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RESUMEN

La hormona del crecimiento (GH) se expresa en las células inmunes, donde ejerce
efectos inmunomoduladores. Sin embargo, los mecanismos de expresion y
liberacion de la GH en el sistema inmune no son claros. Dado que la hormona
liberadora de tirotropina (TRH), la somatostatina (SST), la grelina y la hormona
liberadora de GH (GHRH) asi como sus receptores (TRH-R, SSTRs, GHS-Rla'y
GHRH-R), se expresan en células B de varias especies, en este trabajo, analizamos
el efecto de estas hormonas sobre la expresion del ARNm, la GH intracelular y
liberada, asi como la fosforilacion de CREB (pCREBS'%) y el contenido de Ca?*
intracelular en linfocitos B-bursales (BBLs) (in vitro). Se evalu6 y observo la
expresion de TRH / TRH-R, grelina/ GHS-R1a y SST / SST-R (1-5) en linfocitos B-
bursales por RT-PCR e IHQ o IHC. No se observo la presencia de GHRH/GHRH-R
en estas células. Se cuantifico la expresion del ARNm de la GH, el contenido
intracelular y la GH liberada al medio de cultivo, asi como fosforilacion de CREB*
133 y el contenido de calcio intracelular. Se encontr6 que la TRH aumentd
significativamente la expresion del ARNm de GH y la fosforilacion de CREB. Por el
contrario, la SST disminuy0 la expresion del ARNm de la GH. La coadicion de estas
hormonas disminuyo la expresion del ARNm de la GH inducida por TRH, pero no
se observaron cambios en los niveles de pCREBS133, La TRH promovid la liberacion
de GH al medio de cultivo mientras que la SST aumento el contenido intracelular de
esta hormona. Curiosamente, la SST inhibid la liberacion de GH inducida por la TRH
de una manera dependiente de la dosis. Después de 10 minutos de incubacion con
TRH o SST, los niveles de calcio intracelular disminuyeron significativamente, pero
a los 60 minutos con la SST, aumentaron. Sin embargo, el tratamiento combinado
con ambos péptidos mantuvo los niveles de Ca?* reducidos hasta 60 minutos de
incubacion. Por otro lado, la expresion del ARNm de la citocina BAFF aumentd
significativamente por la administracion de TRH. En conjunto, nuestros resultados
sugieren que TRH y SST estan implicadas en la regulacion de la expresion y
liberacién de GH en cultivos de BBL, que también implican cambios en fosforilacién

de CREBS 13y |a concentracion de Ca?* intracelular. Es probable que TRH, SST y



GH ejerzan acciones inmunomoduladoras autocrinas / paracrinas y participen en la

maduracion de los BBL de pollo.
SUMMARY

It is known that growth hormone (GH) is expressed in immune cells, where it exerts
immunomodulatory effects. However, the mechanisms of expression and release of
GH in the immune system remain unclear. Since thyrotropin-releasing hormone
(TRH) and somatostatin (SST) as well as their corresponding receptors (-R) are
expressed in B-lymphocytes of several species, we analyzed the effect of TRH and
SST upon GH mRNA expression, intracellular and released GH , Serl33-
phosphorylation of CREB (pCREBS-12%), intracellular Ca?* levels as well as B-cell
activating factor (BAFF) mRNA expression in bursal B-lymphocytes (BBLS) cell
cultures. The expression of TRH / TRH-R, ghrelin / GHS-R1a and SST / SST-R (1-
5) was observed in BBLs by RT-PCR and ICC, whereas GHRH / GHRH-R were
absent in these cells. We found that TRH treatment significantly increased local GH
MRNA expression and CREB phosphorylation. Conversely, SST decreased GH
MRNA expression. Also, when added together, SST prevented TRH-induced GH
mRNA expression, but no changes were observed in pCREBS!3 |evels.
Furthermore, TRH stimulated GH release to the culture media while SST increased
the intracellular content of this hormone. Interestingly, SST inhibited TRH-induced
GH release in a dose-dependent manner. The coaddition of TRH and SST
decreased the intracellular content of GH. After 10 min of incubation with either TRH
or SST, intracellular calcium levels significantly decreased, but at 60 min they were
increased. However, the combined treatment with both peptides maintained the Ca?
* levels reduced up to 60-min of incubation. On the other hand, BAFF cytokine
MRNA expression was significantly increased by TRH administration. Altogether,
our results suggest that TRH and SST are implicated in the regulation of GH
expression and release in BBL cultures, which also involve changes in pCREBS133
and intracellular Ca?* concentration. It is likely that TRH, SST and GH exert autocrine
/ paracrine immunomodulatory actions and participate in the maturation of chicken
BBLs.



1. ANTECEDENTES

1.1 Sintesis y liberacion de la hormona del crecimiento (GH) hipofisiaria

La GH es una proteina de 191 amino&cidos y un peso de 22 kDa; esta hormona se
sintetiza y libera principalmente de los somatotropos en la hipéfisis anterior; sin
embargo, se sabe que la GH también se sintetiza en otros 6rganos y tejidos como,
por ejemplo: el sistema respiratorio, cardiovascular, esquelético, nervioso y sistema

inmune (Harvey y Aramburo, 2017; Jameson y Grossman, 2015).

La sintesis y la liberacion de la GH ocurre principalmente en las células
somatotropicas de la hipofisis anterior. Estos procesos son regulados por algunas
hormonas hipotalamicas como por ejemplo; la hormona liberadora de la hormona
del crecimiento (por sus siglas en inglés, GHRH), la somatostatina (SST), la grelina
y la hormona liberadora de tirotropina (por sus siglas en inglés, TRH) (Stojilkovic,
2018). Estas hormonas ejercen sus efectos a través de la unidén con sus receptores
membranales acoplados a proteinas G; el receptor a GHRH (GHRH-R), los 5
receptores de SST (SST-Rus), el receptor de grelina (GHS-R1a) y el receptor de la
TRH (TRH-R) (Eigler and Ben-Shlomo, 2014; Hattori, 2009; Weigent, 2013a).

1.1.1 La GHRHy el GHRH-R

La GHRH es una hormona hipotalamica que fue aislada por primera vez de
pacientes con tumores pancreaticos. En humano, el gen que codifica para esta
proteina se.ubica en el cromosoma 20gl11.2 y se expresa principalmente en el
nuacleo arqueado del hipotdlamo, la proteina madura estad estructurada por 44
aminoacidos y su principal funcion es estimular la sintesis y liberacion de la GH en
la hipofisis a través de la unién con su receptor (GHRH-R) (Qian et al., 2012). El
GHRH-R pertenece a la superfamilia de receptores acoplados a proteinas G
(GPCR), esta estructurado por 423 aa, 7 a-hélices hidrofobicas transmembranales,
su dominio N-terminal extracelular y el C-terminal intracelular (Martari and Salvatori,
2009).



La GHRH al unirse a su receptor activa la enzima adenilato ciclasa (AC), se cataliza
la sintesis de adenosin monofosfato ciclico (AMPc) a partir de ATP, posteriormente
es activada la proteina cinasa A (PKA), quien a su vez fosforila al factor de
transcripcion CREB (elemento de respuesta a AMPc) que promueve la transcripcion
del factor hipofisario 1 (Pitl); éste es el principal factor que promueve la
transcripcion de la GH. Simultaneamente se abren canales de Na* causando una
despolarizacién de la membrana, como consecuencia se abren canales de Ca?*
dependientes de voltaje permitiendo la entrada de este ion necesario para estimular
la exocitosis de las vesiculas que contienen a la GH (Harvey, 1995). Esta bien
establecido que en aves, especificamente en el pollo de engorda, la GHRH es un
potente estimulador de la GH (Harvey et al., 2014; Kuhn et al., 2005).

1.1.2 La SST Yy los SST-R15

En el humano, el gen que codifica para la SST esta ubicado en el cromosoma 3928
y se expresa principalmente en el nucleo paraventricular del hipotalamo; codifica
para dos proteinas biolégicamente activas, una de 14 y otra de 28 aminoacidos.
Estas proteinas son la consecuencia de una modificacion postranscripcional. La
SST cumple funciones de neurotransmision, proliferativas, y enddcrinas, entre ellas
la inhibicion de multiples hormonas entre las que se encuentra la GH (Ben-Shlomo
and Melmed, 2010); la SST realiza sus funciones a través de sus receptores (SSRT;.-
5) pertenecientes a la superfamilia de receptores acoplados a proteinas G (Gi)
inhibitorias distribuidos en diferentes érganos y con afinidad diferencial para cada

variante de los receptores de la SST.

Al unirse a sus receptores la SST activa a las proteinas G;i promoviendo la
inactivacion de la AC, por consecuencia se inhibe la via de AMPc/PKA/p-CREB/PIT:
y por ultimo GH; paralelamente se hiperpolariza la membrana por la apertura de
canales de K* disminuyendo la concentracién de Ca?*y promoviendo la inhibicion la
exocitosis de la GH contenida en sus vesiculas secretoras (Eigler and Ben-Shlomo,
2014).



En el pollo de engorda, los cinco receptores de somatostatina han sido reportados
en tejidos como en el corazon, duodeno, rifiones, higado, pulmones, ovarios,
testiculos, hipdfisis, pancreas y el bazo. Ademas, aplicaciones de SST de 28 aa y
cortistatina de 14 aa en cultivos de células hipofisiarias de pollo; inhibieron la
liberacion y el contenido intracelular de la GH (Meng et al., 2014).

1.1.3 Lagrelinay el GHS-R1a

En humanos, el gen que codifica para esta proteina se ubica en el cromosoma 3p25-
26 y su estructura consta de 5 exones y 4 intrones, puede tener una modificacién
postraduccional consecuencia de la enzima grelina acetil-transferasa y se genera
una proteina madura con un acido octanoico unido en la serina (grelina-acilada,
AG), esta modificacion le confiere a la grelina su capacidad funcional, esta hormona
esta estructurada por 28 aminoacidos y principalmente se produce en el estbmago,
sin embargo, se expresa en otros tejidos como el pancreas, sistema cardiovascular
e hipotalamo, especificamente en el nucleo arqueado. Inicialmente, se sabia que la
ghrelina estimulaba el apetito, sin embargo, ahora se sabe que modula otras
funciones como el balance energético, metabolismo de la glucosa, secrecion de
insulina, sensibilidad y adaptacion a las condiciones de ayuno y es un potente
estimulador de la secrecion dela GH (Darling et al., 2015; Kojima and Kangawa,
2008).

Se han identificado dos variantes conservadas evolutivamente del receptor GHS-R,
gue se expresan en diferentes tejidos. El primer transcrito (1a) se caracteriza por la
escision de su intron y codifica para el receptor funcional, el segundo transcrito (1b)
retiene su intrén y no es funcional. El receptor GHS-R1la es miembro de la
superfamilia de receptores acoplados a proteinas G, esta estructurado por 366 aa y
se expresa en multiples tejidos como él hipotalamo, hipofisis y neuronas aferentes.
La grelina activa la via de sefalizacion fosfolipasa C (PLC) / (inositol 1,4,5-
trisfosfato) IPs/diacilglicerol (DAG)/proteina cinasa C (PKC); para promover la

sintesis y secrecion de la GH (Hattori et al., 2014).



Ademas, se ha reportado la expresion de la grelina y su receptor en pulmones,
cerebelo, pancreas, rifiones, corazon y el bazo de pollos de engorda (Kaiya et al.,
2002). Finalmente, aplicaciones de grelina exdgena in vivo e in vitro en pollos de
engorda y cultivos primarios de células hipofisiarias respectivamente, aumentaron
los niveles de la GH en plasma y en el medio de cultivo; incluso la grelina fue igual
de potente que la GHRH (Baudet and Harvey, 2003).

1.1.4LaTRHy el TRH-R

Inicialmente, la TRH se aisl6 del hipotalamo de porcinos y actualmente se sabe que
es un tripéptido estructurado por acido glutdmico, histidina y prolina, la principal
funcion de esta hormona es estimular la sintesis de TSH (hormona estimuladora de
tirotropina) en los tirotropos de la hipdfisis anterior, sin. embargo, la TRH es un
potente estimulador de la sintesis y secrecion de la GH (Joseph-Bravo et al., 2015;
Nair et al., 1970).

