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RESUMEN

Lépez Rincén, Gonzalo. Analisis de la expresién del receptor de prolactina e
interleucina 12 en células de distintos érganos de bovinos infectados con
Mycobacterium bovis. (Bajo la direccién de la Dra. Pereira Suarez, Ana Laura).

La prolactina (PRL) participa en diversas funciones fisiolégicas como proliferacion,
diferenciacién y supervivencia celular. Ademas, actia como un factor estimulante
del sistema inmune, provocando fluctuaciones en la respuesta inmunolégica bajo
condiciones de estrés. La PLR se une a su receptor (PRL-R), el cual se expresa
en una amplia gama de células y tejidos, incluyendo linfocitos y macrdfagos.
Recientemente, se ha demostrado que las citocinas proinflamatorias estimulan la
expresion del PRL-R en fibroblastos pulmonares y en un modelo in vivo de
inflamacion en raton, la expresion del PRL-R resulté ser especifica de tejido.
Durante la tuberculosis, el control de la micobacteria depende de la activacion de
macrofagos (M@s), por diferentes mecanismos antimicrobianos. Estudios en
bovinos muestran que Mycobacterium bovis activa macrofagos e induce la
producciéon de TNF-a e IL-12. En modelos murinos, la IL-12 presente en las
lesiones, favorece la respuesta inmune celular mediante la diferenciacion de
linfocitos T CD4+ hacia Th1 favorece la produccién de IFN-y. Sin embargo, es
poco conocido el papel del PRL-R e IL-12 en la tuberculosis bovina (TBB). Ei
objetivo de este trabajo fue identificar la expresion del PRL-R e IL-12 en muestras
de vacas infectadas natural y experimentalmente con M. bovis. Los tejidos
estudiados fueron timo, bazo, nddulo linfatico (traqueobronquial, retrofaringeo y
mediastinico), pulmén e higado, obtenidos de cuatro bovinos infectados de forma
experimental con M. bovis, cuatro infectados de forma natural y dos libres de TBB.
También, se incluyeron muestras de lavados bronquioalveolares (LBA) de los 3
grupos de bovinos. La expresion del PRL-R y de IL-12 se analiz6 mediante
Western blot y por RT-PCR. Estos analisis revelan la sobreexpresién del PRL-R e
IL-12 en los tejidos y en los LBA de bovinos infectados con M. bovis. En las
muestras de vacas sanas, sin tuberculosis, no se detectd la expresién de ninguna
de las 2 molécuias. Se demostré la expresién de diversas isoformas del PRL-R: en
timo y bazo observamos isoformas de 120, 110, 90, 75, 55 y 40 kDa; en el higado
dos de 90 y 100 kDa; en el pulmén tres de 140, 75 y 55 kDa, en nddulos linfaticos
(NL), sin lesion, una de 75 kDa; sin embargo, en aquellos NL con lesiones se
identificaron dos isoformas de 65 y 40 kDa. Estos resultados permiten suponer que
la infeccion por M. bovis promueve la expresién del PRL-R en diferentes tejidos
bovinos. Por ofra parte, también se evalué la expresién de IL-12 en ambos
modelos de infeccion con M. bovis donde se observd una alta expresion de IL-
12p35 e IL-12p40, asi como de heterodimeros de 70 kDa y de homodimeros de 80
kDa. En conclusion, se sugiere que la infeccion por M. bovis induce una
sobreexpresion de PRL-R e IL-12, que podria modular diferentes aspectos de la
respuesta inmune durante la tuberculosis.

Palabras clave: M bovis, receptor de prolactina, citocinas, IL-12
inmunomodulacién.
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SUMMARY

Prolactin (PLR) is known to regulate many physiological functions such as
proliferation, differentiation and cell survival among many others. Recent studies
support the role of PRL as an immunomodulatory factor under stress conditions
capable of enhancing immune function. The diverse activities of PRL are mediated
by its receptor (PRL-R), which is expressed on many cell types including immune
cells. Recently, is was shown that pro-inflammatory cytokines induce the
expression of PRL-R in pulmonary fibroblasts, as well as, the tissue-specific
expression of PRLR in several tissues in vivo, in a mouse model of acute
inflammation. However, PRL responses during chronic infections are poorly
characterized. During tuberculosis infection, the control of mycobacteria depends
largely upon macrophages (M@s) activation, which display an array of antimicrobial
mechanisms. In vitro studies in cattle have shown that M. bovis activates MJs to
produce TNF-a and IL-12. In murine models, the IL-12 present in the lesions,
favors the cellular inmune responses by means of the T CD4+ Th1 lymphocytes
differentiation and the production of IFN-y. However, little is known about the role of
PRL-R and 1L-12 in bovine tuberculosis (TB). The objective of this work was to
identify the expression of PRL-R and IL-12 in M. bovis experimentally and naturally
infected cattle. The bovine tissues studied were thymus, spleen, mediastinal,
tracheobronchial and retropharingeal lymph nodes (LN}, lung and liver obtained
from: 4 M. bovis naturally and 4 experimentally infected and 2 healthy cattle as
controls. Also, bronchoalveolar lavages of these animals were included. The PRL-
R and {L-12 expression was analyzed by Wesfern biot and RT-PCR. These
analyses reveal high expression of PLR-R and IL-12 in tissues from M. bovis
infected cattle. In healthy cattle the expression of the 2 molecules was not
detected.The presence of different isoforms of PRL-R protein was revealed: in
thymus and spleen were observed isoforms of 120, 110, 90, 75, 55 y 40 kDa; in
liver two of 90 and 100 kDa; in lung three of 140, 75 and 55 kDa; in LN without
lesion one of 75 kDa; but in those with lesions two isoforms of 65 and 40 kDa were
observed. These results suggest that M. bovis infection promotes the expression of
PRLR in different bovine tissues. Moreover, the analysis of IL-12 reveled a high
expression of IL12p35, IL-12p40, 1L-12(p40), homodimers of 80 kDa and
heterodimers of 70 kDa. In conclusion, our observations suggest that during the M.
bovis infection an over-expression of PRL-R and IL-12 is induced, suggesting its
role to modulate different aspects of the immune response during tuberculosis.

Key words: M. bovis, prolactin receptor, cytokines, IL- 12, immunomodaulation.
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1. INTRODUCCION

1.1 Definicion de la enfermedad

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa cronica y progresiva, de
distribuciébn mundial, causada por bacterias del complejo Mycobacterium, que
afecta a un amplio espectro de hospederos incluyendo al hombre (Guevara y col.,
2003). A la tuberculosis (TB} se le conoce como una de las enfermedades mas
antiguas que han afectado a la humanidad, es comin en paises en vias de
desarrollo, teniendo un incremento importante en su incidencia debido a la
pandemia de la infeccién por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH)
(Dunlap y col., 2000}).

1.2 Importancia de la tuberculosis en México

La tuberculosis ha sido y es un problema de salud publica en México. Los
datos de 1999 reportan, segun el estado, entre 4.2 y 37 casos por cada 100,000
habitantes (Garcia-Garcia y col., 1999). En nuestro pais, la tuberculosis es la Unica
enfermedad infecciosa ocasionada por un sélo agente etiolégico que se encuentra
entre las 20 principales causas de muerte, sélo superada por las enfermedades
infecciosas intestinales y la neumonia e influenza (Tapia y col., 1995). Cada afio
se notificaban en promedio 10,000 casos con un subregistro del 45%, estimandose
la cifra real de casos activos en 30,000 de los cuales el 80% son de localizacién

pulmonar (Garcia-Garcia y col., 1999).

En América latina la TB humana y bovina constituyen un problema dificil de
erradicar. Cerca de 350,000 casos de TB activa y mas de 50,000 muertes en
humanos fueron los estimados para la regién durante el 2004 (De Kantor y
Ritacco, 2006). Actualmente el bacilo de la tuberculosis infecta cerca de un tercio
de los seres humanos en el mundo, con uno de los indices mas altos de
mortalidad estimado en una enfermedad infecciosa simple, cerca de 3 millones de

personas por afo (Kaufmann y col., 2005). Los casos de tuberculosis activa



aumentaron a casi 8 millones al afo, debido a la pandemia de HIV/SIDA (Dye y
col., 1999). Sin embargo, sélo el 10 % de los infectados desarrollan la infeccién

debido a diversos factores de resistencia (Pan y col., 2005).

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 (Grange y col., 1994). Recientemente, se han identificado hatos infectados
en el sur de Texas, Michigan y California, considerandose a M. bovis como una
causa importante de tubercuiosis en nifios de estas regiones (Dankner y col.,
2000). La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) considera a la tuberculosis
humana causada por M. bovis una zoonosis y en América latina se calculan 7,000

casos anuales (Ritacco y col., 1992).

En México entre los afios de 1991 y 1993 se presentaron mas de 29,000
casos anuales confirmados de tuberculosis en humanos y se considero que un 8%
fueron causados por M. bovis, de 1995 a 2005 la tasa anual de casos fue de
18,000. EI problema de TBB en México es grave, la prevalencia en la parte norte
de México, se ha estimado en 2.1% para el ganado lechero y en un 0.1% para el
ganado de carne. En la zona centro y sur de México, los valores de prevalencia de
TBB son mayores. En estds regiones se han detectado establos lecheros con
prevalencias mayores al 25% de TBB (Milian y Gallegos, 2001). Esto causa
cuantiosas pérdidas por bajas de la produccion hasta en un 20%, desecho
prematuro o muerte de los animales, asi como el riesgo latente de infeccion
principalmente para trabajadores en establos y rastros, por lo cual es una de las
enfermedades mas importantes del ganado productor de leche, ya que se traduce

en barreras no arancelarias para la exportacion (Gurria, 1994).

El diagnéstico mediante la tuberculina y el sacrificio de animales reactores
permiten el control, con un costo muy elevado para la economia de los

productores mexicanos y la erradicacién ha sido imposible con estas politicas. Por



lo tanto, las pérdidas econdémicas debidas a la tuberculosis son sumamente
elevadas y la zoonosis presenta un foco de infeccién para humanos gque no puede
ser despreciado (Milian y Gallegos, 2001). Existe una subnotificacién por parte de
los laboratorios de diagndstico, esto se ve reflejado en la poca cantidad de
muestras que se reportan y en el reducido nimero de aislamientos del bacilo
(Betancourt y col., 2001).

1.3 Etiologia

Las micobacterias se adscriben taxondmicamente al complejo
Mycobacterium tuberculosis, el cual incluye a M. tuberculosis, M. bovis, M.
africanum y M. canefti causantes de TB en humanos y M. microti en pequefios
roedores. Sin embargo, M. bovis tiene uno de los mas amplios rangos de
hospedadores, se ha identificado en el hombre, primates, ungulados y carnivoros,

tanto domésticos como silvestres (Pfyffer y col., 1998).

Las micobacterias son definidas como bacilos delgados, aerobicos,
inmdviles, que no esporulan, contienen arabinosa, galactosa y acidos micélicos en
la pared celular. (Maher y col., 2002). Se tifie con facilidad con la técnica de Zhiel
Neelsen, su decoloracién no es facil (acido-alcohol resistencia). Esta ultima es su
principal caracteristica y se debe a la composicién de su pared celular, rica en
lipidos de alto peso molecular (hasta un 60% del peso de la bacteria) (Kremer y
Besra, 2005). Los lipidos de la pared son considerados como factores de
virulencia sumamente importantes, pero ninguno esencial, pues la patogenia del
bacilo parece ser mulfifactorial. Los microorganismos del género son de
crecimiento lento pudiendo transcurrir varias semanas antes de que sus colonias
sean visibles. Es importante confirmar [a 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 fisiolégicamente muy similar, pero no produce
niacina. La pared de las micobacterias esta compuesta principalmente por dos

polimeros el arabinogalactano micolato y el peptidoglicano (Cole y col., 1998).



Los acidos micdlicos forman el llamado factor cordén o acordonamiento,
identificado en la mayoria de las micobacterias, es el 6,6- dimicolato de trehalosa y
funciona como toéxico, influenciando la virulencia de las cepas. Debido a este factor
algunas cepas crecen en forma de cuerdas o trenzas (Balandrano y col., 1996).
Los bacilos son moderadamente resistentes al calor, la desecaciéon y muchos

desinfectantes, sin embargo, son facilmente destruidos por la luz solar directa.

1.4 Vias de infeccion

Existen numerosas vias de diseminacién de la TB en el ganado,
influenciadas por factores como la edad, ambiente y practicas de manejo {Pollock
y Nelly, 2002). Los hallazgos post mortem indican que.la via de infeccién
usualmente es respiratoria. Del 80 al 80% de los casos la transmisién ocurre por
via aerégena; con la tos o respiracion de un animal infectado se expelen gran
cantidad de microgotitas que contienen al bacilo. Esto se ve favorecido por
contacto directo diariamente de los bovinos en el pastoreo, comederos, corrales y
salas de ordefio. (Moran y Lozano, 2001). De esta forma, la micobacteria logra
llegar hasta los alvéolos pulmonares, donde son fagocitadas por los macrdéfagos
residentes pudiendo ser eliminadas o sobrevivir gracias a factores de virulencia
(Figura 1). Al sobrevivir se diseminan por via linfatica o sanguinea a nédulos
linfaticos regionales. Es por ello que de 70 a 90% de las lesiones tuberculosas son

localizadas en nédulos linfaticos de la regién toracica y cabeza (Neill y col., 2001).

Otra via de ingreso es la digestiva por el consumo de pastos y alimentos
contaminados con secreciones nasales, materia fecal y orina que contienen al
agente causal. La via digestiva es muy importante en terneros que se alimentan
con leche cruda proveniente de las vacas enfermas, debido a que las vacas
infectadas eliminan el microorganismo en la leche. Otras vias no usuales pero
probables son: la via cutédnea, congénita, genital y la transmisién iatrogénica en la
glandula mamaria por el uso de infusiones contaminadas y posiblemente, por la

introduccién mecanica por instrumentos quirdrgicos (Pollock y Nelly, 2002).



