion al nucleo podria
mediar algunos efectos génicos en los monocitos, como previamente ha sido propuesto en
células cancerigenas (Rycyzyn and Clevenger 2002; Clevenger, Gadd et al. 2009). La
colocalizacion de la PRL de alto peso molecular con el PRLR sugiere una interaccion
autocrina en monocitos semejante al observado en las células lactotropas de glandula
pituitaria (Grattan and Kokay 2008; Grattan, Steyn et al. 2008); pero el mecanismo de
como interacciona la PRL y el PRLR en monocitos es incierto. Nosotros no podemos
descartar la hidrolisis de las isoformas largas del PRLR y la liberacion de isoformas
solubles en Mo-THP1 estimulados con CFP-M. bovis (Clevenger, Freier et al. 1998; Kline,
Roehrs et al. 1999; Hu, Meng et al. 2001; Kline, Rycyzyn et al. 2002; Piazza, Lu et al.
2009). Algunos antigenos de M. bovis son reconocidos inmediatamente por los receptores
tipo toll (TLR2, 4, 9) (Medzhitov and Janeway 1998; Akira, Uematsu et al. 2006). Los
receptores TLR2 y TLR 4 son expresados en Mo-THP1, por lo tanto, experimentos con
monocitos no diferenciados podrian ser Utiles para determinar el mecanismo de accién de la
PRL y el PRLR asociado el reconocimiento de PAMS del CFP-M. bovis (Yang, Tamai et
al. 2001). El extracto proteico de M. tuberculosis ha demostrado la induccion de citocinas
inflamatoria (IL-1B, TNf-a, INF-y) y la expresion de receptores en la membrana de
fagocitos mononucleares para modular el sistema inmunitario del hospedero de manera
muy similar a la infeccion con la bacteria viva (Arce Mendoza, Rosas Taraco et al. 2008).
En este trabajo nosotros observamos que el CFP-M. bovis indujo la expresion del PRLR y
la PRL en Mo-THP1, la expresion de PRL de alto peso molecular fue observada

previamente en células linfoides (Pellegrini, Lebrun et al. 1992; Larrea, Martinez-Castillo
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et al. 1997). También detectamos la expresion de la PRL y el PRLR en monocitos
derivados de sangre periférica de humanos y vacas estimuladas con LPS (Datos no
mostrados). La reprogramacion es un proceso regulatorio en respuesta a posibles dafios en
fagocitos mononucleares, esto impulsado principalmente por hormonas y citocinas que
potencializan el proceso (Ma, Chen et al. 2003; Dai, Matsuno et al. 2004; Flierl, Rittirsch et
al. 2007; Carvalho-Freitas, Rodrigues-Costa et al. 2008). El sistema autocrino de la PRL
identificado en los Mo-THP1 estimulados con CFP-M. bovis podria jugar un importante rol
en la restauracion de la homeostasis durante la respuesta inmune innata y procesos
inflamatorios in vivo. En peces se ha determinado que la PRL concentraciones
suprafisiolégica 100 ng/ml polariza a los M@ a un perfil M1 manteniendo una
comunicacion bidireccional entre receptores tipo Toll y el PRLR favoreciendo citocinas
proinflamatorias (Olavarria, Sepulcre et al. 2010; Romero, Manriquez et al. 2012). En M@
peritoneales de raton concentraciones suprafisioldgicas de la PRL de 100 ng/ml inducen
estrés nitrosativo de més de 20 uM. a 36 horas de estimulo (Tripathi and Sodhi 2007). En
este mismo modelo se ha determinado que la PRL induce activacion M@ a través de la via
de sefializacion (Jak2/STAT1/ NF-kappa B) con la induccion de citocinas proinflamtorias
como IL-B, TNF-a, IL-12p40 e INF-y (Tripathi and Sodhi 2008).