En el caso del pollo y otras especies de aves, la TRH puede ser igual de potente
gue la GHRH con respecto a la estimulacion de la sintesis y liberacion de la GH,
inclusive se ha visto que las neuronas productoras de TRH aparecen desde etapas
tempranas del desarrollo embrionario de pollos (4-5 dias) y al final del desarrollo del
embridn, los niveles de TRH aumentan progresiva y significativamente (Kiihn et al.,
2005). En un trabajo realizado con pollos adultos (dos afios de edad) en condiciones
de ayuno por 7 dias, se demostro que la administracion de TRH (10 ug) incrementa
las concentraciones de GH hasta diez veces mas que en condiciones control, lo que
sugiere que son mas sensibles que los pollos alimentados normalmente (Kuhn, et
al., 1991).

El TRH-R es una proteina de 398 aa y pertenece a la superfamilia de los receptores
acoplados a proteinas Gq con siete pasos transmembranales (Joseph- Bravo et al.,
2015). Sin embargo, se han identificado y caracterizado dos subtipos de receptores
(TRH-R1y TRH-R2) en diferentes especies, inicialmente el TRH-R2 fue identificado
en rata y posteriormente en otros mamiferos. La distribucion diferencial de estos

receptores sugiere distintas funciones, por ejemplo, el TRH-R1 est4 involucrado en



la regulacion de funciones hormonales mientras que el TRH-R2 se expresa en
diferentes areas del cerebro mediando los efectos de diversos neurotransmisores
(Deflorian et al., 2007).

Cuando la TRH se une a su receptor ocurre un cambio conformacional en el
receptor, posteriormente se separa la subunidad Gg11 y activa a la enzima
fosfolipasa CB (PLCP), esta enzima hidroliza al fosfatidil inositol 4,5 bifosfato (PIP2),
de cuya reaccion se producen IP3 y DAG; por un lado el IP3 viaja hasta el reticulo
endoplasmico en donde se une a sus receptores y promueve la liberacién de Ca®*
intracelular, por otro lado, el DAG en conjunto con el Ca?* activan a las proteinas
cinasas C (PKC) quienes a su vez fosforilan a factores de transcripcion, entre ellos

CREB, quien promueve la expresion de la GH (Hinkle et al., 2012).

1.2 La GH en el sistema inmune

La principal funcion de la GH es promover el crecimiento y el desarrollo de tejidos
blandos y esqueléticos, sin embargo, también ejerce funciones sobre el
metabolismo de lipidos, proteinas, ejerce funciones diabetégenas, estimula la
captacion de aminoacidos en el masculo (Sperling, 2015); también se le ha asociado
a efectos de proliferacion y.-neuroproteccion en el sistema nervioso central
(Aramburo et al., 2014), en sistema reproductor ejerce efectos esteroidogénicos

(Luna et al., 2014) y modula el sistema inmune (Saba et al., 2014; Luna et al., 2008).

Ahora se sabe que la GH se expresa en células del sistema inmune de diversas
especies ademas del humano, como: en los linfocitos T, B, monocitos, macrofagos
y células-NK (por sus siglas en inglés “Natural Killer’) (Weigent, 2011; Weigent,
2013b). Ademéas, la GH ejerce diversos efectos en estos tipos celulares, por
ejemplo, en neutréfilos humanos la GH (dosis: 250ng/ml) promueve el incremento
significativo de anion superdxido en comparacion con los grupos control (Fu et al.,
1992). En monocitos humanos induce la produccion de interferon gamma (INFy)
(Malarkey et al., 2002). La GH puede mimetizar el efecto de citocinas a través de su
receptor GH-R; por un lado, activa la via PI3K/AKT/Ce (Ciclina E) y la via
PIBK/AKT/C-Myc/Ca (Ciclina A) para promover la proliferacién de linfocitos By T.



Por otro lado, activa la via JAK/NF-kB/BCL-2/D1/Dz (Ciclinas D1 y 3) incrementando
la supervivencia de los linfocitos (Jeay et al., 2002).

También se ha observado que la GH incrementd los niveles de las proteinas
quimotacticas CD4* y CD8"* en linfocitos T de ratas deficientes de estas proteinas.
Sugiriendo un papel quimiotactico de la GH sobre los linfocitos T (Savino et al.,
2012). En linfocitos B de humanos, la administracion de la GH exdgena, indujo la

produccion de las inmunoglobulinas IgE e IgG

las cuales disminuyeron cuando se inmunoneutralizé a la GH usando un anticuerpo

especifico (Kimata and Fujimoto, 1994).
1.2.1 La bolsa de Fabricio (BF) y la GH

La BF de pollo es un 6rgano linfoide primario exclusivo de las aves y juega un papel
indispensable en la diferenciacion y maduracion de los linfocitos B. El desarrollo de
este drgano inicia en periodos embrionarios y alcanza su mayor tamafo entre las
semanas 8 y 10 de edad, que es cuanda inicia su periodo de involucion (hasta los
7-8 meses) para transformarse en-un tejido fibroso y carente de funciones en el

organismo (Cazaban et al., 2015).

Se ha determinado la presencia de la GH y se ha cuantificado en el timo, bazo y la
BF de pollo durante su desarrollo mediante el método de ELISA y Western blot,
encontrandose que cambia su concentracion con respecto a la etapa de desarrollo
y que se encuentran varias isoformas inmunorreactivas de diferentes pesos
moleculares (~15 a 56kDa) (Luna et al., 2005). Por otro lado, en cortes de la BF de
pollos de 4 semanas de edad se observo la presencia y distribuciéon del ARNm de
la GH en los linfocitos B de la médula folicular y en menor proporcion; en los
linfocitos B de la corteza folicular de la BF (Luna et al., 2008). Por otro lado, también
se encontro que la GH se expresa tanto en linfocitos maduros como inmaduros y
mantiene la viabilidad de estas células (Rodriguez-Méndez et al., 2010). En este
sentido, se sugiere que la GH ejerce funciones antiapoptéticas y de supervivencia

determinadas mediante azul de tripano y la técnica de TUNEL (Luna-Acosta et al.,



2015). Estos resultados fueron obtenidos mediante la utilizacion de -cultivos
primarios de linfocitos B de la BF de pollos de 4 semanas de edad, los cuales fueron
tratados con 10 nM de GH recombinante observandose un incrementé de la
viabilidad celular, una disminucién de los cuerpos apoptéticos, y la inhibicién de la
actividad de la caspasa-3, mediada por la fosforilacion de AKT y la expresion de
BCL-2. Estos efectos fueron corroborados bloqueando la via PI3/AKT con 100nM
Wortmanina e inmunoneutralizando a la GH con un anticuerpo policlonal, con lo cual
se bloquea el efecto antiapoptotico y disminuye la viabilidad celular con respecto al
control (Luna-Acosta et al., 2015).

Por todo lo anterior, se ha demostrado que la BF de pollo es un'modelo ideal para
el estudio del efecto de la GH en linfocitos B, tanto porque se expresa la GH
localmente como porque en este tejido tenemos en su mayoria, linfocitos B;
ademas, ahi se lleva a cabo la maduracion de estas durante el desarrollo de este

organo.
1.3 Comunicacion cruzada entre el sistema nervioso, enddcrino e inmune

Mdltiples trabajos (in vivo e in vitro) han demostrado la existencia de la
comunicacion bidireccional entre en el sistema neuroendocrino y el sistema inmune,
por ejemplo, la presencia de ligandos y receptores comunes en ambos sistemas
como un lenguaje quimico consecuente a funciones inmunomoduladoras y
neuroinmunomoduladoras. La “Neuroinmunoendocrinologia” es la vertiente que
estudia la comunicacion bioquimica bidireccional entre estos sistemas, ya que los
productos provenientes del sistema nervioso central impactan en las funciones del
sistema inmune y viceversa. Entre estos mensajeros se encuentran, hormonas,

neurotransmisores y citocinas (Weigent, 2013b).

La expresion y funcion de hormonas hipotalamicas y sus receptores en el sistema
inmune, también se ha descrito. Por ejemplo, los receptores para la hormona
adenocorticotropina (ACTH) asi como para endorfinas, han sido detectados en
células del sistema inmune. En el caso de la ACTH, se ha propuesto que puede

modular funciones en los macréfagos; a través de la activacion de canales
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dependientes de Ca?*y K*. En el caso de la GHRH, se ha propuesto que promueve
la proliferacion de linfocitos B, inhibe la actividad de células NK, promueve un
incremento de INFy, y el GHRH-R ha sido encontrado en timocitos y esplenocitos
de ratas (in vitro). La TRH y el TRH-R también han sido encontrados en linfocitos T
en donde se ha reportado que promueven la produccién de INFy. Ademas, la TRH
promueve la proliferacion de esplenocitos y disminuye la produccion de IL-10.
Finalmente, la SST ha mostrado tener efectos inhibidores en el sistema inmune, ya
que aplicaciones de la SST inhiben la proliferacion de linfocitos B provenientes de
las placas de Peyer, la liberacion de INFy asi como de las inmunoglobulinas IgA e
IgM; ademas, agonistas de la SST disminuyeron la respuesta inflamatoria in vivo
(Blalock et al., 2005; Kamath et al., 2009).

2. JUSTIFICACION

En el sistema inmune, se ha observado que la GH promueve el crecimiento de los
organos linfoides tanto primarios como. secundarios, estimula la proliferacion y
activacion de linfocitos, asi como la produccion de moléculas efectoras durante la
respuesta inmune (interleucinas, inmunoglobulinas, interferones, etc.). En el caso
del pollo, se ha caracterizado a la GH en la Bolsa de Fabricio (BF), este 6rgano
linfoide primario es importante para el desarrollo de los linfocitos B y es un modelo
enriquecido de este tipo celular. La GH modula funciones en el sistema inmune y
recientemente se ha demostrado que se sintetiza de manera local, sugiriendo que
la GH podria ejercer funciones autocrinas y paracrinas, sin embargo, no se conocen
los mecanismos por los cuales esta GH es sintetizada localmente y es liberada. Esta
bien establecido que, a nivel hipofisiario, la GH se regula bajo diferentes factores
neuroendocrinos entre los que destacan la GHRH, TRH, grelina y la SST. En los
linfocitos B y otras células inmunes de varias especies, se ha reportado la presencia
de los receptores de los principales reguladores clasicos de la GH. Con base en la
comunicacion bidireccional entre el sistema nervioso y el sistema inmune, nosotros
proponemos que la GH producida en los linfocitos B podria regularse de manera
similar que en la hipdfisis. Por tal motivo, en este trabajo se utilizé a la GHRH, la

TRH, la grelina y la SST para estimular a los linfocitos B in vitro de la BF.
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Posteriormente al tratamiento, se cuantificd el contenido intracelular, la GH liberada
al medio de cultivo, la movilizacién de calcio intracelular, la fosforilacion de CREB.
Asi mismo se determind la expresion y presencia de los receptores de las hormonas

hipofisiarias e hipotalamicas.

3. HIPOTESIS. La GHRH, la grelina y la TRH promueven la expresion y la liberacion
de la GH, mientras que la SST disminuye estos procesos en los linfocitos B de la
bolsa de Fabricio de pollo (in vitro).

4. OBJETIVO GENERAL. Determinar si la expresion y la liberacion de la GH es
mediada por el estimulo de la GHRH, la grelina, la TRH y'la SST en cultivos

primarios de linfocitos B de la bolsa de Fabricio de pollo.
4.1 OBJETIVOS PARTICULARES
1.- Evaluar la presencia y la distribucion de los receptores a la GHRH, la grelina, la

TRH y SST en la BF y en linfocitos B de la BF.

2.- Cuantificar el ARNm de la GH después del estimulo con la GHRH, la grelina, la
TRH y SST en los linfocitos B de la BF.

3.- Cuantificar el contenido intracelular y la GH liberada al medio de cultivo, después

del estimulo con la GHRH, la grelina, la TRH y la SST en los linfocitos B de la BF.