1.5 Patogenia de tuberculosis

El género Mycobacterium utiliza diferentes vias para ingresar al huésped,
sin embargo, la principal ruta es la inhalacion de aerosoles, en los que se forman
gotas menores a 5 um que contienen en su interior de 1 a 3 bacilos, de esta forma
logran llegar hasta los alvéolos pulmonares, en donde el bacilo tuberculoso crece y
se replica lentamente dentro del macréfago (Dunlap y col., 2000), provocando
guimiotaxis de monocitos hacia esta zona y el inicio de la formacién del granuloma
o tubérculo (Figura 1). Este granuloma se caracteriza por un centro necrético y
posiblemente bacterias libres rodeadas de macréfagos infectados, células
epiteliales, células gigantes, que a su vez puede estar rodeado 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.

Sin embargo, los bacilos se multiplican y aproximadamente 14 dias
después se desarrolla una hipersensibilidad retardada mediada por linfocitos T,
responsables de la produccién de linfocinas, las cuales atraen, inmovilizan y
activan otras células mononucleares al sitio de infeccién, ademas de contribuir a la
muerte celular y destruccidon ftisular (Figura 1). Las lesiones son observadas
principalmente en nédulos linfaticos y pulmén pudiendo ser unilateral o bilateral,
predominantemente en el [6bulo caudal y en el tercio distali de los Iébulos.
También se han reportado lesiones en tonsilas y nédulo linfatico mesentérico,
cuando la tuberculosis es generalizada se caracteriza por lesiones en 6rganos

tales como el higado, rifilones, meninges y cavidades serosas (Nelly y col., 2001).
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Figura 1. La patogenia de la tuberculosis. Las células presentadoras de antigenos estimulan los
receptores de linfocitos T CD4+ y T CD8+ que liberan las citocinas responsables de la respuesta
inmune.




1.6 Respuesta inmune a la tuberculosis bovina

La respuesta mediada por células predomina durante el curso de la
tuberculosis bovina, debido a que M. bovis es un patégeno intracelular que infecta
macrofagos (Pollock y col., 2001). Después de la infeccién, los macrofagos actian
como células presentadoras de antigenos. La inmunidad adquirida en la TBB
involucra principalmente a los linfocitos T CD4+ con receptores capaces de
secretar IFN-y. Este se requiere durante la TBB para inducir la activacion de
macréfagos infectados con M. bovis y esta actividad se considera primordial en la
defensa contra este patégeno (Tabla 1). En general, la resistencia a patégenos
intracelulares correlaciona con una respuesta inmune Th1, regulada por IL-1 e IL-
12 producidas por los macréfagos activados, ademas por la secrecion IL-2 e [FN-y
por las células T CD4+ (Raja, 2004).

Los macréfagos infectados liberan citocinas que promueven la migracion de
macroéfagos y linfocitos T v/8, siendo éstos linfocitos los primeros en ser reclutados
hacia el sitio de la lesion, colaborando en la secrecién de IFN-y e IL-2 (Pollock y
col., 2005). En el bovino, estos linfocitos ademas de producir citocinas, tienen la
capacidad de matar a macréfagos infectados mediante un mecanismo de
citotoxicidad dependiente de granulos, similar al de los linfocitos T CD8+ (North y
Yu-Jin, 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 fa formacién del granuloma, esto se logra mediante la expresion
selectiva de receptores (IL-18R, IL-12R, IL1BR y TNF-aR) en los linfocitos Th1.
Por otra parte, la accién efectora de los linfocitos Th1 depende del reconocimiento
de péptidos antigénicos sobre la superficie celular asociados a moléculas del
complejo principal de histocompatibilidad de clase Il (MHC II) con los receptores de
células T (TCR) y a la secrecion de citocinas como IL-2, TNF-¢. e IFN-y. Los

antigenos micobacterianos de naturaleza proteica son acoplados a moléculas



MHC 1l y presentados a linfocitos T CD4+ o bien acoplados a moléculas MHC | y

presentados a linfocitos T CD8+ (Flynn y Chan, 2001).

El acumule de células inmunes cominmente en nddulos linfaticos, conlleva

a la formacion del granuloma, que constituye un frente de defensa del huésped

que localiza, detiene y destruye bacilos mediante anaerobiosis (Lalvani y col.,

2001). La IL-12 y la IL-18 producidas por los macréfagos activados, también

inducen la produccion de IFN-y en las células Natural Killer (NK) lo que favorece la

actividad microbicida de los macréfagos para la generacion de oxido nitrico y

perdxido de hidrégeno, regulando la respuesta inmune innata y adquirida como se

resume en la Figura 2 (Endsley y col., 2006).

Tabla 1. Respuesta inmune a Mycobacterium bovis

Células Mecanismos Efectos Resultado
Macréfago Receptores TLR2 y Activacion de células inmunes Accién bactericida
TLR4 Degradacion de macromoléculas  Induccion de IL-12

Fusion fagolisosomal
Mecanismos basados

en radicales libres
Macréfagos y

células T Expresién det PRL-R?
Macréfagos  Produccién IFN-y
alveolaresy  Produccion TNF-a.
células T Expresion PRL-R?

Células T CD4+Respuesta inmune

protectora a M. bovis

Células T CD8+Lisis celular
M. bovis Evita la union
fagolisosomal
Evita accién de
intermediarios de
Oxigeno

Produccion de 1L-12

Produccién de Intermediarios de
oxigeno

induccion de respuesta TH1
{con produccién de IFN-y)
Activacién de macroéfagos
Respuesta protectora a M. bovis
Formacion de granulomas

Produccion de IL-2 e IFN-y
Expresion de INOS

Citotoxicidad mediada por enzimas

{perforina y granulosina)

Impide degradacion y
procesamiento de antigenos
Altera expresion de moléculas
MCH-II

Limita activacién de macréfages

Produccién de citocinas disminuida

induccion iINOS

Disminucién de carga
bacteriana

Activacion macréfagos
Eliminacién de bacilos
intracelulares

Muerte bacteriana

Impide accién
bactericida

Altera presentacién de
antigenos acélulas T
CD4 +

Evita el ambiente
toxico dentro de la
vacuola lisosomal
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1.6.1 Participacion de IL-12 y su receptor en la modulacién de la respuesta
inmune

La IL-12 es una citocina heterodimérica producida principalmente por
células presentadoras de antigenos (Figura 3). Estd compuesta por dos
subunidades proteicas, una de 35 kDa (p35) y una de 40 kDa (p40) (Trinchieri,
2007). En el bovino, los genes residen en Joci independientes, p35 se encuentra
en el cromosoma 1 ubicado en el locus p12-3q13.2 y p40 en el cromosoma 7 en
g31-33. La subunidad (p35) presenta secuencias homélogas con [L-6, G-CSF,
mientras que la (p40) no presenta regiones homodlogas con ninguna citocina
(Trinchieri, 2007).

El receptor de IL-12 (IL-12R) es una proteina heterodimérica expresada
principalmente en células T y NK, compuesta por dos subunidades glicoproteicas
transmembranales, fa IL.-12RB1 de 100 kDa y la IL-12RB2 de 130 kDa (Figura 3).
Estudios recientes realizados en humanos y en ratones, sugieren que la subunidad
IL-12RB2 esta asociada a una respuesta TH1, que correlaciona con la produccion
de 1L-12 en esas células y la IL-12RB1 esta asociada con una respuesta Th2. La
IL-12 tiene la habilidad de regular la respuesta TH1 promoviendo la diferenciacién
de células ThO o nativas (Figura 2). Ademas actia como coestimulador para la
secrecion maxima de IFN-y diferenciando las células a TH1 en respuesta a

antigenos especificos, activando células T y NK (Gately y col., 1998) (Figura 3).

La importancia de IL-12 en el control de la infeccion por M. tuberculosis se
puede observar en ratones deficientes del gene /L-12p40, ya que muestran una
carga bacteriana importante y una disminucién del tiempo de sobrevivencia en
relacién con los ratones del grupo control, esto se atribuye a una reduccién
sustancial en la produccién de IFN-y en las células T (Orme y col., 1993; Cooper y
col., 1985).
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Los macrofagos infectados por M. tuberculosis parecen tener disminuida su
capacidad para presentar antigenos a las células T CD4+, lo cual podria contribuir
a la incapacidad del huésped para eliminar una infeccién persistente (Stenger y
col., 1998). Otros estudios, demuestran que en ratones infectados con M. bovis
BCG la actividad biolégica de IL-12 depende de la subunidad (p40), ya que
ratones deficientes del gen /L-12p35 producen antigenos especificos para células
T, controlando el nimero de bacterias en diferentes érganos, tales como bazo,
higado y pulmén, contrario a lo que sucede en los ratones que tenian la deficiencia
del gen /L12 p40. Esto fue corroborado por la introduccion de IL-12p40 por via
intraperitoneal, y los ratones mutantes desarrollaron una respuesta similar al grupo
control disminuyendo el nimero de bacterias y restaurando la produccién de
antigenos especificos. Esto demuestra que la subunidad (p40) es la responsable
de inducir la respuesta inmune en una infeccién experimental causada por M.
bovis BCG. En ensayos in vitro se estimularon células de nédulos linfaticos con M.
bovis BCG con el propésito de medir la produccién de IFN-y, lo cual confirmo que
los mutantes de (p40) tenian una minima produccién de IFN-y asociado a la

produccion de IL-18 (Cooper y col., 1995).

En otro estudio, se infectaron ratones deficientes del gen para /FN-yR con
M. tuberculosis (H37Rv) y estos ratones mostraron menor produccion de IL-12
comparado con el grupo control, demostrando el sinergismo del IFN-y e IL-12
(Ladel y col., 1997). Estudios mas recientes, demuestran que ratones infectados
con M. tuberculosis H37Rv carentes del gen /L-12p40 tienden a morir a las 8
semanas post infeccion, contrario a los carentes del gen para /L-12p35 que
mueren a las 25 semanas igual que el grupo control (Christoph y col., 2001). Otros
estudios muestran que ratones carentes del gen para /L-12p40 después de la
infeccion con M. tuberculosis presentan deficiencias en la migracién de células
dendriticas en el pulmén, con lo cual se afecta la migracion y diferenciacion celular
hacia el sitio de la infeccién; sin embargo, al ser tratados con IL-12p40 se

restablece la migracién celular y la produccion de antigenos especificos, y frente al
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tratamiento con el homodimero IL-12p{40), se propicia la migracion celuiar, pero
no la produccidn de antigenos especificos (Shabaana y col., 2006). Con estos
antecedentes, se considera a la subunidad IL-12p40 como regulador fisiol6gico de
la actividad de 1L-12.

M. bovis
T e inmunidad innata Pmentaaén de antigenos a M@
Lo ;{ PAMPs %_
¥ Ny
: 2 —_—— \ Antigeno
PNy N\\\ | e
; IL12R 12~ v Y |
Antigeno  1oRg1 | /o | IL-18R |
\ 9 L-12R 77 \L
Ny l\ IFN-y STAT1 . /4™ sj;AT«s Y”\ ToR
TCR %\e ? if a\" e
~— TCCR TN R I N
', PNy LR TRy
l\ iFN-y
CAL-27 IL-23
Diferenciacion TH1
Activacidn de células T nativas Inmunidad adaptativa

Figura 3. Modelo de diferenciacion celular hacia una respuesta Th1. La produccién y sintesis de IL-
12 se da tras la fagocitosis de patogeno por células presentadoras de antigenos. Tanto in vivo
como in vitro IL-12 es requerida para ia diferenciacion de T CD4+ hacia una respuesta TH1 y la
activacion de células NK coadyuvando a ia produccion de IFN-y. (Modificado de Trinchieri, 2003.
Nature Reviews immunology. 3: 133-146).

1.7 Generalidades de la prolactina

La prolactina (PRL) originalmente se identific6 como una hommona
secretada por la glandula pituitaria (Bole-Feysot y col., 1998), aislada por primera
vez en 1932 a partir de hipdfisis de carnero (Riddle y col., 1983). En 1971 fue
obtenida de glandulas hipofisarias del humano (Hwang y col., 1972) y hasta 1974
se determiné que era sintetizada y secretada por muchos tejidos extrapitutarios
(Nicoll, 1974). La prolactina es una hormona proteinica, secretada principalmente
en los lactotropos hipofisarios (células acidéfilas de la hipéfisis anterior). El
establecimiento de la prolactina como una entidad estructural y funcional diferente
a la hormona del crecimiento propicié la descripcién de nuevas entidades clinicas
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secundarias a su secrecién inadecuada, asi como contribuir, entre otras, al
desarrollo de nuevas y revolucionarias disciplinas de la medicina contemporanea
(Velasquez, 1998).

Actualmente, se considera que PRL es la hormona mas versatil en términos
de sus actividades biolégicas e inmunoldgicas y que el nimero de funciones en las
que participa es superior al resto de las hormonas hipofisarias en su conjunto
(Cabrera y col., 2000). Se han reportado mas de 300 acciones diferentes de la
PRL que incluyen no sélo su participacion en el area reproductiva o en la lactancia,
si no también en la homeostasis del organismo en vertebrados debido a que no
posee un organo blanco especifico (Freeman y col., 2000), siendo considerada
COMO una citocina por actuar a nivel endécrino, autécrino y paracrino (Li-Yuan Yu-
lee, 2002).