La sintesis de la PRL de la glandula pituitaria podria tener implicaciones
fisioldgicas o ser una consecuencia patologica. Se ha observado que algunas variantes de la
PRL antagonizan la funcién bioldgica de la PRL nativa, por ejemplo, se sabe que la PRL
nativa tiene propiedades angiogénicas, mientras la variante de 16 kDa derivada de
protedlisis tiene funciones anti-angiogénicas (Aranda, Rivera et al. 2005; Lkhider, Seddiki
et al. 2010). La PRL de 60 kDa es un dimero de subunidades glicosiladas de 25 kDa unidas
covalentemente (Champier, Claustrat et al. 1987). La glicosilacion de asparagina 31 en la
PRL es caracteristica de la union covalente y la formacion de dimeros (Barnes, Hansen et
al. 1984; Haynes 1998), esta variante ha sido detectada en humanos y ganado (Lewis, Singh
et al. 1989; Sinha 1995). Comparada con la forma monomérica las formas diméricas tienen
menor afinidad por el PRLR lo que reduce su capacidad biolégica posiblemente por
enmascarar sitios de union a su receptor (Bollengier, Mahler et al. 2001). Sin embargo, hay

evidencias de que formas glicosiladas estan envueltas en mecanismos de secrecion (Sinha
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1995), almacenamiento (Mena, Hummelt et al. 1992) y formacion de diferentes fragmentos
por protedlisis con diferentes funciones bioldgicas (Champier, Claustrat et al. 1987).

Por otra parte, con la finalidad de investigar los efectos de la prolactina
neuroendocrina los Mo-THP1 fueron estimuladas con la PRL recombinante humana (PRL-
rh) y se observo la induccién en expresion de su propio receptor. La isoforma de mayor
expresion es la corta de 40 kDa de 4 a 8 horas. De igual manera, se identifico que la PRL-rh
indujo la sintesis de la PRL autocrina de 60 kDa de 1-4 horas. Posiblemente esta molécula
tiene mayor afinidad a receptores. También observo que el ARNm del PRLR aumentd
701.46 veces a 48 horas, en contraste, fue inhibida la expresion del ARNm de PRL
autocrina. Al coestimular los Mo-THP1 con CFP-M. bovis y PRL-rh se determind la
induccién de la forma corta del PRLR de 40 kDa de 1-8 horas, a 48 y 72 horas podemos
apreciar la sobreexpresion de las isoformas de 40, 50 y 65 kDa y la inhibiciéon de la
expresion de la isoforma larga de 100 kDa.

Por otra parte, la PRL-rh bloque6 completamente la sintesis de la PRL autocrina de
60 kDa. Por lo tanto, la inhibicién de la PRL autocrina y la sobreexpresion de las formas
cortas del PRLR podrian modular la inflamacion. Se ha demostrado la presencia de una
molécula de la PRL de 60 kDa muy similar en linfocitos, con actividad bioldgica similar a
la PRL endocrina (DiMattia, Gellersen et al. 1988; Larrea, Martinez-Castillo et al. 1997).
En pacientes con el sindrome de Sjogren's se ha identificado una PRL de 60 kDa sintetizada
y sobreexpresada en células epiteliales de glandulas salivales asociada al incremento de la
gravedad de la enfermedad (Steinfeld, Rommes et al. 2000). La dominancia de la PRL
endocrina sobre la autocrina/paracrina podria deberse principalmente a las diferencias de
afinidad de cada isoforma del PRLR expresada en los monocitos o a la activacion de una
diferente via de sefializacién, como STAT5b que demostrd inhibir la sintasa de éxido
nitrico inducida por LPS (Corbacho, Macotela et al. 2003). Se ha demostrado que la
secrecion de la PRL autocrina secretada en células epiteliales de glandula mamaria induce
la via de sefalizacion Akt/STATS a y b favoreciendo la transcripcion de genes que
codifican para proteinas y lipidos de la leche; ademas favorece el desarrollo y
diferenciacion de células lactogénicas de la glandula mamaria (Chen, Boxer et al. 2010;
Chen, Stairs et al. 2012; Muthuswamy 2012). En M@ peritoneales de peces también se ha
observado que al coestimular con la PRL y diferentes homotopos se aprecia un efecto anti-
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inflamatorio (Olavarria, Sepulcre et al. 2010). En este trabajo también se analizd la
liberacion de citocinas proinflamatorias en los sobrenadantes de los Mo-THP1 estimulados
con CFP-M. bovis se pudo corroborar la induccion de altos niveles de citosinas
proinflamatorias, en contraste, al coestimular con PRL-rh 20 ng/ml se observé un notable
decremento de estas citocinas. Este efecto principalmente se asocia a la sobreexpresion de
isoformas cortas 40 y 50 kDa y a la inhibicién de la PRL autocrina de 60 kDa que
posiblemente este favoreciendo el perfil proinflamatorio. Sin embargo, también se
determind que PRL-rh 20ng/ml al ser administrada con CFP-M. bovis indujo la expresion y
liberacion de IL-10 favoreciendo el efecto antiinflamatorio. Al inhibir estéricamente el
PRLR con anti-PRLR se observé la disminucién tajante de IL-10. Por lo tanto, la PRL
concentraciones fisiolégicas en coestimulacion con homotopos podrian favorecer el perfil
antiinflamatorio en Mo-THP1. En contraste, concentraciones suprafisiologicas de méas de
50ng/ml de PRL han demostrado favorecer el perfil de citocinas TH1 regulando la funcion
supresora de las células T reguladoras. Esto se puede relacionar con enfermedades
autoinmunes donde la hiperprolactinemia podria suprimir la actividad de las T reguladoras
y favorecer la activacion de las T efectoras exacerbando la inflamacion y con ello la