4.- Evaluar la fosforilacion del factor de transcripcion CREB en la serina 133
después del estimulo con la GHRH, la grelina, la TRH y la SST en los linfocitos B
de la BF:

5.- Evaluar el contenido de calcio intracelular después del estimulo con la GHRH, la

grelina, la TRH y la SST en los linfocitos B de la BF.

6.- Evaluar la expresion de la citocina BAFF después del estimulo con la TRH y la
SST
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Cultivos primarios de linfocitos B

Se obtuvieron embriones de pollos de la linea Ross 308 de 18 dias de incubacion
donados por Pilgrim’s Pride de México y se mantuvieron en la incubadora con
humedad 100 % a 38° C hasta su eclosiéon y posteriormente fueron mantenidos en
el vivario del Instituto de Neurobiologia Campus Juriquilla Querétaro, de la
Universidad Nacional Autbnoma de México, con temperatura, humedad, ventilacion
adecuada, asi como alimentacion y agua ad libitum hasta cumplir 4 semanas de
edad (nimero 038/19, Octubre, 2010).

Al cumplir las 4 semanas de edad, los pollos fueron sacrificados por decapitacion y
se extrajeron las bolsas de Fabricio (BFs), una vez retiradas, se transportaron en
tubos falcon de 15 ml con medio RPMI 1640 (1X, L-glutamine y 25mM HEPES,
Gibco by Life Tecnologies). Posteriormente los tejidos fueron tratados y procesados
en una campana de flujo laminar en condiciones de esterilidad (limpieza con alcohol
y benzal y lampara de UV). Las bolsas de Fabricio fueron cortadas en trozos de un
tamafo promedio de %2 mm (en medio RPMI 1640); una vez obtenidos los tamafios
requeridos, se homogeneizaron mecanicamente con un homogeneizador
vidrio/vidrio, y al terminar se filtré el homogenado para retirar excedentes de tejidos
(filtro de 40 um, FALCON) y se centrifug6 en un tubo cénicos de 15 ml con 10 ml de
RPMI 1640 por 5 minutos a 1800 rpm y temperatura ambiente (Centrifuga
BECKMAN COULTER Avanti J-25); una vez centrifugada la muestra, se retiré el
sobrenadante con una pipeta Pasteur, se afor6 de nuevo a 10 ml con medio, se re-
suspendio y filtré por segunda ocasidn y se centrifugd nuevamente. Finalmente, se
retird el sobrenadante y la pastilla obtenida se aforé con medio RPMI 1640 a 10ml,
y el conteo y la viabilidad celular se realizaron utilizando un hematocitometro

(camara de Neubauer) y azul de tripano.
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5.2 Fijado de la BF, la hipo6fisis y los linfocitos B

Las BFs, las hipdfisis (Pits) y los cultivos de linfocitos B (LB) fueron obtenidos de
pollos de 4 semanas de edad sin ningun tratamiento. Las BFs y las Pits se fijaron
en paraformaldehido (PFA) al 4% durante 48 horas (Rodriguez-Méndez et al.,
2010). Seguidamente, los tejidos fueron deshidratados en etanol y embebidos en
parafina. De ambos tejidos, se realizaron cortes de entre 4 y 8 um y se montaron en
portaobjetos cargados positivamente. Por otro lado, aproximadamente 200,000
linfocitos de obtenidos de cultivos de la BF fueron transferidos por centrifugacion (5
min x 1000 rpm) a portaobjetos cargados positivamente (Shandon Cytoespin 4,
Thermo Electron corporation); posteriormente, las células se fijaron con PFA al 4%
durante 20 minutos, se lavaron y se mantuvieron en PBS a 20 C para sus analisis

posteriores.

5.3 Inmunohistoquimica e Inmunocitoquimica de los receptores GHRH-R,
TRH-R, GHS-R1a, SST-R2, en la BF y linfocitos B.

Los cultivos de linfocitos B de la BF se caracterizaron por medio de
inmunocitoquimica. Se utilizaron anticuerpos para determinar la poblacion total de
linfocitos a-BU-1a (Southern Biotech: 8365-02), linfocitos maduros a-IgG (Zymed:
GI-3100) e inmaduros a-IgM (Rockland: 603-102-007). Ademas, se utilizaron los
siguientes anticuerpos para los receptores a las hormonas hipotalamicas antes
mencionadas, GHRH-R (Abcam: ab28692), TRH-R (Abcam: ab72179), SST-R2
(Sta Cruz Biotechnology: sc-25676), GHS-R1a (Sta Cruz Biotechnology: sc-20748).
Finalmente, se utilizé un anticuerpo para la GH (Washington Biotech: gp-sha-1). Se
realizaron tres cultivos primarios de tres diferentes animales, se utilizaron 3
portaobjetos por cada animal. Todos los anticuerpos utilizados se encuentran en la

tabla-nimero 1.
5.3.1 Inmunocitoquimica

Los frotis de linfocitos B se lavaron en tres ocasiones en TBS (Tris 1.2, NaCl 9g, pH
7.6) (10 min). Posteriormente, se incubaron en amortiguador de citratos (2.94 g

citrato de sodio, pH 6, Tritdn al 0.05%) por 30 min. Después, las laminillas se lavaron
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en tres ocasiones en TBS (10 min). El bloqueo de sitios inespecificos se realizé con
leche baja en grasa (Bio-Rad) al 1% en TBS por una hora. Después del bloqueo,

Tabla1 . Anticuerpos

Blanco Tipo Dilucién Marca No. Cat.

cGH conejo/policlonal 1:100,000 NHPP AFP-551-11-1-86
¢GH Cerdo de guinea/policlonal 1:2000 Washington Biotech. GP-SHA-1
GHRH-R conejo/policlonal 1:300 Abcam ab28692
TRH-R conejo/policlonal 1:300 Abcam ab72179
SST-R2 conejo/policlonal 1:300 Sta Cruz Biotechnology sc-25676
GHS-R1a conejo/monoclonal 1:300 Sta Cruz Biotechnology sc-20748
p*133-CREB Conejo/monoclonal 1:5000 Abcam ab32096
chicken/Turkey IgG conejo/policlonal 1:100 Zymed GI-3100
chicken Bu-1a-FITC ratén/monoclonal 1:500 Southern Biotech 8365-02
chicken-1gM Antibody-FITC cabra/policlonal 1:500 Rockland 603-102-007
B-actin ratén/monoclonal 1:1000 Sta Cruz Biotechnology SC-47778
Alexa Fluor® 594 anti-Rabbit-lgG  cabra/policlonal 1:2000 Invitrogen A11012
Alexa 488 anti-Rabbit-1gG cabra/policlonal 1:2000 Invitrogen A11078
Alexa 488 anti-guinea pig IgG cabra/policlonal 1:2000 Invitrogen A-11073
Goat anti-Rabbit IgG (H+L) Cross- cabra/policlonal 1:5000 ThermoFisher scientific G-21234

Adsorbed Secondary Antibody

Goat anti-Mouse IgG (H+L) Cross- cabra/policlonal 1:5000 ThermoFisher scientific G-21040
Adsorbed Secondary Antibody,
HRP

las muestras se lavaron en tres ocasiones con TTBS 1X (0.1% de Tritén X-100 en
TBS) y se dejaron incubando durante toda la noche (o al menos 12 horas) con los
anticuerpos para a-BU-1a, a-IgG, a-IgM, a-GHRH-R, a-TRH-R, a-SST-R2, a-GHS-
R1a o0 a-GH en TTBS y 1% de leche.

Después de la incubacion, las laminillas se lavaron en tres ocasiones con TTBS y
se dejaron incubando por dos horas con los anticuerpos secundarios
correspondientes; Alexa Fluor® 594 anti-Rabbit-IgG (Invitrogen: A11012), Alexa
Fluor® 488 anti-Rabbit-IgG (Invitrogen: A11078), Alexa Fluor® 594 anti-guinea pig-
IgG (Invitrogen:) en TTBS y leche al 1%. Seguidamente, las laminillas se lavaron en
tres ocasiones con TBS y se incubaron con 500 ng/mL de 4 ',6-diamidino-2-fenilindol

(DAPI) por 30 min. Finalmente, las laminillas se lavaron y se montaron en medio de
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montaje para fluorescencia Vectashield (VECTASHIELD® mounting medium for
fluorescence by Vector Laboratories, Inc).

5.3.2 Inmunohistoquimica de GHRH-R, TRH-R, GHS-R1lay SST-R2

Cortes histologicos de las Pits y las BFs se desparafinaron en Citrisolv (Thermo
Fisher Scientific Inc.) en tres ocasiones por 5 min. Posteriormente, los cortes fueron
rehidratados en las siguientes concentraciones de alcohol, 95%, 70%, 60% y 50%.
Después, los cortes fueron incubados en solucion de Lugol y tiosulfato de sodio por
2 min y 4 min respectivamente. Los cortes fueron permeabilizados con amortiguador
de citratos por 30 min a 80 °C. Después, se bloquearon con leche baja en grasa
(Bio-Rad) al 5% durante una hora. Después del bloqueo, se'lavaron en tres
ocasiones con TTBS 1X. Las laminillas se dejaron incubando con los anticuerpos
primarios a-GHRH-R, a-TRH-R, a-SST-R2, a-GHS-R1a en TTBS 1X con 1% de
leche.

Después de 12-24 horas de incubacion, las laminillas se lavaron tres veces con
TTBS, seguidamente, se incubaron con los anticuerpos secundarios
correspondientes; Alexa Fluor® 594 anti-Rabbit-IgG (Invitrogen: A11012), Alexa
Fluor® 488 anti-Rabbit-1IgG (Invitrogen: A11078) durante dos horas. Finalmente, las
laminillas se lavaron con TBS 1X en tres ocasiones y se incubaron durante 30 min
con 500 ng/mL de DAPI. Todas las laminillas se montaron en medio de montaje
para fluorescencia Vectashield (VECTASHIELD® mounting medium for fluorescence

by Vector Laboratories, Inc).
5.4 Extracciéon del ARNm de la BF, Pit y BL.

Se extrajo el ARN total de los linfocitos B, las BF y las Pit por medio del método de
trizol. A cada tubo con linfocitos B, BF o Pit, se agregé 500 ul de Trizol Reagent® y
se homogeneizd mecanicamente con jeringas de 5 ml, el homogenado se aforé a
1ml con 400 pl de Trizol ®Reagent y se dejo incubar por 5 minutos, después, a cada
tubo se le adicion6 200 pl de cloroformo 99% de Sigma®, se agitd y dejo incubar
por 5 minutos para después centrifugar por 15 minutos a 12,000 RPM (Sorvall ®

RMC 14 Dupont); de esta mezcla se obtuvieron tres fases, una lipidica, una
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hidrofilica y una acuosa, retiramos un minimo 400 pl de la fase acuosa y a este
sobrenadante se le agregd 500 ul de etanol al 70%, se agitd y dejo incubar por 2
minutos, después, se tomaron 700 pl de la mezcla y se adicionaron a columnas de
silice (On-colum PureLink ™ DNase Treatment), se centrifugaron por 15 segundos
y después se adiciono el faltante de la muestra, se centrifugaron una vez mas y se
realizé un primer lavado con 350 ul del “Wash Buffer” 1 (Ambion by life tecnologies
®), centrifugamos por 15 segundos y adicionamos 80 ul de una mezcla de reaccion
de Buffer con DNAsa, se dej6 incubando por 15 minutos y se lavé con-350 ul del
“‘Wash Buffer 1”. Finalmente, dos lavados de 500 pl del “Wash Buffer 2” y
colectamos el ARN en 50 pl de agua estéril. La cuantificacion del ARNm se realiz6

mediante el Nanodrop (Thermo Scientific 1000 spectophotometer).
5.5 Retrotranscripcion del ARNm

Se partié de 1ug de cada muestra (BL, BF y Pit) a los que se les adiciond las
siguientes mezclas: a)mezcla 1 constd de 4.5 ul de Oligos dT (Invitrogen® .5ug/ul),
4.5 ul de Hexameros (Invitrogen®), 4.5 yl de-dNTP’s (Invitrogen®) y se dejaron en
el termociclador (Perkin EImer Gene Amp PCR System 2,400) por 5 minutos a 65
°C, b) después se le adicion6 la-mezcla 2, que contuvo 36 pl de Buffer (5X First
Stand Buffer 0.1 M de Invitrogen®), 18 ul de DTT (Invitrogen®) y 4.5 ul de RNAsa
out (Recombinant Ribonuclease Inibitor Invitrogen®) se dejaron en el termociclador
por 2 minutos a 45 °C , c) por ultimo se les adicion6 1 ul de Superscript y se dejé en

el termociclador por 50 minutos a 42 °C.