Las numerosas funciones y efectos de la prolactina en diferentes sistemas
vivos, incluyendo al humano, pueden ser clasificadas en las siguientes seis
categorias:

1. Reproduccion
Crecimiento y desarrollo
Balance de liquidos y electrolitos
Inmuno-regulacion

Conducta

o oA W N

Endocrinologia y metabolismo

Durante muchos afios se consider6 que la PRL era producida
exclusivamente por las células lactotréficas que representan cerca del 25 % del
total de las células que conforman a la adenohipdfisis (Larrea y col., 1997).
También es sintetizada y secretada ampliamente en diferentes sitios del
organismo: el hipotalamo, el miometrio uterino, la placenta, la glandula mamaria, la

glandula adrenal, la prdstata, la glandula uretral, fos islotes pancreaticos, las
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células del sistema inmunoldgico (Sinha, 1995), corazén, higado y bazo (Bouchard
y col., 1999).

En las Gltimas décadas se ha demostrado la produccion ectépica de PRL,
revelando la expresién del transcrito del gen o RNAm de la prolactina en células
linfocitarias. En estudios mas recientes se ha confirmado que PRL es sintetizada y
secretada en diversas células del sistema inmune (linfocitos T y B, asi como
monocitos de sangre periférica), demostrando la presencia de RNAm de la PRL.
Por ofra parte los mecanismos que regulan la expresién del gen para PRL de

origen linfocitario aun no han sido determinados. (Pellegrini y col., 1992).

1.7.1 Composiciéon quimica

La PRL es un péptido con un peso molecular aproximado de 23 kDa, la
secuencia proteinica o del DNA complementario (DNAc) han permitido conocer y
establecer la estructura primaria de la PRL de mas de 25 especies. A este
respecto, en la mayoria de las especies estudiadas, la estructura de la hormona
estd compuesta de 197-199 residuos de aminoacidos, con 3 puentes disulfuros
intracatenarios localizados entre las posiciones 4-11, 58-174 y 191-199 (Sinha,
1995). Es una proteina globular constituida de una alfa hélice en un 25 %, de 33 %

de beta plegada y de un 8% de espiral al azar (Chikaza y Panayi, 1991).

Entre las especies se han conservado alrededor de 32 residuos de
aminoacidos, los que aparecen formando celdas que estan localizadas en 4
regiones distintas de la molécula y situadas en las posiciones 18-32, 58-72, 83-98
y 160-199. Se considera que estas ceidas forman dominios en la molécula de la
PRL para la unién especifica a receptores y que son importantes para la
regulacién de los multiples efectos biolégicos descritos para ésta hormona
{Cabrera y col., 2000).

Los efectos de la prolactina en los o6rganos bilanco dependen de su

integracién con receptores especificos localizados en la superficie de la célula. El
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receptor de la prolactina (PRL-R) es una proteina transmembranal que pertenece
a la familia de los receptores de citocinas hematopoyéticas, donde encontramos
los receptores para IL-2, {L-3, L4, IL-6, IL-7, IL-9, IL-12, IL-15, GM-CSF, GCSF,
EPO y hormona del crecimiento. Esta compuesto por tres dominios, que participan
en la conformacién de estos receptores y que han sido denominados de acuerdo a
su localizacibn como la region extracelular, transmembranal e intracelular o
citoplasmatica (Kelly y col., 1991). El dominic extracelular cuenta con 210 aa y
esta involucrado en la activacion del receptor por la dimerizacidn secuencial
inducida por su ligando, el transmembranal de 24 aa participa en el proceso de
acfivacion y el intracelular tiene una importante participacién en el mecanismo de
iniciacién de las sefales de transduccién asociadas con el PRL-R (Marc y col.,
2000).

La unién de la PRL a su receptor induce la sefalizacidén mediante la
fosforilacién de tirosinas en distintas proteinas intracelulares incluyendo al
receptor. Las proteinas de la familia de la sefal transductora y activadora de la
transcripcion (Stat), es la primera sefal para el receptor de citocinas. La familia
Stat esta constituida por 8 miembros, pero sélo Stat1, Stat2, Stat3, y
especialmente Statba y StatSb, han sido identificadas como moléculas

transductoras del PRL-R Figura 4 (Leafios-Miranda y col., 2001).
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Figura 4. Diferentes isoformas dei PRL-R. A) Comparacion de las diferentes isoformas del PRL-R.
Isoforma larga (Humano, Hi; Rata, RI; Bovino, Bl) e isoforma corta (Rata y ratén, Rc, rc; Bovino y
Ovino, Be, Oc; Humano, He. El dominio extracelutar (DEC), transmembranai (DTM) y dominio
citoplasmatico (DC) (Modificado de Schuler y col., 1997. Endocrinofogy 138: 3187-3194). B) Vias
de sefializacion asociadas al PRL-R. Las diferentes vias de sefializacién mantienen la homeostasis
del sistema inmune. (Modificado de Bole-Feysot, y col. 1998. Endocr Rev.19 (3):225-268.
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1.7.2 Regulacién de la prolactina

La regulacién neuroendédcrina de la sintesis y secrecion de la prolactina
hipofisaria estd fundamentalmente bajo la inhibicién ténica hipotalamica, que es
ejercida, principalmente por el sistema dopaminérgico tuberoinfundibular,
especialmente por la dopamina. A través del sistema portal hipétalamo-hipofisario,
la dopamina es transportada para ejercer sus efectos sobre los lactotropos
hipofisarios (Demaria y col., 2000). La PRL por si misma modifica la actividad
dopaminérgica del hipotalamo por un mecanismo de retroalimentacion. Por otra
parte, la PRL regula tanto su sintesis como su liberacién por un mecanismo de

autorregutacion (Devost y Bouting, 1999).

En ia adenohipdfisis, la dopamina se une a receptores de membrana
acoplados a proteinas intracelulares. De esta forma inhibe tanto la sintesis de la
prolactina, al reprimir la trascripcién de su gen, asi como la liberacion de ésta,
disminuyendo la concentracion de AMP ciclico y calcio intracelular. E! mecanismo
exacto por el cual la dopamina inhibe la sintesis de PRL aun no se ha
determinado, sin embargo, en cultivos hipofisarios la adicion de la dopamina en los
primeros segundos incrementa el cambio de potasio e inactiva los canales de
calcio, resultando en una hiperpolarizacién de la membrana y disminuyendo el
calcio libre intracelular. En los siguientes minutos suprime la actividad de adenilato
ciclasa, el metabolismo del inositol fosfato, la liberacién del acido araquidénico, y
la expresién del gen para PRL. Después de dias, la dopamina suprime la

proliferacién celular (Nira, 1985).

Existen otros factores de origen hipotalamico que regulan de manera
inhibitoria la sintesis y secrecién de prolactina hipofisaria, como es el acido
v aminobutirico, la hormona liberadora de gonadotropinas y las endotelinas (1 y 2).
A su vez el hipotalamo también contiene otros factores que han sido implicados en
la estimulacién de la secrecién de la PRL tales como hormona liberadora de

tirotropina, la colecistoquinina, ia oxitocina, el péptido vasoactivo intestinal y Ia
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neurotensina. Dentro de los factores periféricos que modifican la secrecién de la
PRL estan los productos de sintesis de las células esteroidogénicas y glandulas
suprarrenales (Larrea y col., 1993). Otros factores externos importantes que
alteran la liberacion de la PRL son la luz, la audicidn, el olfato y el estrés (Freeman
y col., 2000).

1.7.3 La prolactina en la glandula mamaria

Los efectos de la PRL sobre la glandula mamaria especificamente estan
relacionados con la estimulacién en la produccién de leche, ya que intervine en
diversos procesos del metabolismo glandular (Velasquez, 1998), siendo
responsable de la sintesis de todos los componentes de la leche como son, las

proteinas, azucares y lipidos (Neville y col., 2002} (Tabla 2).

1.7.4 La prolactina y el sistema inmunolégico

La relacién entre la prolactina y el sistema inmune se evidencié desde 1930,
cuando Smith observé que el timo de ratas hipofisectomizadas sufria un proceso
de atrofia (Nagy, 1986). La funcién inmunomoduladora de la PRL fue descubierta
en aves y ratones mediante la manipulacién in vivo de las concentraciones
plasmaticas de esta hormona (Berczi y col.,, 1981). En afios recientes se ha
demostrado que la PRL ejerce diversas funciones fisiolégicas dentro de las cuales
mantiene la regulacién del sistema inmunolégico. Existen numerosos estudios
sobre la relacion entre la PRL y el sistema inmunoloégico que demuestran lo
siguiente:
1.- La PRL afecta de manera importante Ia proliferacién de linfocitos y la expresién
de mediadores inmunolégicos como la IL-2 y su receptor (Mukherjee y col., 1990;
Viselli y col., 1991).
2.- La expresion del RNAm de la prolactina se ha caracterizado en diversos tejidos
linfocitarios (timo, bazo, amigdalas, nédulos linfaticos, linfomas y timomas), al
parecer interviene en la progresién de tumores (Wu y col., 1996).
3.- Los receptores de PRL son expresados en linfocitos B, T y M@ (Figura 2).
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4 .- La adicién de anticuerpos especificos contra la PRL inhibe la proliferacién de
los linfocitos en cultivo, lo que sugiere que la prolactina puede tener mecanismos
autocrinos y paracrinos (Pellegrini y col., 1992).

5.- La hipofisectomia o tratamiento con agente agonista de la dopamina, se
acompana de una deficiente respuesta del sistema inmunolégico que puede ser
restaurada por la adicién de PRL exégena, lo que permite suponer que la PRL
hipofisaria modula la funcién normal de los linfocitos (Pellegrini y col., 1992).

6.- La PRL estimula la produccién de timulina (hormona timica), un importante
modulador del crecimiento y diferenciacién de timocitos (Dardene y col., 1989)
(Tabla 2).

Diversas células del sistema inmunolégico como timo y bazo contienen el
RNAm de la prolactina y secretan una prolactina biocactiva de tamafo similar a la
hipofisaria. Ademas, se han reportado diversas isoformas como las de 11 kDa en
timocitos y linfocitos, las de 60 kDa en células mononucleares (Larrea y col.,
1997), con capacidad de estimular la respuesta inmune mediada por células (Bole-
Feysot y col., 1998; Yu-Lee, 1997). Por otra parte, las acciones biolédgicas de la
hormona PRL se hallan bajo el control de citocinas capaces de modificar la
concentracion plasmatica de PRL. Estos efectos reciprocos implican la presencia
de receptores especificos, los que se han hallado en linfocitos y células
accesorias. Desde hace tiempo se sabe que la secrecién de PRL por parte de los
linfocitos tiene importancia fisioldgica, numerosas clases de linfocitos poseen
receptores especificos para PRL en la membrana celular, y la ocupacién de estos
receptores estimula la sintesis y secrecién de citocinas linfocitarias (Figura 2). Los
efectos protectores y supresores de la prolactina han sido demostrados en
modelos experimentales de inflamacion e infeccion (Zellewer y col, 1996;
Oberbeck y col., 2003). En la mayoria de los estudios los niveles de PRL
circulantes fueron artificialmente manipulados antes de que el estimulo
inflamatorio-infeccioso fuera dado. Sin embargo a pesar de todo, los posibles
cambios en los niveles de prolactina circulantes, se atribuyen a la presencia del

PRL-R en tejidos blanco. La relevancia clinica de la PRL sobre el sistema
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inmunolégico no se conoce bien en la actualidad, pero existen aigunas evidencias
que apoyan el probable papel de esta hormona sobre el curso de ciertas
enfermedades autoinmunes. La mayoria de pacientes con lupus eritematoso
generalizado y artritis reumatoide cursan con incremento en las concentraciones
de PRL circulante ‘“hiperprolactinemia”. El aumento moderado de estas
concentraciones sugiere la participacion de tejidos extrahipofisarios de PRL
circulante. Ademas, la secrecién de la PRL por los linfocitos de estos pacientes es

mayor que en sujetos sanos (Chuang y Molitch, 1988).

Tabla 2. Acciones biolégicas de la prolactina

Organos blanco Efectos Referencias

Glandula mamaria Regula el desarrollo y crecimiento celutar, aumenta la (103)
sintesis de proteinas y carbohidratos de la leche,
regula el transito de IgA a través del epitelio celular
Higado, rifidén, piel, pancreas, Estimula el desarrollo y crecimiento celular y {31
hipdfisis, Sist. inmunolégice, contribuye a la progresion del cancer {76)
lineas celulares tumorales de
glandula mamaria y de

linfocitos Nb2

Gobnadas Regula accicnes luteotrépicas y luteoliticas, inhibe la (4)
esteroidogénesis, estimula sintesis de receptores
para gonadotropinas

Hipotalamo Estimula el recambio de dopamina, disminuye la {48)
secrecion de GnRH

Pancreas Estimula la proliferacién, aumenta la actividad de las (81}
células B para la secrecion de insulina

Prostata Estimula la proliferacién, aumenta IGF-1 y sus {(117)
receptores y los receptores para andrégenos

Rifdn, intestino, placenta Regula el equilibric de agua y electrolitos {(101)

Sistema inmunclégico:

Células NK Contribuye a ta proliferacion, diferenciacién y (17
activacion de NK contribuyendo a la sintesis de IFN-y

Granulocitos Estimula la expresion del gen de IRF-1 y la sintesis (16)
de la iNOS

Linfocitos Estimula la inmunidad celular, la proliferacién, la (55)
sintesis de IFN-y, de IL-2 y sus receptores, inhibe la (122}
apoptosis, regula la sintesis de la iINCS, estimula la (38)
expresion del gen de IRF-1

Monocitos Induce la diferenciacion y estimula la efectividad de (72)
presentacion del antigeno, regula los receptores para
GM-CSF

{Modificado de Méndez y Col. 2005. Revista de Investigacién Clinica. 57(3}: 447-456)
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1.7.5 Prolactina y su receptor en la tuberculosis bovina

La unién de PRL y su receptor mantiene una marcada interaccion bi-
direccional con el sistema inmunolégico: Estimula la proliferacién linfocitaria,
favoreciendo de este modo la respuesta inmune, mientras que sus propias
acciones bioldgicas se hallan bajo el control de citocinas capaces de modificar la

concentracion plasmatica de PRL (Li-Yuan Yu-lee, 2002).