progresion de enfermedad (Legorreta-Haquet, Chavez-Rueda et al. 2012).
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8.-Conclusiones

Los resultados ex vivo durante la TBb e in vitro en Mo-THP1 demuestran que
concentraciones fisioldgicas de la PRL 20 ng/ml y la expresion de isoformas cortas
de su receptor inducidas por M.bovis podrian modular la inflamacion granulomatosa
en la tuberculosis bovina favorecereciendo una respuesta Th2 y la persistencia del
bacilo.

En este estudio se demuestra un mecanismo autocrino mediado por la PRL de (60 y
80 kDa) y la expresion de 2 isoformas del PRLR (40 y 50 kDa) durante la respuesta
inflamatoria inducida por M. bovis y el estimulo del CFP- M. bovis.

Concentraciones de la PRL mayores a 50ng/ml podrian favorecer el perfil de
citocinas Thl. En contraste, concentraciones fisiolégicas menores a 20 ng/ml
inducirian la expresion de citocinas antiinflamatorias moddlando el curso clinico de

la tuberculosis.
La variacion en las concentraciones de la PRL podrian modificar la expresién de las

isoformas del PRLR y con ello inducir diferentes vias de sefializacion y expresion

génica.
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9.-Perspectivas

Estudiar y comprender la regulacion del sistema autocrino de la prolactina y del
PRLR en monocitos y macrofagos.

Secuenciar aminoacidos y ADN de las isoformas del PRLR (40, 50 y 65 kDa)

inducidas por los antigenos de la micobacteria en Mo-THP1.

Secuenciar aminoacidos y ADN de las variantes de la PRL autocrina (60 y 80 kDa)

inducidas por los antigenos de la micobacteria en Mo-THP1.

Clonar las isoformas del PRLR y determinar funcionalidad en Mo-THP1
estimulados con CFP-M. bovis.

Analizar vias clasicas de sefializacion de la PRL y del PRLR (STAT1 (a y b),
STAT3 (ayb), y STAT5 (ayb) en Mo-THP1 estimulados con CFP-M. bovis.

Analizar vias alternas de sefializacion de la PRL y del PRLR MAPK/ERK (1y 2) y
PI3k/Akt (1, 2 y 3) en monocitos estimulados con CFP-M. bovis.

Analizar vias de sefializacion clasicas y alternas en Mo-THP1 estimulados con PRL-
rh.

Determinar si las isoformas cortas del PRLR favorecen la expresiéon de citocinas
antiinflamatorias 1L-10, IL-14, TGF-p.

Determinar los mecanismos que regulan la expresion de la PRL autocrina inducida
por CFP-M. bovis.

Buscarcar nuevos blancos terapeuticos para bloquear los efectos adversos en la
inflamacion asociados a hiperprolactinemia, contemplando la variabilidad de las
isoformas del PRLR.
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