5.6 Amplificacion de ARNm de la GHRH, GHRH-R, TRH, TRH-R, grelina, GHS-
Rla, SST, SST-Rs, GH y GH-R mediante PCR punto final.

Los oligonucleétidos que se usaron fueron disefiados con el software “Oligo-7” a
partir de las secuencias del ARNm de GHRH-R, TRH-R, GHS-R, SSTR1.5, GH,
ghrelina, TRH, SST, GHRH y GH-R de pollo obtenidas en la base de datos del NCBI
(Tabla 2).

La amplificacién de los genes se realizé durante 30 ciclos. Se utilizé6 una mezcla con

un volumen final de 40 pl; esta mezcla contuvo, amortiguador para PCR 5X, MgCL>
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a 2 mM, mezcla de dNTPs (10mM), ADN Taq polimerasa (5U/ul) y 0.1 mM de
oligonucledtidos especificos para cada gen (Tabla 2). Las amplificaciones
consistieron de un ciclo de desnaturalizacion (95 °C por 30 segundos), alineamiento
(58 °C por 30 segundos) y extension (72 °C por un minuto) (35 veces). Las mezclas
solo con agua estéril en lugar de ADNc se utilizaron como control negativo. Los
productos de PCR se resolvieron en geles de agarosa al 1% en amortiguador TAE,
y bromuro de etidio. La electroforesis se realizé en camaras Bio-Rad a 150 voltios

durante 30 min.

Tabla 2. Oligonucleotidos

Sarce Owecoxdn Secusrcias (5°-3 Temade S produce: L

cGHRM Fac L o
Qe CA
= ATT AAA CA ACA X
AAA CAA TTA A
Fw ATACAGCAANCARANGGA TM
[+ TOCTTCAGL
Fa CA A A
GOAL ATGTCACGCAN
- fu ACCTATA SGAGGAS
,,,,, ATONGT A
BAFF Fact ATCTCAGCTIGGIGACATIAT "
B 1, QLTGETA
Facestires
cGRIR Fac XCIGETCNGAGCCATICCCTT
ACOGTAGCK CTGAA A
& Fa ATGCCCTATCGAACAL
A CAGA
HSR F Y
GCGACGTAC A
Fot TAAGAT AN
P
AGCANGANGCCCATCAG GA
L GGCACCGGTATGTA -
[
A CTGOCACAT
A = A TATGTAGGGA
A CACA
gEsTR e A T1GY
""" GAMOAGTGCCGOA
Fw TAL TOGCA A e
TGAAAG
G Fat ACTTCACCATGGACAATGCCTA
GGG ATTGAAG
Gares Se wéwarce
Al Fw MAGAGAT ALA &
Fon
AGGTCAACANCAGAGAL
Fa GATTCK T X
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5.7 Tratamientos con las hormonas

Se utilizaron 10 millones de células de los cultivos celulares descritos en la seccion
5.1, los cuales fueron tratadas con 1, 10 y 100 nM de GHRH, TRH, ghrelinay SST,
mas un control solo con medio RPMI 1640 (volumen final 500 ul por cada
tratamiento). También se utilizaron co-tratamientos con la TRH y la SST (TRH: 10
nM con 10 y 100 nM de SST). Se dejaron incubar durante 1 hora con 95% de Oz y
5% de CO.. Después, se separaron las células de los medios de cultivo mediante

centrifugacion y se guardaron para sus analisis posteriores.
5.7.1 Concentracion y didlisis de los medios de cultivo

Los medios de cultivo resultantes de cada tratamiento fueron dializados con el doble
de volumen de agua. La centrifugacion se realizé durante 50 minutos a 6,000 rpm
hasta conseguir un volumen final de aproximadamente 50 ul. Alicuotas de dichos

concentrados sirvieron para evaluar la GH por medio de SDS-PAGE/WB y ELISA.
5.8 Determinacién de fosforilaciéon de CREBS 33

Todas las muestras se homogenizaron con 100 pl de amortiguador de lisado RIPA
(Cell Signaling Technology, Inc., Danvers MA, EUA) preparado con el inhibidor de
proteasas complete. Posteriormente, los tejidos se sonicaron durante 1 min en frio
y se agitaron durante 1 h a 4 °C. Las muestras se centrifugaron a 10,000 g durante
15 min a 4 °C, se aislé el sobrenadante y se mantuvo a 4 °C. La concentracion de
proteina se determiné mediante el método de Bradford y se tomaron alicuotas 80
Hg de proteina total. La electroforesis se realiz6 en condiciones desnaturalizantes y
reductoras, por lo que cada muestra fue estabilizada agregandole el volumen
correspondiente de solucion amortiguadora (1.0 ml TRIS-HCI 1.5 M pH 8.8, 0.8 ml
glicerol, 1.6 ml SDS 10 %, 0.2 ml azul de bromofenol 0.05 %, 4 ml agua destilada)

para un volumen total de 20 pl, y se colocaron en bafio Maria durante 5 min.

Para la electroforesis se realizaron geles de poliacrilamida al 12.5 % de 10 carriles.
Como marcador de peso molecular se empleé el estandar de 10 - 250 kD, Precision

Plus Protein Kaleidoscope (BIO-RAD; CA, EUA). Una vez que el gel estuvo cargado
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con el marcador y las muestras, a la camara de electroforesis se le agrego la
solucién amortiguadora de corrida (15 g/l TRIS-base 0.025 M, 72 g/l glicina, 5 g/l
SDS, pH 8.3) y se corrié a 100 V durante 1 h'y 30 min aproximadamente.

Una vez terminada la electroforesis, se equilibraron los geles y las membranas de
nitrocelulosa (BIO-RAD; CA, EUA) con amortiguador de transferencia (25 mM TRIS,
192 mM glicina, 20 % metanol, pH 8.3) durante 10 min. Al mismo tiempo, se
hidrataron las fibras y el papel filtro en el amortiguador de transferencia. Se coloco
un refrigerante y un agitador magnético dentro de la camara de transferencia y se
dej6 correr a 200 mA durante 1 h. Al terminar, la membrana se colocé en TBS 1X
(100 nM TRIS, 2.5 M NacCl, pH 7.5) y durante 10 min con agitacion. Posteriormente,
se bloqued con leche en polvo baja en grasa (BIO-RAD) al 5% en TBS durante 1 h
en agitacion al término, la membrana se lavé con TTBS 1X (TBS + Tween al 20 %)

tres veces durante 10 min, en agitacion.

Para la deteccion de la GH se utilizd el antisuero CAP-1 mientras que para la
deteccion de CREB se utiliz6 el anticuerpo policlonal ps'*3-CREB (Abcam:
ab32096). Como control de carga, se utilizé el anticuerpo para actina (Santa Cruz
Biotechnology: SC-47778). Todos los anticuerpos se prepararon, por separado, en
una solucién con TTBS 1X y solucion bloqueadora al 1 %, diluidos de la siguiente
manera: 1:10,000 para la GH, 1:5000 para el ps'*3-CREB y 1:1000 para la actina.
La incubacion de la membrana con correspondiente anticuerpo se realizé durante
toda una noche en agitacion. Posteriormente, la membrana se lavo tres veces con
TTBS 1X, por-10 min.

Como_anticuerpos secundarios se utilizaron: el anti IgG de conejo y ratén hechos
en cabra y conjugados con peroxidasa de rabano (ThermoFisher: 65-6120;
Invitrogen: G-21040), a una dilucién de 1:3000 en TTBS vy solucion bloqueadora al
1 %. La incubacién de la membrana con el anticuerpo secundario fue de 2 h en
agitacion constante, a temperatura ambiente. Posteriormente, se le hicieron 3
lavados con TTBS 1Xy 3 con TBS 1X, por 10 min.

19



Para revelar se utilizo6 ECL Western Blotting Detection Reagents (Amersham;
Buckinghamshire, UK), mezclando las soluciones 1 y 2 en una proporcioén 1:1. Se
colocaron las membranas en una bolsa de plastico y la solucion de la mezcla por 5
min evitando la formacién de burbujas sobre la membrana. La membrana se expuso
a la placa radiografica Hyperfilm ECL (Amersham; Buckinghamshire, UK) en un
casset de amplificacion y posteriormente fueron revelados con las soluciones
reveladora y fijadora (Kodak), segun lo indican los fabricante, todo en un cuarto
oscuro. El tiempo de exposicion varié de acuerdo, a la dilucion del primer-anticuerpo
utilizado: 5-10 min para la deteccion de GH, 10 min para la deteccién de pCREB*
133 y 5 min para la deteccion de actina. Finalmente, la placa se dejé secar y se

analizé por densitometria, utilizando el programa Image Lab de BIO-RAD.

5.9 Ensayo de ELISA para la cuantificacion de la GH

La inmunoreactividad de la GH se cuantificd en extractos de proteinas obtenidas de
BBLs (80 pug) y en 25 pl de medio de cultivo concentrado (volumen final de 50 pl
obtenido de 1 ml de medio de cultivo dializado y concentrado en filtros Amicon Ultra
4 ml [Merck Millipore Ltd. Tullagreen, Carringtwohill, Co.Cork, IRL] en una centrifuga
Avanti J-25 [Beckman Coulter, Inc. Palo Alto, CA.]), utilizando un ensayo
inmunoabsorbente indirecto ligado a enzimas (ELISA) (Luna et al., 2004; Martinez-
Coria et al., 2003; Martinez-Moreno et al., 2014a). Inicialmente las placas de
microtitulacion de 96 pocillos (Immulon 2HB, placas de microtitulacion de fondo
plano de Thermo Scientific) se revistieron durante la noche con 12 ng de rcGH / por
pocillo en 100 ul de amortiguador de carbonatos (1 M), pH 10.3, a 4°C. Después del
recubrimiento con el antigeno, las placas se lavaron con TPBS (fosfato sédico 0,01
M, NaCl 0,15 mM, Tween 20 al 0,05% v / v, pH 7) usando un lavador manual de
microplacas (ENE, lowboy, Nalgene; Nunc-Immuno Wash 12, InterMed Nunc). Este
procedimiento se realizé después de cada paso de incubacion. Las muestras y las
diluciones seriadas de la rcGH (0.5-1250 ng / ml) diluidas en TPBS se incubaron
durante 16 h con 100 pl de anticuerpo primario (a-cGH, AFP-551-11-1-86-National
Hormone and Pituitary Program, Torrance, CA) diluido 1: 100,000 con TPBS y 1%
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p / v de leche descremada en polvo. Luego se agregaron las muestras problema
(100 pl) a los pocillos recubiertos y se incubaron durante 2 ha temperatura ambiente.
Después de la incubacion, se afiadié el anticuerpo secundario (conjugado de
peroxidasa de rdbano picante-IgG anti-conejo) diluido 1: 5000 con TPBSy 1% p /v
de leche en polvo descremada e incubd durante 2 ha temperatura ambiente. La
reaccion colorimétrica se generd utilizando 2,2-azino-di- (3-etilbenzotiazolina
sulfonato) como sustrato (Sigma, Saint Louis, MO, EE. UU.), y las placas se leyeron
en un lector de microplacas ELISA (Bio-Rad), a una longitud de onda de 405 nm.

5.10 Andlisis estadistico

En todos los experimentos, los valores se expresan como media + error estandar
(SEM). Las diferencias significativas entre grupos o tratamientos se determinaron
mediante la prueba t de Student o un analisis ANOVA de una via, seguido de
pruebas post-hoc paramétricas (Sidak, Dunnet, Tukey) o no paramétricas (Dunns).
Se determind que los valores de p inferiores a 0,05 eran estadisticamente diferentes
(* p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; **** p <0,001).