Estos efectos reciprocos implican la presencia de receptores especificos
para PRL, presentes en la membrana celular de numerosas clases de linfocitos y
células accesorias. En los bovinos, el PRL-R es un miembro de la superfamilia de
receptores de citocinas, es una proteina transmembranal de un sélo paso
localizado en el cromosoma 20 especificamente en fa banda 20q17 y se expresa
en una amplia gama de células y tejidos, incluyendo linfocitos y macréfagos
{Figura 2). En la especie bovina se expresan 2 isoformas del PRL-R: 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 N-
glicosilacion, la fosforilaciéon y la ubigquitinacion que podrian afectar el peso y

funcionalidad de la molécula {Schuler y col., 1997).

Se ha determinado su participacion en la modulacién de la sintesis de
diferentes mediadores inflamatorios incluyendo éxido nitrico, prostaglandinas y
citocinas, ya que se ha informado que la PRL contribuye a aumentar los niveles
del receptor para la IL-2 (Meli y col., 1997). La PRL no posee actividad intrinseca
de cinasa, por lo cual, dependiendo del tipo de tejido es la naturaleza de la via de
sefializacion (Figura 4). Su efecto inmunomodulador esta asociado a la interaccién
de PRL con su receptor mediante la via de las JAK-Stat1, que estimula la
expresion de genes asociados a la respuesta inmune como IRF-1, encargado de
mediar la activacion de la expresién de genes blanco como IFN-y, iINOS y
NRAMP1 los cuales son determinantes en la actividad antibacterial contra

patégenos intracelulares (Figura 4). Estos juegan un papel importante en la
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funcién de células dendriticas, macréfagos, diferenciacion de linfocitos T y NK
indispensables en la respuesta TH1 (Taniguchi y col., 2001). Sin embargo, la
prolactina también esta asociada a la via JAK-Stat5, 1a cual determina la supresién
transcripcional de IRF-1 coadyuvando a mantener la homeostasis del sistema

inmune frente a una respuesta de tipo TH1 (Ramana y col., 2000).

Actualmente, se considera que tanto las hormonas, como las citocinas son
moléculas reguladas funcionalmente mediante la expresion especifica de tejido de
sus receptores. Recientemente, se ha demostrado in vitro que una mezcla de
citocinas proinflamatorias (TNF-a, IFN-y e IL-18} inducen la expresién del PRL-R
en fibroblastos pulmonares desencadenando la respuesta inmune por via de las
JAK-Stat1. También se observé que la fosforilacién de Stat5 inhibe {a expresion de
IRF-1 y por lo tanto, se reduce la expresion de la iINOS y se comprueba el efecto
inmunomodulador de la PRL (Corbacho y col., 2003). Con este antecedente, estos
mismos autores estudian en un modelo in vivo la funcion de la PRL en una
respuesta de fase aguda, utilizando ratones inoculados con lipopolisacéarido (LPS).
La expresidon de citocinas proinflamatorias (TNF-o,, IFN-y e IL-1B) son
caracieristicas de este modelo, y se demuestra que la expresién del PRL-R es
especifica de tejido, ya que se observd una baja expresiéon de PRL-R en érganos
internos como higado, pulmén y una gran expresion en drganos linfoides, como
timo y bazo. La regulacion especifica de tejido del PRL-R durante ia inflamacion
sugiere la existencia de un mecanismo para desviar la sefializacion de la PRL a

los érganos del sistema inmune {Corbacho y col., 2004).
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2. JUSTIFICACION

En México, la tuberculosis es un padecimiento grave, tanto en humanos
como en el ganado bovino lechero. Existen evidencias de que varios genes
participan en la susceptibilidad o en la proteccion contra la TBB. La defensa
montada durante la tuberculosis principalmente es mediada por la respuesta
inmune celular, donde es crucial la activaciéon de los macréfagos y linfocitos T. En
este aspecto, se sabe que la IL-12 y el IFN-y son factores determinantes en el
desarrollo de una respuesta celular efectiva contra TB, determinando la formacién
del granuloma y la contencién de la infeccién, ciertas mutaciones en los receptores
de estas citocinas han sido asociadas con infecciones diseminadas de TB en

humanos.

Al evaluar la frecuencia de excrecion de M. bovis en leche, calostro,
exudados nasales y lavados bronquioalveolares se comprobé que existen
variaciones debidas a la capacidad de los macréfagos residentes en distintos
érganos para contener la infeccion. No obstante, se desconoce el control genético
de la resistencia a la TBB. Por otro lado, la unién de la PRL con su receptor se
asocia con la modulacién de la sintesis de mediadores inflamatorios contribuyendo
a estimular la expresion de genes asociados a la respuesta inmune mediada por
células, por lo que se considera que puede jugar una funcién importante en el
control de la TBB.

Actualmente no existe autorizacién de vacunas para el control de la TBB
por elio es necesario identificar y caracterizar los genes principales que intervienen
en el control inmunolégico de esta infeccion. El control de la TBB a nivel celular
esta determinado por la activacion de las funciones de los macréfagos, por lo cual
es de importancia analizar la expresion de los genes responsables de dicha

activacién lo cual puede contribuir a caracterizar el control genético de la TBB.
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3. HIPOTESIS

Durante la infecciéon por M. bovis en vacas lecheras, la expresién del receptor de
prolactina e IL-12 varia entre células de distintos érganos de animales infectados

con tuberculosis bovina.

4. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar la expresién del receptor de prolactina e IL-12 en células de distintos
organos obtenidos de bovinos infectados experimental y naturalmente con M.

bovis, asi como en bovinos sanos.

4.1 Objetivos particulares

1. Comparar los niveles de expresion del PRL-R e IL-12 a nivel de RNA y
proteina en tejidos linfoides (timo, bazo y nédulos linfaticos) y en érganos
internos (pulmén e higado) de bovinos infectados experimental vy

naturalmente con M. bovis, asi como de bovinos sanos.

2. Determinar la expresién del PRL-R e IL-12 a nivel de RNA y proteina en
lavados bronquioalveolares obtenidos de bovinos infectados experimental y

naturalmente con M. bovis, asi como de bovinos sanos.
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5. MATERIAL Y METODOS

El presente trabajo se realizé en la Universidad Auténoma del Estado de
Hidalgo, en el Instituto de Ciencias Agropecuarias, CICIVET, AA-MVZ, ubicado en
Av. Universidad km 1 Ex-hacienda de Aquetzalpa, Tulancingo, México y en las
instalaciones del CENID-Microbiologia Animal del INIFAP, México D.F.

5.1 Material biolégico

5. 1.1 Muestras de vacas infectadas con M. bovis y controles sanos

En este trabajo se utilizaron fres grupos de vacas Holstein con las siguientes

caracteristicas:

1. Vacas infectadas experimentaimente con M. bovis

En este grupo se utilizaron 4 vacas sanas que fueron desafiadas con una
cepa silvestre de M. bovis previamente aislada y caracterizada, con una
dosis de 5 x 10* UFC via intra-traqueal. Los tejidos de estos animales
fueron amablemente donados por el Dr. Fernando Diaz Otero (INIFAP,
México D.F). Para mostrar la infeccién por M. bovis antes del sacrificio, se
les realizé la prueba de la tuberculina o intradermorreaccién doble
comparativa inoculando PPD bovina 0.1 ml (1 mg proteina/ml| de la cepa
ANS5 de M. bovis) o PPD aviar 0.1 ml (0.5 mg proteina/ml de la cepa D4 de
M. bovis)*. La reaccidén se midié a las 72 horas considerandose positivas
las que mostraron incremento en el grosor de piel mayor a 12 mm.
También se les realizé la prueba del IFN-y, se obtuvo sangre con heparina
(20 unidades de heparina/ml} y se estimulé con 100 pl de (PPD-aviar 300
mg/ml} y (PPD bovino 300 mg/ml)**. Se considerd positivo cuando el
estimulo de PPD-bovino excedié 100 unidades de ODysy y con PPD aviar
50 unidades ODuso. A la necropsia, tres de ellas mostraron granulomas
principalmentie en nodulos linfaticos y por Zhiel-Neelsen todas resultaron
positivas. La infeccién fue corroborada al aislar M. bovis de diferentes

organos de las vacas.
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2. Vacas infectadas naturalmente con M. bovis
Este grupo esta compuesto por cuatro vacas Hoistein infectadas con M.
bovis de manera natural. Dos de ellas fueron obtenidas de un hato de alta
prevalencia con pruebas de tuberculina e IFN-y positivas. Los tejidos de
estos animales fueron amablemente donados por el Dr. Ciro Estrada
Chavez (CIATEJ, Guadalajara, México). La necropsia sdélo mostrd
granulomas principalmente en nédulos linfaticos. Las otras 2 vacas fueron
obtenidas del Rastro Municipal de Tulancingo, México identificadas por
lesiones sugestivas a tuberculosis y por Zhiel-Neelsen todas resultaron
positivas.

3. Confroles sanos
Este grupo consté de 2 vacas Holstein provenientes de un hato libre de
tuberculosis y brucelosis perteneciente al Rancho Universitario de la UAEH
{(PROUNILAC), siendo negativas a la prueba de la tuberculina e IFN-y. La
necropsia no mosiréd lesiones en ningun o6rgano y por Zhiel-Neelsen
resultaron negativas. En esté estudio también se utiliz6 una vaca que
estaba en el pico de produccién lactea (3 meses post parto} y una vaca al
inicio de la lactancia (4 dias post parto), de ambas vacas sélo se colecté

tejido mamario utilizado para estandarizar la expresion del PRL-R.

De todos los bovinos mencionados anteriormente, se obtuvieron muestras
de aproximadamente 2 cm? de tejidos linfoides (timo, bazo y nédulos linfaticos
retrofaringeo, traqueobronquial y mediastinico), érganos internos (pulmén e

higado) y LBA que posteriormente fueron conservadas a -80 °C.

* Productora Nacional de Bioldgicos Veterinarios, México D.F, México
** BOVIGAM, CSL, Parkville, Australia
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5.1.2 Obtencion de los lavados bronquioalveolares

Para obtener las células de los LBA los pulmones fueron transportados en
frio al laboratorio, luego se lavaron con PBS 1X (NaCl 137 mM, KCl 3mM,
Na;HPO,4 8mM, KH.PO4,2mM, pH 7.2)*, dando ligeros masajes y con una bomba
de vacio se recolectaron las células, depositandolas en tubos falcon de 50 ml.
Posteriormente, se centrifugaron por 15 minutos a 5,000 gravedades y el pellet fue
resuspendido en 3 ml de (PBS*/glicerol 50%) o en 500 ui de trizol*™* y luego se

conservaron a -80°C.

5.2 Extraccion de RNA

El RNA total de las células de los diferentes tejidos y LBA de las vacas
utilizadas en este trabajo se extrajo por medio de la técnica de Trizol*™. Se
tomaron 50 mg de tejido de cada una de las muestras y se colocaron en un tubo
eppendorf de 2 ml, al cual se le agregaron 500 pli de trizol y sin que la muestra se
descongelara se homogeneizaron con un politrén PT 1200 E***. Después de
triturar el tejido se agregd 0.1 mi de cloroformo agitando suavemente por 15
segundos, se dej6 incubar la suspensiéon 5 minutos a 4°C en cama de hielo. Se
centrifugd la suspension a 4°C durante 15 minutos a 5,000 gravedades, se
recuperé el sobrenadante (fase incolora) en la que se encuentra el RNA y se
transfirid a un tubo eppendorf limpio de 1.7 ml (0.5 ml de la fase acuosa por cada
tubo).

Luego se le adicioné 0.5 mi de isopropanol (vol/vol), para precipitar el RNA
y se dejo incubando durante 15 minutos a 4°C, se centrifugdé a 4°C durante 15
minutos a 5,000 gravedades, se eliminé el sobrenadante para lavar el botoén de
RNA con 800 pl de etanol al 75 % previamente enfriado a -20°C. Se mezclé la
suspensién por 15 segundos y se centrifugé a 4°C durante 15 minutos a 5,000
gravedades, se eliminé el sobrenadante hasta la titima gota. Una vez obtenido el
botén de RNA, se realizé una purificacion del RNA por el método de DNasa |, para
lo cual se agregd 190 ul de buffer para DNasa 1X, al botén de RNA y 4 pl de la

enzima DNasa 50 U/plt, y se incubé en bafio maria a 37°C durante 15 minutos. Se
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agregaron 0.2 ml de fenol saturado a cada muestra (vol/vol), se agitd por 15
segundos y se centrifugd 3 minutos a 5,000 gravedades, se transfirio la fase

superior {incolora) a otro tubo sin tocar y sin llevarse nada de la fase inferior.

Se le adicioné 0.2 mi de cloroformo/alcohol-isoamilico (24:1} (volivol)
agitando 15 segundos y se centrifugé 3 minutos a 5,000 gravedades. Se recupera
el sobrenadante para agregar 500 pl de etanol al 100%, recién sacado del
congelador y 70 ul de acetato de sodic 3 M pH 5.3. Se agité suavemente, se
centrifugd a 4°C por 15 minutos, se decantd y se dejé secar el pellet, para luego

resuspenderlo en 50 ul agua tratada con dietilpirocarbonato (DEPC).

EL RNA obtenido se cuantificé en un espectrofotémetro NanoDrop 1000* a

densidad éptica de 260 y 280 nm colocando 2 ul de muestra.

*Santa Cruz Biotechnology, Inc
**Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
**KINEMATICA, AG

1 InvitrogenLife Technologies, Carlsbad, CA
1 NanoDrop Technologies, Inc.
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5.3 Electroforesis en geles de agarosa con formaldehido

La calidad y cantidad del RNA se estimé en geles de agarosa al 1% en TBE
1X con 2% de formaldehido al 37 %. La agarosa se fundié, se le agregd 1.5 pl de
bromuro de Etidio (5mg/m!) por cada 15 ml de agarosa y se colocé en una camara
de electroforesis horizontal dejandose solidificar. Se mezclaron 2 pg de RNA con 3
ul de buffer de carga (azul de bromofenol, xilencianol, 10% glicerol, 2%
formaldehido, 15% de formamida) y se colocaron en cada pozo del gel, la
electroforesis se realizé a 100 volts durante 30 minutos y se observaron los geles

con radiacion UV en un transiluminador.

La electroforesis de los productos de PCR se realizé en geles de agarosa al
2% durante 50 minutos, el tamafic de los fragmentos fue determinado en un
fotodocumentador Gel Logic 1500* con un marcador de peso molecular de 201 a
622 pb (pBR322/Mspl) **.

5.4 Sintesis de DNA complementario

La reaccion de retrotranscripcion (RT) para generar DNAc se realizé a partir
de RNA total. La mezcla de reaccion por muestra para la RT se realizé en un
volumen de 20 pl, utilizando los siguientes reactivos: 2 ul de buffer 10x 1.5 mM, 2
pl de DTT 0.1M, 2 pl de dNTP’s 2 mM, 3 pg random primers, 2 pl de RNase OUT
40 U/ pl y 2 pl de enzima RT Superscript [l 200 U/ pI***, 2 pg de RNA y se ajusto
con agua DEPC. La reaccién de RT se realizé usando un termociciador GeneAmp
9700 Sequence Detector’. La mezcla fue incubada durante 60 minutos a 37°C y la

enzima inactivada a 95°C durante 5 minutos, almacenado a -80°C hasta su uso.

5.5 Analisis de la expresién del PRL-R por RT-PCR

Para la deteccion de PRL-R se utilizaron los primers sentido 5-CCA GAG
AGC TCC ATC CAG ATA CCT A-3' y antisentido 3'-CAA GTC CTC GCA GTC AGA AGT
GG-5' amplificando un producto de 302 (pb) y para control interno B-actina sentido
5-ACC AAC TGG GAC GAC ATG GAG-3 y antisentido 3-GCA TTT GCG TGG ACA
ATG GGA -5 amplificando un producto de 890 (pb) (Shoda y col. 2000)*.
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El PCR se realizé usando un termociciador GeneAmp 9700 Sequence
Detector®. La reaccién de amplificacion se llevé a cabo en un volumen final de 20
yl, en la cual se utilizaron 1 pl de buffer 10x 1.5mM, 0.8 ul de MgCl, 25 mM, 1 ul
de dNTP’s 2 mM, 100 pmol del primer de B-Actina y del PRL-R®, 1 unidad de taq
Gold (50 U/ul)t, 2 pl de cDNA y se ajusté con agua DEPC. La activacion de la
enzima a 94°C por 12 minutos bajo las siguientes condiciones: desnaturalizacion a
94°C por 30 segundos, alineacion a 60°C por 1 minuto, extensién 72°C por 1

minuto; al final de los 40 ciclos se dio una extension de 10 minutos a 72°C.

* Kodak molecuiar Imaging Systems

** Sigma Chemical Co

*** Invitrogen Life Technologies, Carisbad, CA
1 Applied Biosystems, CA, USA

I Gibco, Grand Island, NY
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5.6 Analisis de la expresion del PRL-R e [IL-12 por Western blot

Para extraer las proteinas totales de las células de los tejidos y LBA fueron
homogeneizados en buffer RIPA (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 1% NP40, 0.5%
deoxicolato de sodio, y 0.1% dodecilsulfato sédico [SDS])*, conteniendo un mezcla
de inhibidores de proteasas (aprotinina, leupectina, pepstatina, guimostatina,
antipaina y fluoruro de fenilmetil sulfonilo [PMSF]) e inhibidores de fosfatasas
{(ortovanadato de sodio NA3VO41 mM y NAF 50 mM).

El lisado celular se obtuvd por centrifugacién durante 20 minutos a 4°C. Las
proteinas fueron cuantificadas por el método de Lowry™ y observadas en geles
tefiidos con azul de Coommassie. Aproximadamente, 100 yg de proteinas totales
fueron cargadas en geles de poliacrilamida de 7.5 a 10% y transferidas a
membranas de polifluoruro de vinilideno (PVDF}**.

Las membranas fueron bloqueadas con leche descremada al 5% toda la
noche y se incubaron con el anticuerpo policlonal anti-PRL-R (Sc-20992) (2.5
pug/miy*** y anti-IL-12p70 {(MCA2137Z) (2 pg/ml’ por 5 horas a temperatura
ambiente. Después de lavar las membranas con PBS se incubaron con un
anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa por 1 hora, las membranas
fueron reveladas por quimioluminiscencia*. Como control fue utilizado el anticuerpo
nomoclonal anti-actina (MCA1964) (1:1000)°. El tamafic de los fragmentos fue
determinado en un fotodocumentador Gel Logic 1500°° con los marcadores de
peso molecular que van de 29-100kDa (161-0305) y de 31-196 kDa (16-0318) **.

* Sigma-Aldrich Co.

** Bio-Rad, Hercules, CA)

*** Santa Cruz Biotechnology, Inc

T Serotec, Oxford, United Kingdom

* Pierce Chemical, Rockford, lllinois

* Chemicon, Temecula, California, USA
** Kodak molecular imaging Systems
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6. RESULTADOS

6.1 Pruebas inmunoldégicas y patolégicas

Las pruebas realizadas a ocho de los bovinos utilizados en este trabajo
antes del sacrificio, fueron la intradermorreaccion e IFN-y. Los cuatro bovinos del
grupo de los infectados experimentalmente con M. bovis fueron positivos para
ambas pruebas, la infeccion se corroboré al aislar M. bovis de diferentes érganos
de las vacas. Sélo a dos de los cuatro animales del grupo de los infectados de
manera natural se les realizaron ambas pruebas, resultando positivos a
tuberculosis. El diagnéstico para los otros dos se basd en la observaciéon de

lesiones macroscépicas a la necropsia, sugestivas a la infeccién.

La histopatologia confirmé lesiones granulomatosas sugestivas a
tuberculosis en aquellos animales positivos a pruebas inmunolégicas y
macroscopicas. También se les realizé la prueba de Zhiel-Neelsen para identificar
bacilos acido-alcohol resistente (BAAR) en los granulomas de los diferentes
organos. Todos los animales infectados, excepto uno, mostraron (BAAR). Dos de
los bovinos infectados de manera natural mostraron gran cantidad de bacilos en
los granulomas de 6rganos internos y linfoides (Figuras 10 y 12 B). Los 2 controles

sanos incluidos en este estudio resultaron negativos a todas las pruebas (Tabla 3).

La necropsia mostré lesiones moderadas en nddulos linfaticos retrofaringeo
y mediastinico en 2 de los bovinos infectados experimentalmente (vaca 1 y 2;
Tabla 4) y el bovino 1 ademas presentdé multiples lesiones en higado. Otro de los
bovinos (vaca 3) de este grupo sélo presentd una lesion pequefia en pulmén, y el
otro bovino (vaca 4) no mostré lesiones en ninguno de los érganos (Tabla 4). En
los bovinos infectados de manera natural se observaron multiples lesiones y
granulomas. En los nédulos linfaticos retrofaringeo, mediastinico,
tragueobronquial, en pulmén e higado de 2 de ellos (vaca 5 y 6; Tabla 4)

presentaron multiples lesiones y granulomas calcificados. En los otros 2 bovinos
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de este grupo (vaca 7 y 8) sélo se observaron lesiones moderadas en nédulos

linfaticos retrofaringeo y traqueobronquial {Tabla 4).

Tabla 3. Diagnéstico immunopatolégico de bovinos infectados experimental y naturalmente con M.
bovis

PPD INFy Granulomas Zhiel-Neelsen
No. del animal Tuberculina Bovigam Necropsia

Infectadas experimentalimente

Vaca 1 v V¥ Rf, M v
Vaca 2 ¥ ¥ Rf, M y
Vaca 3 V v PL V¥
Vaca 4 ) v - v
Infectadas naturalmente

Vaca 5 . . Rf T, M, PL, Hg v
Vaca 6 . . Rf, T, M, PL., Hg ¥
Vaca 7 ¥ + Rf

Vaca 8 v ¥ - -

Controles

Vaca 9 - - - -
Vaca 10 - - - -

PPD=Derivado proteico purificado, IFN-y=Interferén gamma, ¥=Positivo, - =Negativo, =Sin
pruebas diagnosticas, T=Traqueobronquial, Rf=Retrofaringeo, M=Mediastinico, PL=Pulmén, Hg=
Higado.
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Tabla 4. Resultados macroscopicos de bovinos infectados experimental y naturalmente con M.
bovis

Organo LN Rf LN M LN Tb Timo Pulmén Baze  Higado
No. Infectadas experimentaimente

Vaca 1 ++ AP ++ AP - - - - +++M
Vaca 2 ++ AP ++ AP - - - - -
Vaca 3 - - - - +P - -
Vaca 4 - - - - - - -
Vaca s +++ AIG +++ A/G +++ A/G + +++ AIG - +++ A/G
Vaca 6 +++ A/G +++ AIG +++ AG + +++ AIG - +++ A/G
Vaca 7 ++ AIG - - - - - -
Vaca 8 ++ - ++ - - - -

A=Aumentado de tamafio, P=Piogranulomatoso, G=Granuloma calcificado, +=Ligeramente
lesionados, ++=Moderadamente lesionados, +++=Muy lesicnados, - =Sin cambio aparente, M=
Lesiones multifocales.
6.2 Observacion de la integridad de las proteinas por electroforesis en geles
de acrilamida

Para determinar la expresién del PRL-R e IL-12 en las células de 6rganos
linfoides (timo, bazo, nédulos linfaticos retrofaringeo, traquecbronquial y
mediastinico), de drganos internos (pulmén e higado) y en LBA se extrajeron
proteinas totales a partir de lisis celular con el buffer RIPA. La integridad fue
evaluada en geles de poliacrilamida al 10 % tefidos con azul de Coommassie
(Figura 5).

El patrén de bandas observado en la Figura 5 nos demuestra una buena cantidad

y calidad de proteinas en todos los tejidos, las cuales se utilizaron para medir la

expresion de una proteina determinada, por el método de Western blot.
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Figura 5. Integridad de proteinas totales de tejidos y de LBA. Linea 1 timo, 3 higado, 5 bazo, 7
puimén, 9 nddulo linfatico traqueobronquiatl de bovinos infectados experimentalmente con M. bovis,
2 timo, 4 higado, 6 bazo, 8 pulmén y 10 nédulo linfatico fragueobronquial de bovinos libres TBB, 11,
12, 13 y 14 LBA de bovinos infectados experimentalmente y naturalmente con M. bovis y 15 LBA
de bovinos libres de TBB,
6.3 Andlisis de la expresion del PRL-R en bovinos sanos e infectados con M.
bovis por Western blot

Para demostrar el funcionamiento del anticuerpo anti PRL-R utilizado en
este estudio, se extrajeron proteinas totales de tejidc de glandula mamaria de
bovinos en diferentes periodos de produccién lactea. Una de las muestras en el
pico de produccién (3 meses post parto) que utilizamos como control positivo del
experimento y la otra vaca en periodo de post parto (4 dias) con la finalidad de

obtener un control negativo.

En este andlisis se identificaron 2 proteinas con peso similar a las diferentes
isoformas de la proteina del PRL-R en las células de glandula mamaria del bovino
que estaba en el pico de produccién lactea, una de 75 kDa, asociada a la isoforma
larga y otra de 55 kDa asociada a la forma corta del receptor (Figura 6, linea 1).
Sin embargo, en las células de glandula mamaria del bovino en periodo post parto,
al inicio de la lactancia no se observa la expresién del PRL-R (Figura 6, linea 2).
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Figura 6. Western blot con anti-PRL-R en tejido de glandula mamaria de bovinos libres de TBB.
Linea 1, células de tejido de glandula mamaria de 3 meses post parto, linea 2, células de tejido de
glandula mamaria de un bovino de 4 dias post parto. Las proteinas totales fueron separadas en
geles de poliacrilamida al 7.5%, transferidas a una membrana de PVDF, incubadas con anti-PRL-R,
mas un anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa, y reveladas por quimioluminiscencia. La
expresién de B-actina fue usada como control internoc. Ef carril M corresponde al marcador de peso
molecular que es de 31-196 (kDa).
6.3.1 Expresion del PRL-R en timo y bazo de bovinos sanos e infectados con
M. bovis

Al evaluar la expresion del PRL-R en tejidos de timo y bazo de los bovinos
infectados con M. bovis, se observd la expresiéon de 6 isoformas diferentes del
receptor, 4 de ellas asociadas a la forma larga (120, 110, 90 y 75 kDa) y 2
asociadas a la isoforma corta (55 y 40 kDa). En contraste, en los dos bovinos
libres de tuberculosis no se observé la expresién del PRL-R (Figura 7, Alinea 5 y

6; Figura 7, B linea 11 y 12).
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Figura 7. Expresion del PRL-R en células de timo y bazo de bovinos infectados experimentalmente
con M. bovis por Western biof. A) Linea 1, 2, 3 y 4 timo de bovinos infectados experimentalmente
con M. bovis, 5 y 6 timo de bovinos libres de TBB. B} Linea 7, 8, 9 y 10 bazo de bovinocs infectados
experimentalmente con M. bovis, 11 vy 12 bazo de bovinos libres de TBB. Expresién de p-actina
usada como control. El carril M corresponde al marcador de peso molecular que es de 31-196
(kDaj.