6. PCR en tiempo real

El ARN mensajero de la GH se cuantificd en el termociclador StepOne (Applied
Biosystems Foster, CA, USA). Se utilizé una diluciéon 1:3 del ADNc de cada
tratamiento. Se utilizé la mezcla de PCR “Maxima SYBER Green Master Mix”
(ThermoFisher scientific). La reaccion final fue de 10ul y consté de: 3 pl de ADNc y
7 ul de la mezcla Maxima syber (dentro de la mezcla se adicioné .5 uM de cada
oligonucledtido especifico). Las condiciones de amplificaciéon fueron: 1 ciclo de
desnaturalizacion a 95 °C por 10 min, 45 ciclos de amplificacién con 15 s a 95 °C,
15 sa60°Cy30sa60°C, despues, 30 s a 75 °C. Se determind la expresion del
ARN mensajero de la GH utilizando el método de gPCR relativo de Ct comparativo
(AACt), en el que se usaron grupos calibradores correspondientes a la GH y BAFF.
El valor de Ct del control se obtuvo de la media geométrica entre los Cts del 18S
(ACt), en donde se obtuvo la resta el Ct del gen blanco menos el Ct. El AACt se

obtuvo de restar el ACt del calibrador al ACt de los grupos experimentales.
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6.1 Evaluacién del calcio intracelular en los linfocitos B de la BF

Se colectaron los linfocitos B después de 5, 10, 15 y 60 min de incubacion. Estos
linfocitos se lisaron con amortiguador RIPA. Seguidamente, los lisados fueron
centrifugados por 15 min a 10,000 g, se colectaron los sobrenadantes y se
conservaron a 4 °C. Para la determinacién de calcio, se utilizaron los kits de abcam
(ab102505) y sigma (MAK022); ambos funcionan debido a la formacién del complejo
cromogeénico entre el calcio y el quelante o-cresolphthaleina. La formacién de estos
complejos fue medida a 575 nm y el contenido de calcio fue directamente
proporcional al color obtenido.

Primero se prepard una curva estandar en una placa de 96 pozos, iniciando desde
un punto cero (0 yg/pozo) hasta un punto maximo de 2.0 ug de Ca?* por pozo. Para
este ensayo, se utlizaron 25 pl de sobrenadante de cada muestra tratada.
Seguidamente se agregaron 90 ul del reactivo cromogénico tanto a la curva como
a las muestras problema. Después, se adicioné 60 pl del amortiguador para el
ensayo de calcio; se agito y se dejo en incubacidon a temperatura a ambiente por 10

min. La lectura de la placa se realizo en el varioskan a 575 nm.

Dado que se utilizaron datos provenientes de dos kits, se decidié normalizar los

valores tomando como 100% el tiempo 0, mismo que no tuvo ningun tratamiento.

6. Resultados y discusién

La comunicacion. entre los sistemas nervioso, endocrino e inmune depende de
multiples mensajeros quimicos (moléculas paracrinas, autocrinas o endocrinas), asi
como de sus receptores, para desencadenar efectos pleiotrépicos en cada sistema
(Veiga-Fernandes and Mucida, 2016). La GH y el GH-R son parte del eje
hipotalamo-hipdfisis (Rohrbasser et al., 2018). Sin embargo, ahora se sabe que la
GH y el GH-R se expresan y ejercen efectos inmunomoduladores en el sistema
inmune de varias especies (Hattori, 2009); incluyendo la BF de pollo (Luna et al.,
2013). De hecho, en este estudio, observamos que la GH y su receptor (GH-R) se
expresan en las células B-bursales de este 6rgano. La BF, es un 6rgano linfoide

primario en donde los linfocitos B se producen y maduran (Ko et al., 2018). Ademas,
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la BF se ha utilizado ampliamente para estudiar y comprender patologias en aves
de corral; por ejemplo, el estudio de la enfermedad infecciosa de la BF (Dulwich et
al., 2018).

6.1 Caracterizaciéon y viabilidad de los linfocitos B de la BF

Nuestro primer objetivo fue determinar la viabilidad de los linfocitos B de la BF, asf
como las diferentes subpoblaciones de linfocitos B dentro del cultivo celular
primario. La viabilidad de los linfocitos B se determiné a lo largo de 120 minutos de
incubaciéon con medio de cultivo RPMI 1640. La viabilidad en el tiempo cero fue de
87.01%, y disminuyd progresivamente con respecto al tiempo ya que a los 30 min,
fue de 84.12%, a los 60 min, 79.76%, y finalmente, 71.21% después de 120 min
(Fig. 1-H). Para caracterizar las subpoblaciones de linfocitos B se utilizaron
anticuerpos para detectar la poblacion total de células B (ab-Bu-1a), asi como la
distribucion de linfocitos B maduros (ab-IgG) e inmaduros (ab-IgM). Como se
muestra en la Fig. 1-A, las células inmunorreactivas al ab-Bu-la representaron el
74.17% (Fig. 1-G), las células inmunorreactivas al ab-IgG (Fig. 1-B) y al ab-IgM
(Fig.1-C) representaron 58.05% y 27.37% respectivamente (Fig. 1-G). Estos
resultados son similares a los previamente publicado por Luna-Acosta et al., (2015);
en donde obtuvieron cultivos enriquecidos de linfocitos B, con una distribucion

similar de las subpoblaciones inmunoreactivas a IgG+ e IgM+.
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Figura 1. Las subpoblaciones de linfocitos B se estimaron utilizando anticuerpos primarios para detectar el total de células B (ab-Bula) (Fig. 1A), células

B maduras (ab-IgG) (Fig. 1B) y células B inmaduras (ab -IgM) (Fig. 1C). Se us6é DAPI para detectar los nlcleos celulares. Se utilizaron controles negativos
sin anticuerpos primarios (Fig. 1D, E, F). La proporcién de linfocitos B se calculé contando el nimero de células inmunoreactivas para cada anticuerpo,
entre el namero total de células reactivas DAPI (Fig. 1 G). La viabilidad celular de los linfocitos B se determiné a lo largo de 120 minutos (Fig. 1H). Los
grupos con letras diferentes son significativamente diferentes (p <0.001) al usar un ANOVA de unaviay la prueba pos hoc de Dunnett. Cada barra representa
las medias + error estdndar de la media, los datos fueron obtenidos de 3 experimentos independientes.

6.2 Expresion de GHRH/GHRH-R, TRH/TRH-R, ghrelina/GHS-R1a, SST/SSTRs
y GH/GH-R en la BF y en los linfocitos Evaluamos la presencia de las hormonas
hipotalamicas y sus receptores en la BF y en linfocitos B, asi como en hipdofisis,
hipotalamo e higado que se utilizaron como controles de expresiéon. Como se
muestra en la Fig. 2-A, el GHRH-R se expresd en la hipofisis, pero no en los
linfocitos B ni en la BF. Ademas, la GHRH también se expreso en el hipotalamo,
pero no en la BF ni en los linfocitos B (Fig. 2-K). La TRH y el TRH-R se expresaron
en la hipdfisis, el hipotalamo, asi como en la BF y en los linfocitos B (Fig.2-B, L). La
grelina y su receptor también se expresaron en los controles positivos, la BF y en
los linfocitos B (Fig.2-C, M). La SST y sus cinco receptores (SST-R1-5) se
expresaron en el hipotadlamo, la hipdfisis, asi como en la BF y en los linfocitos B (Fig.
2-D, E, F, G, H, I, N). Por ultimo, se observé la expresion de la GH y el GH-R en la
hipdfisis, el higado, los linfocitos B y en la BF (Fig.2-I, P).
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Figura 2. Expresioén del GHRH-R (A), TRH-R (B), GHS-R1a (C), SST-Ru5 (D, E, F, G, H), GHRH (K), TRH (L), grelina (M), SST (N), GH (I) y el GH-R (P); en

linfocitos B y en la BF. Se usaron linfocitos B obtenidos de tres cultivos independientes, asi como tres BFs de diferentes animales. En todos los casos se
us6 GAPDH como gen de referencia (J, O, Q). Pares de bases (bp), negativo (NC-) hipotalamo (Hip), Hipéfisis (Hip), higado (Hi).

En cuanto a la GHRH, TRH, grelina y SST, se ha reportado que se expresan en
multiples células inmunes de varias especies, incluido el hipotalamo del pollo

(Hattori, 2009; Piorkowska et al.,. 2018; Quintanar and Guzman-Soto, 2013;
Weigent, 2013a).

6.3 Expresion de GHRH-R, TRH-R, GHS-Rla y SSTR2 en la BF y en los
linfocitos B

Los receptores de GHRH, TRH, grelina y SST pertenecen a la superfamilia de
receptores acoplados a proteinas G con 7 pasos transmembranales (Schrage et al.,
2016); y .ahora se sabe que estos receptores se expresan en la hipdfisis de
mamiferos (Albarran-Zeckler et al., 2013; Anderson and Scanes, 2015; Jones et al.,
1996; Kiseljak-Vassiliades et al., 2015; Miller et al., 1999) y pollos (Anderson and

Scanes, 2015; De Groef et al., 2003; Meng et al., 2014; Richards et al., 2006; Wang
et al., 2006).

En este estudio, corroboramos la presencia de los receptores GHRH-R, TRH-R,
GHS-Rlay SSTR2en la BF y en los linfocitos B. De izquierda a derecha, en el panel
1 de la Figura 3, se observan células inmunoreactivas a GHRH-R en la hipofisis,
pero no en la BF o en los linfocitos B. Similar a nuestros resultados sobre la
25



expresion del ARNm evaluado por PCR punto final y la proteina por IHC, en otros
trabajos la GHRH-R también se ha observado en la hipdfisis de pollos de engorda
(Porter et al., 2006; Toogood et al., 2006; Wang et al., 2006). Ademas, la presencia
de GHRH-R en otros tipos celulares como timocitos y esplenocitos de ratas
(Guarcello et al., 1991; Weigent, 2013a), peces (Chan et al., 1998) asi como en
linfocitos T humanos (Khandelwal et al., 2015), sugiere la participacion local de la
GHRH. Sin embargo, la expresion de GHRH-R en tejidos inmunes de aves,
especificamente en linfocitos B-bursales aun no se ha detectado. En mamiferos y
pollos, la GHRH a través de GHRH-R promueve la expresién y liberacién de la GH
(Kiaris et al., 2011; Harvey et al., 2014). Sin embargo, en este estudio, no observé
la presencia de GHRH y GHRH-R en las células B-bursales. Ademas se probo esta
hormona enlos cultivos de linfocitos B y no modifico los niveles de la GH (ARNm y
proteina), CREB o calcio, lo que sugiere que la GHRH y GHRH-R no participan en
la regulacion de la GH en linfocitos B-bursales. Estos resultados coinciden con
estudios previos del grupo del Dr. Wang quien report6 la ausencia de GHRH-R en

tejidos inmunes de pollo (Wang et al., 2006, 2010).

En el panel 2, se observan células inmunoreactivas al TRH-R tanto en la hipofisis,
la BF y en los linfocitos B. Otros autores también han reportado la expresion de este
receptor en la hipdfisis del mismo modelo experimental (De Groef et al., 2003; Sun
et al., 1998). Sin embargo, en tejidos inmunes de pollo aun no se ha explorado la
expresion de TRH-R por lo que éste es el primer informe sobre la expresion de éste
receptor en linfocitos B de pollo y corrobora estudios realizados en otras especies
como peces, ratas y humanos, donde se observoé la expresion de TRH-R en timo,
meédula ésea, ganglios linfaticos y extractos de bazo (Fukusumi et al., 1995; Kamath
et al., 2009; Raiden et al., 1995; Saito et al., 2011). En pollos, este receptor ha sido
clonado de la hipofisis y mostré una alta homologia con mamiferos (Sun et al.,
1998). Ademas, sus funciones relacionadas a la estimulacion de la expresion y

liberacién de la GH podrian estar conservadas en ambas especies.