6.3.2 Expresion del PRL-R en nédulos linfaticos de bovinos sanos e
infectados con M. bovis

En los nédulos linfaticos traqueobronquial, retrofaringeo y mediastinico de los
bovinos infectados natural o experimentalmente con M. bovis, que no presentaron
lesion en dichos 6rganos se observé la expresién de una isoforma del PRL-R de
75 kDA (Figura 8, A y B, linea 1-3; Figura 8, C linea 1-2; Figura 9, linea 1-3). Sin
embargo, en aquellos animales infectados natural y experimentalmente, que
presentaron lesiones en estos nddulos linfaticos se observaron diferentes
isoformas del PRL-R de 75, 65 y 45 kDa (Figura 8, A y B, linea 4; Figura 9, linea 4-
6. En los dos animales sanos no se detectd expresién de la proteina, al igual que
en timo y bazo. (Figura 8, A, By C, linea 5y 6).
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Figura 9 Expresion dei PRL-R en nédulos finfaticos de bovinos infectados de manera natural con
M. bovis por Western biot. {1 y 4) nddulo linfatico traqueobronquial, (2 y 5) retrofaringeo (3 vy 6)
mediastinico (1-3) bovinos infectados naturalmente con M. bovis que no presentaban lesiones, (4-
6) bovinos infectados naturalmente con M. bovis con lesiones sugestivas a tuberculosis. La
expresién de p-actina usada como control. Et caril M corresponde al marcador de peso molecular
que es de 31-196 (kDa).

2

Figura 10. Identificacion de BAAR por Zhiel-Neelsen. Las células fueron obtenidas por impronta de
tejido de nbdulos linfaticos traqueobronquial, mediastinico y retrofaringeo de los bovinos infectados
naturalmente con M. bovis con iesiones sugestivas a tuberculosis. Barra=50um.
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6.3.3 Expresion del PRL-R en pulmén e higado de animales sanos e
infectados con M. bovis

En higado de animales infectados, ya sea de manera natural o experimental
con M. bovis, observamos 2 isoformas del PRL-R, una de 100 y otra de 90 kDa
(Figura 11, linea 1-4; Figura 12, A linea 2). En los tejidos de pulmén de estos
mismos animales detectamos la expresion de 3 isoformas del PRL-R de 140, 75 y
55 kDa (Figura 11, linea 1- 4; Figura 12, B linea 1). En higado y pulmén de los

bovinos sanos no se aprecié ninguna banda (Figura 11, Ay B linea 5y 6).
En ambos érganos de los bovinos infectados naturalmente que tenian una

tuberculosis diseminada (Tabla 4: vaca 5 y 6) se observaron grandes cantidades
de BAAR (Figura 12 B).
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Figura 12. Expresibn del PRL-R en células de pulmén e higado de bovinos infectados
naturalmente con M. bovis por Wesfem biot. A) Linea 1 pulmén, linea 2 higado de bovinos
infectados naturaimente con M. bovis. Expresi6n de p- actina usada como control. B) Zhiel-Neelsen
de células obtenidas por impronta del mismo pulmoén e higado del panel A. Bama=50um.
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6.3.4 Expresion del PRL-R en lavados bronquioalveolares de bovinos sanos e
infectados con M. bovis

La expresion del PRL-R en células de lavados bronquioalveolares obtenidos
de bovinos infectados experimental y naturalmente con M. bovis. Se analizé por la
técnica de Western blot, de igual manera que en los de tejidos. Este estudio nos
permitié observar en LBA de bovinos infectados con M. bovis la presencia de dos
isoformas del PRL-R de 75 y 55 kDa (Figura 13, linea 2-5), mientras que en LBA

obtenidos de bovinos sanos no se observd expresion del PRL-R (Figura 13, linea

1}.

Las diferentes isoformas caracterizadas en bovinos infectados con M. bovis
en timo, bazo, nédulos linfaticos traqueobronquial, retrofaringeo, mediastinico,
pulmén, higado y lavados bronquioalveolares se presentan de forma sintetizada en
la Tabla 5.

PRL-R
1 4 5 M kDa
?} - 196
112
75—
55—
42
B-Actina 31

Figura 13. Expresion del PRL-R en células de LBA de bovinos infectados natural y
experimentalmente con M. bovis. Linea 1 LBA de bovino libre de TBB, linea 2 y 3 LBA de bovinos
infectados experimentatmente con M. bovis, linea 4 y 5 LBA de bovinos infectados de manera
natural con M. bovis. Expresion de B- actina usada como control. El carril M corresponde al
marcador de peso molecular que es de 31-196 (kDa).
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Tabla 5. Isoformas del PRL-R en diferentes tejidos y LBA de bovinos infectados con M. bovis

NL Rf NL M NL Tb Tm Bz Hg Pt LBA
40 40 40 40 40 - - -
- - - 55 55 - 55 55
65 65 65 - - - - -
75 75 75 75 75 - 75 75
80 - - - - -
- 90 90 SC - -
93 - - 100 - -
110 110 - -
120 120 - -
140 -

NL Rf=Nédulo linfatico retrofaringeo, NL M=Nédulo linfatico mediastinico, NL Th=Nadulo linfatico
traqueobronguial, Tm=Timo, Bz=Bazo, Hg=Higado, PI=Pulmén y LBA=Lavados bronquioalveolares.

6.4 Expresién de IL-12 en tejidos y LBA de bovinos infectados con M. bovis

La expresion de IL-12 en érganos linfoides, higado, pulmén y LBA de
bovinos infectados natural y experimentalmente con M. bovis se realizé por ia
técnica de Western blof. Este estudio permitié identificar la expresion de proteinas
con peso similar a la subunidad IL-12p35, IL-12p40, heterodimeros (IL-12p70) y
homodimeros IL-12(p40), en érganos internos y linfoides de bovinos con TBB
(Figura 14, A linea 1-6). En células de LBA de bovinos infectados con M. bovis
s6lo se observé ia expresion de homodimeros (IL12 p40,) (Figura 14, Allinea 7 y
8). En muestras de tejidos o de LBA de bovinos libres de TBB no se observé la

expresién de ninguna subunidad de IL-12 (Figura 14, B linea 9-16).
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6.5 RT-PCR para el PRL-R utilizando RNA total de tejidos y LBA de bovinos
infectados con M. bovis y sanos

En las mismas muestras de bovinos infectados con M. bovis y sanos
analizamos la expresién transcripcional de PRL-R a nivel de RNA por RT-PCR. El
RNA total se aisl6é por la técnica de trizol y la integridad fue evaluada en geles de
agarosa al 1% en TBE 1X con 2% de formaldehido al 37 % (Figura 15). En esta
figura podemos apreciar las dos subunidades ribosomales 28s y 18s que nos

indican una integridad apta para la sintesis de DNAc.

La expresién del PRL-R en muestras de érganos internos y linfoides de
bovinos infectados natural y experimentalmente con M. bovis se analizé usando el
método de RT-PCR. En todas las muestras de tejido de bovinos infectados con M.
bovis se pudo observar la expresién de RNA detectando 2 transcritos del PRL-R,
con tamafios de entre 302 pb y otro de 290 pb (Figura 16, A). En las muestras de
bovinos libres de TBB no observamos expresion de RNA del PRL-R (Figura 16, B).

La expresién del PRL-R en células obtenidas de LBA de bovinos infectados
con M. bovis se determiné por RT-PCR. El analisis con RNA en las células de LBA
permitié observar la expresion de 2 transcritos del PRL-R con tamarfios de entre
302 pb y 290 pb (Figura 17, linea 3 y 4). Sin embargo, en células de LBA de los
bovinos libres de TB observamos bandas de distinto tamario (Figura 17, linea 1y
2}, de entre 200 y 220 pb.
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18s
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Figura 15. Integridad del RNA en tejidos y LBA de bovinos infectados con M. bovis. Panel A) Linea
1y 2timo, 3y 4 higado, 5y 6 bazo, 7 y 8 pulmén. Los carriles 1, 3, 5 y 7 corresponden a muestras
de bovinos infectados con M. bovis, los carriles 2, 4, 6 y 8 a bovinos libres TB. Panel B) Se
muestra el RNA de LBA de bovinos infectados con M. bovis (1-4) y linea 5 corresponde a LBA de
bovine libre de TB.

47



8y

‘(qd) 229-1.0Z @p so anb Jeinoajow osad ap Jopeoiew
[e 8puodseLod [\ |JED [T "JOIIUOD OWOD BpesSn any euiloe-d op ugisaldxe e oAljisod [0JjU0 0Zeq 8p YNQG L A (O%H) oaebau |01uod
9 'dl saiqy soulnoq ap |[einbuoiqosnbes) odnejull ojnpou § ‘owl ¢ ‘ozeq ¢ ‘opebly z ‘uowind | eaui (g |aued oaysod j0auod ¥ A 2
‘(O%H) oAebau |04u0d g A 9 ‘S1A0q iy UOD SOPRIIBJUI SoUIAOg ap feinbuoigoanbel) ooiejull ojnpou ZL A ¢ ‘ow || A v ‘ozeq Q| A £ ‘opebly
6 Az 'ugwind g A | eaul (V [aUBd YO d-1¥ JOd SIM0Q W UOD SOPEJISBIUI SOUIAOQ 8P $OpIIS) ap SE[NED Ua Y-Tdd |9p uoisaidx] g} eanBig

qd 068 —

eunovy-¢d

i

vee

£

125
z9

qdzoc— Bl

L 9§ v ¢ ¢ | vieLZhiloLe 8 L 9§ v €C LI
g v
d-Tdd



PRL-R

622
527

404

39
2t

302 pb

890 pb”>

B-Actina

Figura 17. Expresién del PRL-R en células de LBA de bovinos infectados con M. bovis y libres de
TB por RT-PCR. Linea 1 y 2 LBA de animales sanos, 3 y 4 LBA de bovinos infectados con M.
bovis, linea 5 control negativo (H,0) y 6 DNA de bazo controi positivo. La expresion de p-actina fue
usada como control. El carril M corresponde al marcador de peso molecular que es de 201-622

(pb).

6.5.1 Gen del PRL-R bovino empleado en el analisis de RT-PCR

Los primers utilizados para el andlisis de la expresién del PRL-R por medio de Ia
técnica de RT-PCR se disefiaron a partir de la secuencia completa del gen de la
isoforma larga del PRL-R del bovino, la cual se obtuvo del GenBank (L02549)
Figura 18.
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61

121

igl

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441

1501

1561

1621

CGGGCAAATG
GCCCGTTTAC
TCCTGTGGAA
AGGACACCTT
TTTTGCTACT
AAAACGATGA
AGCTCGTTAA
TCGAGCAATT
CAGATGGAGG
GTCTACCTCC
TCCATGAATG
AGGTACTTAC
ACACCTCCAT
TGTGGAGGTA
GTTCCTCGGA
CAAGGAGCCT
ACCTGACTTT
TGGACTGAAA
CTCCACCCAC
GAGGTGGGTG
TAAAACCTGA
ATTTTGGACT
AGATTTTCAA
TCTARABRAGTT

ATGGATACTG

TACCTATGAC
TGAAGGACAC
ACTTCCTGTG
TGGTCTGEGC
ACCAGACCCG
CAGGGCCAAA
GTCCCGGTTT
TTCTGCGAGC

AAGACGCTCG

TGGAGTTCAT
ACCTCARGTA
AACACACGGA
TTGTGTGCCT
GCAGCTGCGA
CGTCGACGCT
CCAAGTTCCA
GGTTCAAGGT
GTCTCCAGGC
CAGAGGTCCG
GACCCAAATC
CTGGGTTTAG
CTTACCACAA
GAATGGTGTT
CTTCGCTGGA
GAAGCGACCT
GGGAAGGAAA
CCCTTCCTTT
ACACGGTGTG
TGTGCCACAC
ACGTGGAGAT
TGCACCTCTA

CTGAGGATAC
GACTCCTATG
AGAGGAAGGA
TCTCCTTCCT
TTTTCTCAGT
AAAAGAGTCA
ATGTCGGTCT
TACAGCCAGA
ACTTCCTACC
TGARGGATGG
TCCAGACTAC
AGGTCTGATG
ATGGAAGATG
TACCTTCTAC
TCCACTTTAT
AGGTGAAATA
GGAATTAAAA
CCTTAATTTT
CATGACTGAT
GTACTGACTA
GRAAGCAACT
CTTTCGTTGA
CTTATATCCA
GAATATAGGT

GAGTGAGTGG

CTCACTCACC
AAGCATGTGG
TTCGTACACC
AGTGGCTTTG
TCACCGAAAC
ARTAARAAGGA
TTATTTTCCT
TCTGGAAAGC

AGACCTTTCG

AGAGGTAGAT
TCTCCATCTA
GCAAGGCGTG
CGTTCCGCAC
CAGCCCTTCG
GTCGGGAAGC
TACTCCCGAG
ATGAGGGCTC
CCCTCAGAGC
GGGAGTCTCG
TTCCACATGG
ARGGTGTACC
CATTGCTGAC
GTAACGACTG
CCAARACAGAC
GGTTTGTCTG
GGCAACCAAG
CCGTTGGTTC
GCCACGACCC
CGGTGCTGGG
CCACAAGGTC
GGTGTTCCAG

TTTCCAAGTG
AAAGGTTCAC
GCCAACATGA
CGGTTGTACT
GTCAGCCTTC
CAGTCGGRAG
CCTGGAARGG
GGACCTTTCC
AATTACACGC
TTAATGTGCG
AMRACCGGGG
TTTTGGCCCC
TACGTCATCA
ATGCAGTAGT
GTGCACGTGA
CACGTGCACT
CATCCAGARG
GTAGGTCTTC
GTARAATCTG
CATTTTAGAC
GATTGGGAGA
CTAACCCTCT
GGACARAARAT
CCTGTTTTTA

AACCCTGAGT
TTGGGACTCA
AGGAARATGC
TCCTTTTACG
TGAATGGACA
ACTTACCTGT
AAACATTCAC
TTTGTAAGTG
TGACTTACCA
ACTGAATGGT
GCCCCARACTC
CGGGGTTGAG
CAGTAAACGC
GTCATTTGCG
CTTACATAGT
GAATGTATCA
ATAGRAAACC
TATCTTTTGG
GTTGGTTCAT
CAACCAAGTA
CTCATTTTAC
GAGTAARATG
ACCTTGTGCA
TGGAACACGT

GBACCTCTAA
CTTGGAGATT
AGCATCTAGA
TCGTAGATCT
GTCACCTCCT
CAGTGGAGGA
CTGCTGGTGG
GACGACCACC
CAAGGAAGGA
GTTCCTTCCT
CTGCTACTTT
GACGATGAAA
CATCAACCAG
GTAGTTGGTC
TGAACCAGAG
ACTTGGTCTC
ATATCTATGG
TATAGATACC
TATCCAGTAC
ATAGGTCATG
TCTGAAGCAA
AGACTTCGTT
GATTCGCTGC
CTAAGCGACG

TATATTTATT
ATATAAATAA
GTGGTTTTCA
CACCAAAAGT
GAAARACCCA
CTTTTTGGGT
GAGCCTGGGG
CTCGGACCCC
GARAACACTCA
CTTTGTGAGT
AGCARGAAGC
TCGTTCTTCG
ATGGGAATCA
TACCCTTAGT
CCTCCTGCAA
GGAGGACGTT
ATAABATGGT
TATTTTACCA
GARATTCGAT
CTTTAAGCTA
ACTCAGCTTA
TGAGTCGAAT
AAGCCAGACC
TTCGGTCTGG

AGC'E'CAGAGA GCTCCA‘I'CCA GATACCTA‘AT GACTTCCCAG

TCGGGTCTCT
ATCTTTGTGG
TAGAARCACC
AAGGGCTATA
TTCCCGATAT
TTTGATGTTC
ARACTACAAG
CAAGACTTCC

GTTCTGAAGG

GACTGTGAGG
CTGACACTCC
AAGCCCATGC
TTCGGGTACG
CTCTTGTCTG
GAGAACAGAC
GGCCCTGAGA
CCGGGACTCT
RCAAGCGTGG
TGTTCGCACC
CCTTTCCCGC
GGARAAGGGCG
GTGTGTGAGC
CACACACTCG
CAACATGCTT
GTTGTACGAA
CAGAGGGAGT
GECTCCCTCA
CAAGACAAAR
GTTCTGTITTT
AGCCAAGATG
TCGGTTCTAC

50

CGAGGTAGGT
CCATCCTTTC
GGTAGGARAG
GCATGGTGAC
CGTACCACTG
ATCTGCTGGA
TAGACGACCT
CCCCCACTTC

CTATGGATTA
TGCTGTCATC
ACGACAGTAG
CTGCATCCTC
GACGTAGGAG
GAAGGGCAAG
CTTCCCGTTC
TGACTGCGAG

CTGAAGGGTC
TGTTTGATTA
ACARACTAAT
CCACCAGTTC
GGTGGTCAAG
TCCGAAGAAC
AGGCTTCTTG
GACTTGCTGA

GGG‘GGTGAAG ACTGACGCTC CTGAAC"GACT

ACCAGCAGCT
TGGTCGTCGA
ACCTGGATCT
TGGACCTAGA
AAARGTGTGA
TTTTCACACT
AGCTGGAGAA
TCGACCTCTT
AAGGCAARAT
TTCCGTTTTA
AGCCCCCCAG
TCGGGGGGTC
TGGCCCTGGG
ACCGGGACCC
TAAAAGCCTC
ATTTTCGGAG
CAGAAGGCTG
GTCTTCCGAC
CCCCCTTGAT
GGGGGAACTA
GAGTGCTGGC
CTCACGACCG

GATGCCACGC
CTACGGTGCG
TGACAGTGAC
ACTGTCACTG
TGARCCTCAG
ACTTGGAGTC
TCCGGAARCA
AGGCCTTTGT
CCCCTATTTT
GGGGATAAAA
CCTATACAGC
GGATATGTCG
CATGGCCGGC
GTACCGGCCG
AAAARCCATT
TTTTTGGTAA
CAGTTCCAAG
GTCAAGGTTC
CTCTGCTARA
GAGACGATTT
TCTGTTCCCA
AGACAAGGGT

CCCTCCAAAG
GGGAGGTTTC
TCTGGCCGGG
AGACCGGCCC
GCCCATCCCT
CGGGTAGGGA
AACCTTACAT
TTGGAATGTA
CTGGCCAATG
GACCGGTTAC
CCCAGATATT
GGGTCTATAA
ACCACAGCCA
TGGTGTCGGT
GAAACTGGCA
CTTTGACCGT
CCTGACCAAG
GGACTGGTTC
CCCTTGGAAT
GGGAACCTTA
AAACRARACG
TTTGTTTTGC
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Figura 18. Gen de ia
2389 pb. Los primers utilizados para el analisis por RT-PCR hibridan con la regién comprendida

AGAAGTTTGG
TCTTCAARCC
GCAACATCCT
CGTTGTAGGA
CAGCCAAGAA
GTCGGTTCTT
CCCCCACAAC
GGGGGTGTTG
TTATGCACTC
AATACGTGAG
GAACACTACA
CTTGTGATGT
TGACRCTACC
ACTGTGATGG
TCCARCAGCT
AGGTTGTCGA
TGCTATTAGT
ACGATAATCA
AGAGACAGTG
TCTCTGTCAC
AGGGCTATAA
TCCCCATATT
CATGAAAACC
GTACTTTTGG

CGCCCCTGAA
GCGGGGACTT
GGTATTGGTG
CCATAACCAC
GGCCCCGCCA
CCGGGGCGGET
CCCAGGCAAC
GGGTCCGTTG
TTGCAGTGAG
ARCGTCACTC
GAGTACGTGA
CTCATGCACT
CAACTCCCAG
GTTGAGGGTC
GATTCCAGAA
CTAAGGTCTT
TGTCAGATTA
ACAGTCTAAT
CCAATAGGTA
GGTTATCCAT
GTCAGTCAAA
CAGTCAGTTT
ACTTTGAAGA
TGAAACTTCT

isoforma larga del PRL-R de bovino. El gen del PRL-R esta compuesto por

GCCAGCAAGG
CGGTCGTTCC
CCGGATCCGC
GGCCTAGGCG
GCCCTGCCAT
CGGGACGGTA
TGCAGACTCC
ACGTCTGAGG
AGTTATGGAR
TCAATACCTT
ARTGCACTCT
TTACGTGAGA
TTCACTCTTA
AAGTGAGAAT
CABATCGTTC
GTTTAGCAAG
TATGTTCAAA
ATACAAGTTT
TATAATCTGG
ATATTAGACC
ATTGTTTACC
TAACARATGG
CCAGTTGCTT
GGTCAACGAA

entre 744 a 1018 pb, recuadro amarillo.
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AGTACTCARAR
TCATGAGTTT
AAGCGCAAAA
TTCGCGTTTT
AGARTCCAGC
TCTTAGGTCG
AGTTGGGCTG
TCAACCCGAC
GGATGGGTTC
CCTACCCARAG
ACCAGAGAGG
TGGTCTCTCC
ATTCTCTATT
TAARGAGATAL
CATCTTGTGT
GTAGRACACA
GATATARAAG
CTATATTTTC
AAAAGGCCTT
TTTTCCGGAR
ATGGGARGAT
TACCCTTCTA
AACCTTTGCA
TTGGARACGT

GGTGTCCCGG
CCACAGGGCC
CCTGACTCTG
GGACTGAGAC
CAAGGCCGAC
GTTCCGGCTG
GGGACTGGGT
CCCTGACCCA
AATTGTGATT
TTARCACTAA
GCTCAAGRAC
CGAGTTCTTG
TTCARACCAGT
ARGTTGGTCA
GATTTGTAGA
CTARACATCT
CACBTTGCCT
GTGTAACGGA
CATGGTTTCG
GTACCAARRGC
GGTAGATAGG
CCATCTATCC
CTCCTCTTT

GAGGAGAAA

GTGACAGATA
CACTGTCTAT
TTAGRAGRAC
AATCTTCTTG
CTGGCTATCT
GARCCGATAGA
CCCGCAGGTT
GGGCGTCCAA
TTCCTTCAGG
ARGGAAGTCC
AGGGTTAGAA
TCCCAARTCTT
TGCCTCTTTG
ACGGAGAARAC
TTTACTTTTT
ARATGARARR
AGTATTCTTA
TCATRAGAAT
TATGTGACAG
ATARCACTGTC
AGRGAEATGC
TCTCTTTACG



7. Discusion

Las diversas funciones fisiologicas de la PRL son mediadas por Ia
interaccion con su receptor, el cual se expresa en muchos tipos celulares. Estudios
previos a PRL, le atribuyen diversas funciones en el desarrollo de inmunidad
(Goffin y Kelly, 1997). Por otra parte, la IL-12 es una citocina que juega una
funcién importante en la polarizacién de una respuesta inmune mediada por
células ante la infeccion de patogenos intracelulares (Cooper y col., 1997). Hasta
el momento no hay estudios que demuestren el estado de estas proteinas en una
infeccion natural por M. bovis y la evaluacion de la expresién de estas proteinas
que puedan ayudarnos a entender mas sobre la patogénesis de la tuberculosis
bovina. En este trabajo se caracterizé la expresion del PRL-R e IL-12, en la

infeccion por M. bovis en vacas lecheras.

En primer término se confirmo la expresién del PRL-R en tejidos linfoides
(nédulos linfaticos retrofaringeo, mediastinico, traqueobronquial, timo y bazo),
tejidos internos (higado y pulmén) y LBA de bovinos infectados con M. bovis por
Western blot y RT-PCR. En timo y bazo se detectaron seis proteinas con peso
similar al de las diferentes isoformas de la proteina del PRL-R, tres asociadas a la
isoforma larga 90, 110y 120 kDa, una intermedia de 75 kDa y dos cortas de 55 y
40 kDa, cuatro de ellas (120, 110, 75y 35 kDa) coinciden con las reportadas en
timo y bazo provenientes de vacas en diferentes periodos de gestacion, sugiriendo
que la expresion del PRL-R puede ser heterogénea en érganos del sistema
inmune (Schuler y col., 1997). Otros estudios en vaca y oveja reportan la
expresion de dos isoformas del PRL-R, una larga de méas de 100 kDa y una corta
de 55 kDa truncada en el dominio citoplasmatico (Bignon y col., 1997; Shirota y
col., 1990; Linzer y Davis, 1989; Anthony y col., 1995). Sin embargo, las proteinas
de 90 y 40 kDa observadas en este estudio al parecer no han sido reportadas en
tejidos bovinos, aunque en tejido mamario y prostata de pacientes humanos se
han identificado isoformas muy similares del PRL-R incluyendo una larga de 80-90
kDa, una corta de 42 kDa y una intermedia de 65 kDa, debido a ayuste alternativo
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del gen (Goffin y col., 1999). Sin embargo, las numerosas diferencias en el tamafno
aparente de la proteina se han atribuido, ademas del ayuste alternativo, a la N-
glicosilacion en diversos grados y ha cambios postraduccionales como la

fosforilacion y la ubiquitinacion (Strous y col., 1996).

Por lo tanto, la expresion de diferentes proteinas del PRL-R observadas en
este trabajo permite sugerir que la expresion del PRL-R en células de timo y bazo
de vacas infectadas con M. bovis es heterogénea y que la existencia de diferentes
isoformas del PRL-R puede ser consecuencia del estado patoldgico de la vaca que
implique la presencia de una u otra forma que responda a las necesidades
fisiologicas del medio en un determinado momento, ya que en los mismos tejidos

provenientes de vacas sanas se observo la ausencia de la expresion del PRL-R.

En todos los tejidos analizados de vacas con TBB, excepto en higado,
detectamos una isoforma intermedia de 75 kDa muy comun. Sin embargo, en
aquelios nddulos linfaticos analizados {traquecbronquial, retrofaringeo 'y
mediastinico) con lesiones se identificaron isoformas del PRL-R de 65 y 40 kDa, al
parecer no existen reportes previos de la expresion de PRL-R en nodulos
linfaticos. La expresién de diferentes proteinas similares a las isoformas del PRL-R
en tejido dafiado refuerza la hipétesis que la variabilidad de la expresion del PRL-
R puede ser consecuencia del estado patolégico de las vacas, lo que determinaria
diferentes respuestas fisioldgicas en los diversos tejidos, ya que la isoforma larga y
corta del PRL-R inducen diferentes vias de sefializacién que podrian estar
estimulando la expresion de genes encargados de mantener la homeostasis del
sistema inmune frente a una infeccion causada por M. bovis en vacas lecheras. De
esta manera la expresion de diferentes isofromas del PRL-R en tejido dafiado se
podria relacionar con lo reportado en tejidos humanos de pacientes con fibrosis y
cirrosis, en los cuales hepatocitos y células epiteliales de conductos biliares
expresan una acumulacién del PRL-R, contrario a los pacientes sanos donde se
observa una expresion y distribucién uniforme del PRL-R. Estos resultados

muestran que la interaccién de PRL y su receptor puede tener una funcion
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metabélica en higado sano y ser un factor regenerador de tejidos en cirrosis, ya
que el RNAm del PRL-R se sobreexpresa comparado con los higados sanos
{Simon-Holtorf y col., 2006, Kloehn y col., 2001).