En el panel 3, observamos inmunoreactividad positiva para el SSTR2, en la hipdfisis,

en la BF y en los linfocitos B. Previos estudios también han mostrado la expresion
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de los receptores de SST en hipdfisis de ratones (Ramirez et al., 2002), peces
(Cardenas et al., 2000), humanos (Kiseljak-Vassiliades et al., 2015) y de manera
similar a este estudio, en el bazo pollos (Bossis and Porter, 2001; Meng et al., 2014).
Por otro lado, la expresion de estos receptores ha sido reportada en células
hipofisiarias de pollo, y en este modelo se ha determinado que la SST inhibe la
liberacion de la GH a través del SST-R2 (Bossis and Porter, 2001). Por lo que la
expresion de estos receptores en la BF y en los linfocitos B podria sugerir su
participacion en la inhibicién de la expresion y liberacion de la GH.

El receptor de grelina también se observo en la hipdfisis, en la BF y-en los linfocitos
B (Fig. 3, panel 4). De manera similar, la expresion de GHS-R1a también se ha
observado, ademas de la hipdfisis (Kaiya et al., 2002), en tejidos inmunes de pollo
como el timo y el bazo (Tanaka et al., 2003) y la BF (Yu et al., 2018). La expresion
de grelinay la localizacién conjunta de GHS-R1a con la GH en linfocitos B-bursales
podrian sugerir la participacion de grelina en la regulacion de GH. Sin embargo,
dado que no observamos el efecto de la grelina sobre la expresion del ARNm de la
GH y su proteina; o su efecto sobre la activacion de CREB y niveles de calcio, existe
la posibilidad de que la grelina-pueda participar y promover otros efectos
inmunomoduladores (Hattori et al.,”2001), en lugar de su participacion en la

regulacion de la GH en los linfocitos B-bursales..
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Figura 3. Micrografias representativas de las inmunohistoquimicas para el GHRH-R (Panel 1), TRH-R (Panel 2), SST-R (1.5 (Panel 3) y GHS-R1a (Panel 4);

en secciones de hipéfisis ‘de pollo y en linfocitos B. En el panel 5 se observan los controles negativos usando solo los anticuerpos secundarios
correspondientes. Las flechas indican células inmunoreactivas a alguno de los receptores correspondientes. Corteza ©, medula (M). DAPI en azul, se utilizé
para marcar los nucleos celulares.

6.4 Co-localizacién de la GH con GHRH-R, TRH-R, GHS-R1a y SSTR2 en la

hipofisis y en los linfocitos B de la BF

Para corroborar la presencia de la GH con los receptores de sus principales
reguladores. Se realiz6 una tincion conjunta para verificar la colocalizacion de la GH
con el GHRH-R, TRH-R, GHS-R1a y SSTR2, en la hipdfisis y en los linfocitos B de

la BF, utilizando solo el ab-GH y DAPI en hipdfisis de pollo. Como se muestra en la
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Fig. 4-A, se observaron células inmunoreactivas a la GH en una zona localizada de

la hipdfisis, sugiriendo el l6bulo caudal de esta glandula.
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Figura 4. Micrografias correspondientes a inmunohistoquimicas para la GH (A) y su co-localizacién con el GHRH-R (C, I), TRH-R (D, J), SST-R) (G, M) y

GHS-R1a (F, L), en hipéfisis y en linfocitos B. Se usaron solo los anticuerpos secundarios correspondientes como controles negativos (B, E, H, K, N). Se
us6 DAPI para marcar los nucleos celulares (en azul). Las flechas indican células inmunoreactivas a los receptores correspondientes.

Todas las micrografias que se obtuvieron fueron tomadas en las zonas hipofisarias
inmunoreactivas a la GH (zona caudal). En la Fig. 4-C, se observan células
inmunoreactivas a la GH, al GHRH-R, e incluso la co-localizacion de ambas sefiales.
Por otro lado, en los linfocitos B solo se observé inmunoreactividad positiva a la GH
(Fig. 4-1). En el caso del TRH-R, se observo co-localizaciéon de la GH con este

receptor, en la hipofisis y en los linfocitos B (Fig. 4-D, J). Finalmente, se observo co-
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localizacion de la GH con el GHS-R1a (Fig. 4-F, L) y el SST-R2 (Fig. 4-G, M), en la
hipéfisis y en los linfocitos B. La co-localizacion de la GH con estos receptores
sugiere que en estas células podrian participar en varios procesos como la
regulacién de la GH local.

6.5 Expresién del ARNm de la GH después del estimulo con GHRH, TRH,
grelinay SST o la combinacion de TRH con SST en los linfocitos B de laBF

Se evalué la expresion de la GH después de los tratamientos con la GHRH, la TRH,
la grelina, la SST y la combinacion de la TRH con la SST. Como se observa en la
Fig. 5-A, la TRH a 10 nM, incrementé significativamente (p<0.01) la expresién de la
GH (control: 1.013 + 0.07410 vs 10nM GH: 1.545 + 0.06581). Similar a nuestros
resultados, en hipdfisis de pollo de engorda también se ha observado que la TRH
incrementd el ARNm de la GH después de 60 min de incubacion (Van As et al.,
2004). Sin embargo, en células inmunes, el efecto de la TRH sobre la regulacion de
la GH aun no estaba estudiada, lo que hace importante nuestros resultados debido
a que ahora podemos sefalar que la presencia del TRH-R y permitir proponer un

efecto de TRH sobre la expresion y liberacion de la GH en linfocitos B bursales.

Por otro lado, la SST disminuy®¢ significativamente (p<0.01; p<0.05) la expresion de
la GH (control: 1.095 +0.1157 vs 1 nM SST: 0.6400 £ 0.07375y 10 nM SST: 0.7850
+ 0.04781) (Fig. 5-B). Enel caso del sistema inmune el efecto de la SST sobre la
expresion de GH aun no se ha determinado. Sin embargo, a nivel hipofisiario se
sabe que la SST inhibe la expresiéon del ARNm de la GH; por lo que la presencia del
SST-R2 y la SST en los linfocitos B de la BF, sugieren un efecto inhibitorio sobre la
expresionde la GH. En cuanto la GHRH y la grelina, no modificaron la expresion de
la GH (Fig. 5 C-D).

Finalmente, dado que observamos cambios en la expresion de la GH con 10 nM de
TRH y SST,; evaluamos la expresion de la GH después del estimulo con la
combinacién de estas hormonas (ambas a 10 nM). Interesantemente, la expresion
de la GH disminuy6 significativamente (p<0.05) en comparacién con el grupo control
(control:  0.9821+ 0.1322 vs TRH + SST: 0.6646 + 0.1055) (Fig. 5-E). Estos

resultados concuerdan con lo reportado en la literatura, en donde se ha observado
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gue la combinacién de la SST con otros factores y hormonas puede inhibir
mecanismos intracelulares y la sintesis de proteinas; por ejemplo, la SST inhibe la
produccion de AMPc inducido por la hormona liberadora de corticotropina (CRH) y
GHRH; Ademas, la SST inhibi6 el efecto de la forskolina en la produccion de AMPc,
la activacion de PKA, la fosforilacion de CREB y la potencia de transcripcion (Eigler
y Ben-Shlomo., 2014).

Figura 5. El ARNm de la GH fue evaluado por medio de qPCR, después de los tratamientos con TRH (A), SST (B), GHRH (C), grelina (D) y la combinacién de
TRH con SST (E). Se utilizaron las concentraciones, 1, 10y 100 nM, Los datos fueron obtenidos por 3 experimentos independientes y medidos por duplicado.
Las barras representan la media + el error estandar. Los asteriscos representan diferencias estadisticas significativas (*: p<.05; **: p<.01) en comparacion
con los grupos control; se utiliz6 una ANOVA de una via con comparacién multiple y prueba post hoc Tukey. En el caso de la combinacién, se us6 una
prueba T pareada.
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6.6 Efecto de GHRH, TRH, grelina, SST o la combinacién de TRH con SST en

el contenido y liberacion de GH en los linfocitos B de la BF

El tratamiento con la TRH no mostré ningun efecto sobre el contenido intracelular
de la GH (Figura 6-A). No obstante, el tratamiento con 10 nM de TRH incremento

significativamente (P<0.05) la GH liberada al medio de cultivo (control 15.03 + 4.405
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ng/mL vs 10nM: 45.69 = 17.23 ng/mL) (Figura 6-B). En células inmunes de pollo,
este es el primer reporte de un posible efecto regulador de la TRH sobre la liberacién
de la GH. Sin embargo, otros estudios realizados tanto in vitro como in vivo en peces
y en el pollo de engorda, sobre la liberacion de GH mostraron que después de 30
min o 3 hr de exposicion con la TRH, mostraron una liberacion regulada de los
niveles de la GH (Hall et al., 1985; Harvey et al., 1978; Harvey and Lea, 1992; Lin
et al., 1993; Scanes, 1984).

Por otra parte, el tratamiento con 100 nM de SST incrementd significativamente
(P<0.05) el contenido intracelular de la GH (control: 35.21 £ 0.7860 ng/ug vs 100
NnM SST: 47.76 + 5.322 ng/ug) (Figura 6-C). Sin embargo, la aplicacion de SST no
mostré cambios significativos en la cantidad de GH liberada al medio de cultivo
(Figura 6-D). El incremento de la GH intracelular después-del tratamiento con la SST
podria deberse a un mecanismo relacionado al aumento del calcio que también fue
modificado después del tratamiento con esta hormona. Esto comparado con
estudios sobre la produccion de IL-2 en linfocitos T (Koga et al, 2012) o IL-1 Ojima
et al., 1989) en donde se ha asociado a cambios de calcio y su capacidad de activar
a las proteinas calmodulinas (Clapham, 2007), o activar proteinas como las cinasas
Il'y IV. Ademas, en células GH3, el Ca?* estimul6 sintesis de la prolactinay su ARNm
(White et al., 1989), por lo que un mecanismo similar podria ocurrir en los linfocitos

B de la BF y la produccion de GH.

Finalmente, a nivel hipofisiario se sabe que la SST inhibe la liberacidén de la GH. En
el caso del sistema inmune es el primer estudio sobre su efecto en linfocitos B de
pollo, pero tambien nuestros resultados concuerdan con los observados en linfocitos
B de humanos en donde la SST y su analogo “SMS 201-995” tampoco modificaron
la liberacion de la GH in vitro (Hattori et al., 1990, 1994).

En el caso del tratamiento con la grelina, esta hormona no mostr6 cambios
significativos en la GH intracelular (Figura 6-E), ni en el medio de cultivo (Figura 6-
F). De manera similar, el tratamiento con la GHRH no cambié los niveles de la GH

en los linfocitos B (Figura 6-G) ni en el medio de cultivo (Figura 6-H).
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Por otra parte, se evalué el posible efecto inhibidor de la SST sobre la liberacion
inducida de la GH al medio de cultivo, por el efecto de la TRH. Para lo cual, se
incubaron a los linfocitos B con SST y TRH simultdneamente y se midi6 la cantidad
de la GH intracelular y en el medio de cultivo. Se encontré que el tratamiento
combinado con 10 nM de TRH y 100 nM de SST disminuy¢ significativamente a la
GH intracelular con respecto al grupo control (P<0.05; control: 100 + 10.43 % vs
TRH 10 nM + SST 100 nM: 56.89 + 2.554 %) (Figura 6-l); y con respecto al grupo
tratado con 10 nM de TRH y 10 nM de SST no hubo diferencias significativas
(P<0.01; TRH 10 nM + SST 100 nM: 56.89 + 2.554 % vs TRH 10 nM + SST 10 nM
114.3 + 6.635 %). Como se mencion0 anteriormente, se sabe que la combinacién
de la SST con otras hormonas promueve o acentla el efecto inhibitorio de la misma.
Por lo que, en este trabajo, se puede sugerir que -la _SST inhibe el efecto
estimulatorio de la TRH en los linfocitos B de la BF a concentraciones altas.

Por otra parte, la GH liberada en el medio de cultivo incremento significativamente
(P<0.05) con el tratamiento de 10 nM de TRH y 10 nM de SST con respecto al
control (control: 100 £ 13.46 % vs TRH 10 nM + SST 10 nM: 156.5 + 11.66 %)
(Figura 6 J), replicando el efecto observado con el tratamiento con 10 nM de TRH
de manera individual. Sin embargo, observamos que el tratamiento con 10 nM de
TRH y 100 nM de SST, inhibi6 significativamente la liberacién de GH al medio de
cultivo respecto al grupo control (P<0.05; control: 100 * 13.46 % vs TRH 10 nM +
SST 100 nM: 39.09 + 7.710 %) y con respecto al grupo tratado con 10 nM de TRH
y 10 nM de SST (P<0.001; TRH 10 nM + SST 10 nM: 156.5 + 11.66 % vs TRH 10
nM + SST 100 nM: 39.09 + 7.710 %). Como se menciond anteriormente, se sabe
gue la combinacién de la SST con otras hormonas promueve o acentla el efecto
inhibitorio de la misma. Por lo que, en este trabajo, se podria sugerir que la SST

inhibe el efecto estimulatorio de la TRH en los linfocitos B de la BF.
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Figura 6. El mensajero de la GH fue evaluado por medio de qPCR, después de los tratamientos con TRH (A), SST (B), GHRH (C), grelina (D) y la

combinacién de TRH con SST (E). Se utilizaron las concentraciones, 1, 10 y 100 nM, Los datos fueron obtenidos por 3 experimentos independientes y
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prueba T pareada.
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6.7 Efecto de GHRH, TRH, grelina y SST en la liberaciéon de variantes
moleculares de la GH de cultivos de linfocitos B.

Por medio de SDS/PAGE y WB, se analizaron las bandas inmunoreactivas a la GH
(GH-IR) después del estimulo con GHRH, TRH, grelina 'y SST en los linfocitos B y
en el medio de cultivo. En la Fig. 7-A se observa el luminograma representativo de
la GH liberada al medio de cultivo, después de los tratamientos con TRH y SST.
Debajo de cada luminograma, se muestran los diferentes pesos moleculares

aparentes de la GH.

En el caso de la TRH, 100 nM de esta hormona disminuyd significativamente
(p<0.05) la variante GH-IR con un peso aparente de 17 kDa, en comparacién con
las condiciones control (C: 1 vs 100 nM: 0.61 + .060 veces de cambio) (Fig. 7-B).
Asi mismo, las concentraciones de 1, 10 y 100-nM de la TRH, disminuyeron
significativamente (p<0.05; p<0.01) la bandas inmunoreactivas de 26 kDa y 29 kDa
dela GH (C:1vs 1 nM: 0.49 £ 0.092; 10 nM: 0.46 £0.13; 100 nM: 0.49 + 0.12 veces
de cambio); (C:1 vs 1 nM: 0.53 £ 0.068; 10nM: 0.45 £ 0.10; 100 nM: 0.63 + 0.16
veces de cambio) (Fig. 7 C-D). La TRH-a 10 y 100 nM, también disminuyeron
significativamente la liberacion de la banda inmunoreactiva de 32 kDA de la GH (C:1
vs 10 nM: 0.61 £ 0.06; 100 nM: 0.62 + 0.09 veces de cambio) (Figura 7-E). Ademas,
la TRH no mostré cambios significativos en las otras bandas inmunoreactivas a la
GH (Fig. 7-F-G-H); finalmente, la SST tampoco modificé los niveles de alguna de

las bandas inmunoreactivas a las GH (Fig. 7 I-J-K-L-M-N-O).
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Figura 7. En la parte de arriba (A), se muestra un luminograma representativo de la GH liberada al medio de cultivo después del estimulo con laTRHy la

SST (1, 10y 100 nM). Como control positivo se utilizaron 25 ng de GH recombinante de pollo (rcGH: 25ng). En la parte de abajo se muestran las densitometrias
de las bandas inmunoreactivas a la GH; después del estimulo conlaTRH (B, C, D, E, F, G, H) y la SST (I, J, K, L, M, N, O). Los datos para las densitometrias
fueron tomados de 6 experimentos individuales de la TRH y 6 experimentos individuales para la SST. Los datos fueron normalizados a 1 tomando como

referencia el valor control. Las barras representan la media + el error estandar. Se realizé un ANOVA de una via con comparacién multiple de medias y
Dunnet como pos hoc.

Como se muestra en la Fig. 8, ninguna de las bandas inmunoreactivas a la GH
intracelular se modificaron después de los tratamientos con la TRH y la SST. Por
otro lado, los tratamientos con GHRH vy grelina tampoco modificaron las bandas

inmunoreactivas de la GH liberada al medio de cultivo, asi como el contenido
intracelular.
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Figura 8. En la parte de arriba (A), se muestra un luminograma representativo de la GH intracelular después del estimulo con la TRHy la SST (1, 10 y 100

nM). Como control positivo se utilizaron 25 ng de GH recombinante de pollo (rcGH: 25ng). Se utilizé B actina como control de carga. En la parte de abajo se
muestran las densitometrias de las bandas inmunoreactivas a la GH; después del estimulo con laTRH (B, C, D, E,F, G, H, l)y laSST (I, J, K, L, M, N, O, P,
Q). Los datos para las densitometrias fueron tomados de 6 experimentos individuales de la TRH y 6 experimentos individuales parala SST. Los datos fueron
normalizados a 1 tomando como referencia el valor control. Las barras representan la media + el error estandar. Se realizé un ANOVA de una via con
comparacion multiple de medias y Dunnet como pos hoc.

Nuestros resultados de WB mostraron una disminucion de la GH al medio de cultivo.
Este efecto aparentemente inhibitorio de la TRH sobre la GH no se ha reportado en
células inmunes y los mecanismos intracelulares no se conocen; pero son similares
con los resultados de Maeda (1976), que observé que después de una infusion de
150 min de TRH en humanos, los niveles plasméaticos de la GH disminuyeron
aproximadamente un 80%. En otro estudio realizado en caballos también la TRH

inhibid los niveles plasmaticos de la GH inducida por el ejercicio (Pruett et al., 2003);
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es posible que la TRH tenga efectos diferenciales sobre la liberacion de la GH en
este tipo celular.
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Figura 9. En la parte de arriba (A), se muestra un luminograma representativo de la GH liberada al medio de cultivo después del estimulo con la GHRH y
la grelina (1, 10 y 100 nM). Como control positivo se utilizaron 25 ng de GH recombinante de pollo (rcGH: 25ng). En la parte de abajo se muestran las
densitometrias de las bandas inmunoreactivas a la GH; después del estimulo con la GHRH (B, C, D, E, F, G, H) y grelina (I, J, K, L, M, N, O). Los datos para
las densitometrias fueron tomados de 6 experimentos individuales para la GHRH y 6 experimentos individuales para la grelina. Los datos fueron

normalizados a 1 tomando como referencia el valor control. Las barras representan la media + el error estandar. Se realizé un ANOVA de una via con
comparacion multiple de medias y Dunnet como pos hoc.
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Figura 10. En la parte de arriba (A), se muestra un luminograma representativo de la GH intracelular después del estimulo con la GHRH y la grelina (1, 10
y-100 nM). Como control positivo se utilizaron 25 ng de GH recombinante de pollo (rcGH: 25ng). Se utilizé B actina como control de carga. En la parte de
abajo se muestran las densitometrias de las bandas inmunoreactivas a la GH; después del estimulo con la GHRH (B, C, D, E, F, G, H, I) y la grelina (J, K, L
M, N, O, P, Q). Los datos para las densitometrias fueron tomados de 6 experimentos individuales de la TRH y 6 experimentos individuales parala SST. Los

datos fueron normalizados a 1 tomando como referencia el valor control. Las barras representan la media + el error estandar. Se realizé un ANOVA de una
via con comparacién multiple de medias y Dunnet como pos hoc.
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6.8 Evaluacién del contenido de calcio intracelular después del estimulo con
TRHy SST en los linfocitos B de la BF

Los efectos de la TRH, la SST, o su combinacion, sobre los cambios en la
concentracion intracelular de Ca? * en cultivos de linfocitos B de la BF fueron
evaluados después de 0, 5, 10 y 60 minutos de incubacion. El tratamiento con 10
nM TRH disminuyé significativamente el contenido intracelular de Ca?* después de
10 minutos de incubacion (una reduccion de -32.45 + 6.74 A%, P <0.0004) en
comparacién con el control no tratado, mientras que después de 60 minutos de
incubacion, el contenido intracelular de Ca?* mostré una tendencia a aumentar
(hasta 35.96 + 38.12 A%) pero no fue significativamente diferente con respecto a
los tiempos anteriores (Fig. 11 A). Asimismo, el tratamiento con SST (100 nM)
disminuyé significativamente el contenido intracelular. de Ca?" después de 10
minutos de incubacion (una reduccion de -52.37 * 7.32 A%, P p<0.0001) en
comparacion con 0 min (grupo control) (Fig. 11 B); mientras que después de 60
minutos de incubacion con SST (100 nM) el contenido intracelular de Ca?* aumentd
significativamente (hasta 55.3 £ 21.48 A%), en relacién con los niveles observados
después de 5 min (-13.65 £ 6.84 A%, P <0.029) o 10 min (-52.37 + 7.32 A%, P
<0.003) de tratamiento pero no en comparacion con el grupo control (Fig. 11 B). Por
otro lado, la combinacion de TRH (10 nM) + SST (10 nM) significativamente
disminuyd el contenido intracelular de Ca?* en los linfocitos B de la BF solo después
de 10 minutos de incubacion (una reduccion de -26.32 + 3.44 A%, p <0.006) en
comparaciéon con control (0 min) (Fig. 11 C). Finalmente, el tratamiento con TRH (10
nM) + SST (100 nM) significativamente disminuyé el contenido intracelular de Ca?*
en los linfocitos después de 60 min de incubacion (una reduccion de -39.51 + 6.03

A%, p <0.0001) en comparacion con el control (O min) (Fig. 11 D).
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Figura 11. Intracelular de calcio se midié en células B-bursales durante 5, 10 y 60 min. Utilizamos TRH a 10 nM (A),
SST a 100 nM (B), o la combinacion de estas hormonas [TRH 10 nM + SST 10 nM (C) y TRH 10 nM + SST 100 nM (D)].
Solo se usé RPMI 1640 sin GH como control negativo (0 min). Los datos se obtuvieron de 4 experimentos
independientes para los casos de TRH + SST; Por otro lado, se utilizaron 3 experimentos independientes en la
combinacién de TRH + SST. Cada punto representa la media + SEM. Las unidades se expresan como porcentaje (%).

Los asteriscos indican diferencias entre los grupos experimentales (* p < 0.5; ** p < 0.1; *** p < 0.001; ****p < 0.0001).

En la hipdfisis, la TRH y la SST son capaces de movilizar los niveles intracelulares
de Ca?* para promover o inhibir la exocitosis de las vesiculas que contienen
hormonas (Eigler y Ben-Shlomo, 2014; Joseph-Bravo et al., 2015). Por lo tanto, en
este trabajo, exploramos sila TRH y la SST también modificaban los niveles de Ca?*
en los linfocitos B de la BF y si estos cambios, podrian estar relacionados con la
liberacién de la GH en este tipo celular; ya que, hasta ahora, no hay informes sobre
el efecto de estas hormonas sobre los niveles de Ca?* en células inmunes y mucho

menos en nuestro modelo.

En las células hipofisiarias, la TRH se une a su receptor acoplado a la proteina Gq
y activa la enzima PLC, que a su vez hidroliza el bifosfato de fosfatidilinositol (4,5)

para producir segundos mensajeros, el diacilglicerol (DAG) y el inositol (1, 4, 5)
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trifosfato (IP3). IP3 luego moviliza y aumenta el Ca?* intracelular del reticulo
endoplasmico, lo que lleva a la liberacion de hormonas (Hinkle., 2012). Por otro
lado, los mecanismos moleculares implicados en la regulacion de las hormonas de
la hipofisis anterior por la SST se producen por hiperpolarizacién de la membrana a
través de la apertura de los canales de K+, lo que lleva a la disminucién del Ca?*
(Eigler y Ben-Shlomo, 2014).