En higado proveniente de vacas infectadas con M. bovis se observd la
expresion de diferentes isoformas del PRL-R (80 y 100 kDa), siendo de menor
tamafio a las reportadas en higado proveniente de vacas en diferentes periodos de
gestacion donde se observé la expresion de isoformas de 110 y 120 kDA (Schuler
y col., 1997). Estos resultados muestran que la variabilidad de las isoformas del
PRL-R también puede ser consecuencia del estado fisiolégico de la vaca. Asi
mismo, no se descarta que la variabilidad sea consecuencia del estado patolégico

inducido por M. bovis ya que en vacas sanas se observé la ausencia del PRL-R.

En pulmdn se observé la expresion de diferentes proteinas similares a las
isoformas del PRL-R (55, 75 y 140 kDa), dos de ellas la 55 y 75 kDa también
fueron identificadas en células provenientes de LBA de los mismos animales. En
pulmén y LBA al parecer no existen reportes previos de la expresién del PRL-R en
bovinos. Sin embargo, con base en los resultados obtenidos en el presente trabajo
donde se utilizaron dos modelos de infeccion por M. bovis, la infeccién natural y
una experimental, permite sugerir que la expresion de diferentes isoformas de
PRL-R es inducida por la infeccion de M. bovis ya que en ambos casos se
defectaron las mismas proteinas del PRL-R en los diferentes tejidos analizados,
incluyendo LBA. En contraste a lo observado en tejidos provenientes de vacas
libres de TBB donde se observa la ausencia del PRL-R.

El analisis de los transcritos mediante RT-PCR en muestras de RNA total
obtenido de los diferentes tejidos de las vacas infectadas con M. bovis de manera
natural y experimentalmente permitié observar la expresién de dos isoformas del
PRL-R con tamafios de 302 y 290 pb, contrario a lo observado en los tejidos de las
vacas sanas donde se observd la ausencia del PRL-R. Esto nos permite suponer
que con los primers utilizados se pueden detectar 2 isoformas del PRL-R que

regularian a nivel transcripcional. Sin embargo, las proteinas, una vez sintetizadas,
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pueden ser modificadas por la unidon de otras moléculas, de manera estable o
inestable, que permiten obtener proteinas de actividad bioldgica muy diversa
partiendo de un mismo gen. Con base en esto se puede especular que la
variabilidad de isoformas del PRL-R en tejidos de vacas infectadas con M. bovis
puede contribuir a modular la expresién de genes involucrados en la respuesta

inmune.

Por lo tanto, el PRL-R en vacas lecheras podria tener una funcién muy
importante en la modulacion de la respuesta inmune contra M. bovis a través de la
via de las JAK-Stat1, que se asocia con la estimulacién de la expresion de genes
que favorecen la respuesta inmune, como el factor transcripcional de respuesta al
IFN-y (IRF-1) cuya funcién es mediar la activacion de la expresién de genes blanco
tales como IFN-y, INOS y NRAMP1, determinantes en la actividad antibacterial
contra M. bovis (Taniguchi y col., 2001). Sin embargo, las funciones de PRL y su
receptor también estan asociadas a ia via JAK-Stat5, la cual determina la
supresion transcripcional de IRF-1, con lo cual coadyuvaria a mantener la
homeostasis del sistema inmune frente a una respuesta de tipo TH1 (Ramana y
col., 2000). Por lo tanto, la caracterizacion del PRL-R en los diferentes tejidos
provenientes de vacas con TBB puede ayudar a entender mejor la fisiopatologia
de la tuberculosis en vacas lecheras, las cuales se encuentran en produccion 305
dias del afio donde los niveles de PRL son altos debido a su requerimiento en la

produccion de lactea.

La relacion entre PRL y el sistema inmunolégico ha sido estudiada en la
ultima década abriendo nuevos horizontes en el campo de la neurcinmunologia. Ei
modelo mas estudiado es el murino, en el se ha documentado el papel de PRL y
su receptor en la inmunomodulacién (Bignon y col., 1999, Berlanga y col., 1997,
Chang y Clevenger 1996). Estudios in vivo con ratones inoculados con LPS
muestran expresion diferencial del RNAm del PRL-R, en timo y bazo se mantiene
e incrementa, mientras que en higado y pulmoén disminuyen dramaticamente

después de la estimulaciéon, demostrando una regulacién tejido especifica
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(Corbacho, 2004). Al parecer este efecto se asocia con la activaciéon de una via de
sefalizacion especifica de PRL en los érganos del sistema inmune, y su inhibicién
en la mayoria de los otros tejidos. Por lo tanto, no podemos descartar que este
efecto pueda estar pasando en vacas con TBB ya que hay una sobreexpresion del

PRL-R en tejidos linfoides comparado con animales sanos.

En otros estudios, se demuestra que ratones tratados con bromocriptina
para inhibir la secrecion de PRL, mostraron incapacidad de montar una respuesta
inmune contra L. monocifogenes. El tratamiento con PRL exégena en estos
ratones revirtio el efecfo, reduciendo el numero de ratones muertos por este
patdégeno. Estudios in vitro de la proliferacion de linfocitos de bazo de los ratones
tratados con bromocriptina también estaba disminuida y la administracion de

prolactina revirtié el efecto (Bernton y col., 1988).

En otro estudio, se muestran que ratones tratados con dopamina vy
glucocorticoides muestran inhibicién en la respuesta inmune, después del desafié
con L. monocitogenes y M. bovis, incluyendo: disminucién en la activacién de
macréfagos, produccion de anticuerpos primarios y como resultado deficiencias en
el mecanismo de hipersensibilidad retardada. La adicién de PRL exdgena revirtié
el efecto inhibitorio (Bernton y col., 1992, Cincotta y col, 1995). Un trabajo
realizado in vitro, con macréfagos peritoneales de ratones BALB/C incubados con
concentraciones altas de PRL, demuestra que la PRL estimula la funcién
fagocitica, confirmando el papel inmunomodulatorio de esta hormona (Ortega y
col., 1996). También se ha documentado que la PRL reguia, la expresién de IL-6
IL-3 en microglia infectada con 7. gondii, induciendo la muerte intracelular del
parasito (Benedetto y col., 2001). Asi mismo, estudios mas recientes muestran que
citocinas proinflamatorias (IL-1B, TNF-o e IFN-y) inducen la expresion del PRL-R
en fibroblastos pulmonares de ratén, inhibiendo la sintesis de 6xido nitrico a través
de la via Jak-StatSb (Corbacho, 2003). Estos datos sugieren que PRL y su
receptor en el pulmoén regulan la sintesis de la sintasa de 6xido nitrico inducible

(INOS), enzima que cataliza la produccion del éxido nitrico, que a su vez, media
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efectos bactericidas de la respuesta inmunolégica y la inflamacién (Dogusan y col.,
2001). La PRL también estimula la sintesis de la IL-2 y de su receptor en
esplenocitos y timocitos (Mukherjee y col., 1990; Visell y col., 1991), ademas de
colaborar en las acciones de la IL-2 e 1L-12 estimulando la sintesis de IFN-y en los
linfocitos T y en las células NK (Matera y Mori, 2000). Con base en los resultados
obtenidos en ratones desafiados con diferentes patégenos intracelulares se intuye
que la prolactina y su receptor pueden ser claves en la modulacion de los eventos
inmunolégicos en una infeccién causada por M. bovis en vacas lecheras. Sin
embargo, las propiedades inmunolégicas atribuidas a la PRL y su receptor son
también controversiales, ya que no siempre han sido consistentes. En algunos
modelos “knockouf’ a la PRL o su receptor se ha observado que la funcionalidad
de las células inmunolégicas no esta alterada en presencia de estimulos
mitogénicos in vitro. Este comportamiento se puede explicar por la redundancia
funcional que tienen las citocinas, ya que las acciones redundantes de la PRL
pueden ser sustituidas por otras citocinas, sin ser afectadas por la ausencia de
estd molécula o de su receptor. Sin embargo, se ha documentado que la PRL
tiene una funcidn determinante en la inmunomodulacion ya que previene la
apoptosis inducida por el 6xido nitrico y la dexametasona en la linea celular Nb2 y
modula de manera negativa la expresién de genes implicados en la apoptosis (bax
y bcl-2), asi como la activacién de la caspasa-3 (Tessier y col., 2001; Fernandez y
col., 2003; Buckley y Buckley, 2000; Peirce y Chen, 2004). Ademas, promueve la

expresién de genes implicados en proliferacion celular (IRF-1, ciclina B y H3).

Por lo tanto, PRL y su receptor también se han involucrado en el desarrollo
de diferentes tipos de cancer. En cancer de mama se han identificado seis
isoformas diferentes del PRL-R, a diferencia del tejido normal (Clevenger, 2003).
La isoforma larga del PRL-R se expresa en mayor proporcién en carcinoma
mamario, y al parecer se asocia con la progresién del tumor (Jianping y col.,
2004). En carcinomas de tiroides también se observa una sobreexpresion del PRL-
R (Costa y col, 2006). En contraste, en la patogénesis de enfermedades

autoinmunes (lupus eritematose y artritis reumatoide) parece que juega un papel
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determinante, ya que concentraciones elevadas de esta hormona predisponen a la
enfermedad (Ellie y Mark, 2007; Matera y col., 2001; De Bellis y col., 2005). Por lo
tanto, la versatilidad de prolactiha y su receptor en diversos modelos
inmunopatolégicos podria ayudarnos a entender el papel de la sobreexpresion de
su receptor en una infeccion causada por M. bovis, lo cual nos permitiria explorar
nuevas hipotesis en el campo de la imnunoendocrinologia, que puedan ayudarnos

a establecer un mejor control de esta importante y muy antigua zoonosis.

Por otra parte, en el presente trabajo también se evalué la expresion de IL-
12 en ambos modelos de infecciéon con M. bovis, en vacas lecheras al parecer no
existen estudios previos que determinen la participacion de I1L-12 en el control de
la tuberculosis bovina. En modelo murino la expresion de IL-12 es crucial en la
defensa del huésped ante la micobacteria (Cooper y col., 1997). Ratones knockout
al gen /L-12p357p40” mostraron ser susceptibles a micobacteriosis, desarrollando
una infeccién cronica al ser desafiados por M. bovis BCG y 100% de mortalidad
después de ser desafiados con M. fuberculosis, la muerte de los animales fue
atribuida a la incapacidad de producir IFN-y y TNF-a, asi como la subsecuente
ausencia de activacion de macrofagos, apreciandose una evidente reduccion del
RNAm de la iINOS (Christoph y col., 2001). La terapia in vivo con el homodimero
de IL-12p(40). restauré la respuesta inmunolégica ante M. bovis BCG y M.
tuberculosis (Christoph y col., 2001; Crdway y col., 2005, Ordway y col., 2006).

Otros estudios in vitro demuestran que, al infectar macréfagos de raton con
M. tuberculosis se estimula la produccion de IL-12 y TNF-a favoreciendo la
respuesta inmune contra el patégeno (Cachén-Salinas y col., 2005; Endsley y col.,
2006). En este trabajo se demuestra una alta expresiéon de IL-12p35 e IL-12p40,
asi como de heterodimeros de 70 kDa y de homodimeros de 80 kDa en tejidos
linfoides e internos de vacas lecheras infectadas natural y experimentalmente con
M. bovis. En contraste, en LBA sélo se identificaron homodimeros IL-12p(40); al
observar Unicamente una banda de 80 kDa. Este resultado lo podemos asociar

con lo descrito en un modelo de tuberculosis pulmonar en ratoén, donde el
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homodimero IL-12p(40), regula la actividad funcional de la subunidad IL-12p40 en
una infeccién por M. tuberculosis (Leemans, 2005). Por lo tanto, la expresion
elevada del homodimero de IL-12p(40). en granulomas pulmonares reduce el
reclutamiento celular de macréfagos y neutrdfilos, sugiriendo que la concentracion
elevada def homodimero, reduce los efectos quimiotacticos de ia IL-12p40. Esto
demuestra su participacion en la modulacion de la respuesta inflamatoria
restableciendo la homeostasis en los pulmones después de la infeccién por M.
tuberculosis. Sin embargo, en consecuencia permite un ligero aumento de la carga
bacteriana (Leemans y col., 2005). En base a los resultados obtenidos se puede
sugerir que la expresion de 1L-12 en tejidos provenientes de vacas con M. bovis
juega un importante papel en la modulacion de la respuesta inmune frente a la

micobacteria.
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8. CONCLUSIONES

La infeccién por M. bovis induce una sobreexpresién del PRL-R e IL-12 en células
de timo, bazo, ndédulos linfaticos traqueobronquial, retrofaringeoc, mediastinico,
pulmon e higado de vacas infectadas experimentaimente o naturaimente,

comparado con las vacas sanas.

En tejido linfoide de timo y bazo se detectaron seis proteinas similares a las
isoformas del PRL-R, cuatro de ellas asociadas a la forma larga y dos a la forma
corta. Sin embargo, en nédulos linfaticos que no presentaron lesion se observo
una proteina de 75 Kda del PRL-R, mientras que en aquelios que presentaban
lesién se detectaron diferentes proteinas del PRL-R.

En tejido pulmonar se detectaron tres proteinas asociadas con las isoformas del
PRL-R, dos de ellas coincidieron con las observadas en lavados
bronquioalveolares, mientras que en higado s6lo se detectaron dos proteinas

asociadas a la isoforma larga del PRL-R.

En los diferentes tejidos analizados se observé la expresién de la subunidad IL -
12p35, IL-12p40, homodimeros y heterodimeros de IL-12. Sin embargo, en células

obtenidas de LBA solo se detectaron homodimeros de esta citocina.
A nivel RNA en los diferentes tejidos provenientes de las vacas infectadas con M.
bovis se observé la expresion de dos transcritos de! PRL-R con tamaiios de entre

302 y 290 pb, contrario a las vacas control.

Con base en los resultados obtenidos se sugiere que la expresion de PRL-R e IL-

12 pueden estar implicadas en la defensa del huésped contra M. bovis.
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