En este estudio, los niveles intracelulares del Ca?* disminuyeron después de 10
minutos del tratamiento con la TRH (10 nM), aunque en las células hipofisiarias, se
ha demostrado que el Ca?* intracelular aumenta significativamente-durante ~ 300 s
(5 minutos) de estimulacién con la TRH (1-100 nM) (Ritchie, 1987; Carew y Manson,
1995; Lorsignol et al., 1997). Interesantemente, observamos una tendencia al
aumento después de 5 minutos de estimulacion con la TRH, pero no fue
significativa. Hasta donde sabemos, este es el primer reporte en el que la evaluacion
del Ca?* intracelular se extendi6 después de 1 hora en células inmunes. Esta
disminucion que observamos en los niveles de Ca?* podria explicarse por la salida
de este ion hacia el exterior de la célula, ya que se ha reportado que la TRH (1 uM)
puede promover la salida del Ca?*en la linea celular GH3 de rata después de
aproximadamente 20 minutos de incubacion (Nelson y Hinkle, 1994; Rebecci et al.
1982). Ademas, las bombas membranales del Ca?* bombean continuamente este
ion hacia el exterior en células cancerigenas (Kania et al., 2015), y el TRH-R esta
relacionado con la activacion de estas bombas Ca?" en células de mamiferos
(Berridge et al., 2003). Similar al efecto de la TRH, la SST (100 nM) disminuy6 (50%)
los niveles intracelulares de Ca?* después de 10 minutos de incubacion. Este efecto
inhibidor de la SST (10 M o 10 nM) se ha sefialado previamente in vitro en células
hipofisiarias de porcino, peces y rata, donde los niveles intracelulares de Ca?*
disminuyeron (~ 40-60%) en 150 - 1500 s (Cervia., et al., 2002; Yu., et al., 2010;
Ramirez et al., 2002). Ademas, observamos que los niveles de Ca?" aumentaron
(50%) después de 60 minutos de incubacion, relacionandose con el aumento que
observamos en la GH intracelular en las mismas condiciones. Este efecto
estimulante se ha reportado en la linea celular de linfoblastos B humanos en la que

los niveles intracelulares de Ca?* aumentaron (~ 50%) con 100 nM de SST, es
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importante mencionar que este efecto se observé durante 20 s de incubacion
(Rosskopf et al., 2003). En otros modelos in vitro, como en neuronas hipocampales
de ratas y de la linea celular CHO-KO1, la estimulacién con SST (10%4-10° M)
también aumento6 (~ 200%) los niveles intracelulares de Ca?* durante 30 segundos
o después de 6 minutos de incubacion (Nunn et al., 2004).

Cabe sefialar que la aplicacion conjunta de la TRH (10 nM) con SST (10 nM)
disminuyé (26%) los niveles de Ca?' intracelular después de 10 minutos de
incubacion y este efecto se acentud (39%) con una mayor concentracion de la SST
(100 nM); esta misma combinacion también disminuy6 tanto la GH intracelular como
la liberada. Similar a nuestros hallazgos, en cultivos de células hipofisiarias de rata,
la combinacion de la TRH (10 nM) con la SST (1 nM) disminuyo (~ 60%) el efecto
estimulante de TRH sobre los niveles de Ca?* después de 15 minutos de incubacion
(Roussel et al., 1997). Este efecto inhibitorio sobre los niveles de Ca?* también se
ha reportado después de la aplicacion conjunta de la GHRH (10 nM) y la SST (1
nM) (Holl et al., 1988). Nuestros resultados sugieren que la TRH y la SST tienen
efectos sobre los niveles de GH y podrian estar relacionados con cambios en los
niveles del Ca?* en los linfocitos B de la BF. Sin embargo, se necesita mas
investigacion para conocer cuales son los mecanismos intracelulares especificos

involucrados en la sefializacion del Ca?* en las células inmunes.

6.9 Evaluacion de la fosforilacion del factor CREB en la serina 133 después

del estimulo con GHRH, TRH, grelinay SST en los linfocitos B de la BF.

Para evaluar si la expresion de la GH esta relacionada a la fosforilacion de CREB
en los linfocitos B; se determind la fosforilacion de este factor en la serina 133,
después del estimulo con la TRH, grelina, GHRH, SST, y la combinacion de esta
tltima con la TRH. Como se observa en la Fig. 12-B, la TRH incrementd
significativamente (p<.05) la fosforilacion de CREB después de 60 min de
incubacion (C: 100 £16.47 vs 10: 201.1 £54.26 %). Sin embargo, cuando se incubé

solo 30 min no se modificaron los niveles de este factor (Fig. 12-A).

En contraste, después de 60 min de incubacion con la grelina, la fosforilacion de
CREB disminuy0 significativamente (p<.05) (C: 100 + 12.08 vs 10: 57.77 + 7.16
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). No asi después de 30 min de incubacién con esta hormona (Fig. 12-D). En cuanto
a los tratamientos con la GHRH, SST o la combinacién de esta ultima con la TRH;

no mostré cambios significativos en la fosforilacion de CREB (Fig. E, F, G, H, I).

En las células inmunes, la relacion entre la expresion de GH y la activacion de CREB
sigue poder ser definida. Sin embargo, en este trabajo podemos sefalar que la TRH
aumento la fosforilacién de pCREBS 123, asi como la expresion del ARNm de la GH.
Por el contrario, SST disminuyd la expresion del ARNm de la GH y no se observaron
cambios en pCREBS133, Estos resultados sugieren que la expresion del ARNm de
la GH en linfocitos B-bursales podria estar mediada por la activaciéon de pCREBS 132
debido al estimulo de la TRH. Sin embargo, dado que la SST disminuyo la expresion
del ARNm de la GH sin mostrar cambios en pCREBS 133 es posible que otros

factores de transcripcion estén implicados en estos procesos.

Ademas, como se mencion6 anteriormente, la SST inhibe la produccion de AMPc
inducido por la hormona liberadora de corticotropina (CRH) y GHR vy la activacion
de PKA, la fosforilacion de CREB y la potencia de transcripcion (Eigler y Ben-
Shlomo., 2014). Del mismo modo, en este trabajo, observamos que la combinacion
de la TRH con la SST mantuvo los niveles de pCREBS133 similares a las condiciones
de control. Nuestros resultados sugieren que la SST podria estar inhibiendo el

efecto de la TRH sobre la activacion de pCREBS133,
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Figura 12. En laparte dearriba (A, B, C, D, E, F, G, H, ), se muestran los luminogramas representativos de p-133-CREB evaluado después de 30 o 60 min.

Se utilizé 10 nM de cada hormona. Se utilizé B actina como control de carga. En la parte de abajo (A, B, C, D, E, F, G, H, I), se muestran las densitometrias
de las bandas inmunoreactivas a p-133-CREB. Los datos para las densitometrias fueron tomados de 3 experimentos individuales para cada hormona. Los
datos fueron normalizados en valor de porcentaje tomando como referencia el valor de los controles. Los asteriscos representan diferencias significativas

con respecto-a los grupos control (p<.05:*; p<.01:**). Las barras representan la media + el error estandar. Se realizaron pruebas t pareadas para cada

condicion.

6.10 Expresidon de BAFF después del estimulo con TRHy SST

Las incubaciones de TRH (10 Nm) y SST (1 y 10 Nm) durante 1 h se realizaron para

determinar los cambios en la expresiéon de la expresion del ARNm de BAFF. TRH

incrementd significativamente (P<0.05) de los niveles de expresién del ARNm de
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BAFF (1.43 veces) (Fig. 9A). No se observaron cambios después de incubaciones
con tratamientos SST (1y 10 Nm) (Fig. 9B). El incremento de BAFF que observamos
después de la exposicion con la TRH, sugiere que esta hormona podria estar
implicada en regular la expresion de otras moléculas que puedan estar involucradas
con la respuesta inmune como se ha mostrado en otros estudios realizados tanto in
Vivo e in vitro como es la produccion de citocinas como la IL-1, IL-6, IL-10, el TNFa
o el INFa o y (Kamath et al., 2009). Ademas, se ha reportado que el tratamiento con
el BAFF en pollos infectados con la IBDV, mejoraron su respuesta inmune humoral
(Chen et al.,, 2009). Finalmente, el incremento de BAFF en linfocitos B, se ha
asociado con la regulacion de la seleccidn negativa en este tipo celular (Mackay and
Browning, 2002). Dado que en la bolsa de Fabricio se llevan a cabo procesos de
seleccion, maduracion y activacion de los linfocitos B; la TRH, ademas de promover
la expresion de la GH, podria participar indirectamente en alguno de estos procesos

inmunomoduladores, a través de la estimulacion de otras citocinas como BAFF.
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Fig. 13. Expresion relativa del ARNm de BAFF en linfocitos B después de una hora de tratamiento con TRH (10 nM) (A) y SST (1 y 10 nM) (B). Cada barra

representamedias + EEM. Laexpresion relativade ARNm se corrigié mediante el ciclo de umbral (CT) y utilizando la férmula 2-AACT. Se us6 ARN ribosémico
18S como gen de referencia. Los datos se obtuvieron de 3 experimentos independientes analizados por duplicado. Los asteriscos indican diferencias
significativas en comparacidn con los grupos de control (*: P <0.05) segln lo determinado por la pruebat no apareada.

7. CONCLUSIONES

En conclusion, nuestros resultados mostraron que la GHRH y el GHRH-R no se
expresan en linfocitos B-bursales. La presencia de las otras hormonas
hipotalamicas (TRH, SST, grelina) y sus receptores en los linfocitos B-bursales

podria sugerir su participacién en la regulacién de otras hormonas o factores
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inmunes. Ademas, este podria ser el primer informe en el que se muestra la
presencia de estas hormonas hipotaldmicas en los linfocitos B-bursales de pollo.
Curiosamente, en estas células, parece que la TRH y la SST podrian estar actuando
como reguladores de la expresién y la liberacion de la GH (in vitro); esto debido a
gue observamos cambios en la expresion y liberacién de la GH, la activacion de
CREB, asi como la modificacién de los niveles intracelulares de Ca?* después de la
exposicion con estas hormonas. Ademas, el incremento de BAFF sugiere que la
TRH puede participar en procesos inmunomoduladores. Sin embargo, los

mecanismos intracelulares siguen sin estar claros.

Una de las principales limitaciones de este trabajo podria ser el tiempo vida de los
linfocitos B-bursales en cultivo; ya que después de 60 min(solo con medio RPMI
1640), la viabilidad disminuye significativamente. En ese sentido, una perspectiva a
futuro podria ser la implementacion un protocolo para extender la viabilidad de estas
células por mas tiempo; esto permitiria explorar otros mecanismos celulares incluso
una posible respuesta inmune después.de la exposicion con algun antigeno. Es
importante mencionar que la BF es indispensable para la respuesta inmune en aves.
Por tal motivo, conocer los mecanismos celulares en los linfocitos B de la BF podrian
aportar informacion para abordar enfermedades como la “Enfermedad infecciosa
bursal”, que impacta sobrela productividad en las granjas avicolas. Por ultimo,
conocer los mecanismos de regulacion de la GH en estas células, podrian aportar

conocimiento en el area de la neuroinmuendocrinologia.
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Abstract: It is known that growth hormone (GH) is expressed in immune cells, where it exerts
immunomodulatory effects. However, the mechanisms of expression and release of GH in the immune
system remain unclear. We analyzed the effect of growth hormone-releasing hormone (GHRH),
thyrotropin-releasing hormone (TRH), ghrelin (GHRL), and somatostatin (S5T) upon GH mRNA
expression, intracellular and released GH, SerlSS-phosphorylation of CREB (pCREBSlE'3), intracellular
Ca?* levels, as well as B-cell activating factor (BAFF) mRNA expression in bursal B-lymphocytes
(BBLs) cell cultures since several GH secretagogues, as well as their corresponding receptors (-R),
are expressed in B-lymphocytes of several species. The expression of TRH/TRH-R, ghrelin/GHS-R1a,
and SST/SST-Rs (Subtypes 1 to 5) was observed in BBLs by RT-PCR and immunocytochemistry (ICC),
whereas GHRH/GHRH-=R were absent in these cells. We found that TRH treatment significantly
increased local GH mRNA expression and CREB phosphorylation. Conversely, SST decreased GH
mRNA expression. Additionally, when added together, SST prevented TRH-induced GH mRNA
expression, but no changes were observed in pCREBSB3 levels. Furthermore, TRH stimulated
GH release to the culture media, while SST increased the intracellular content of this hormone.
Interestingly, SST inhibited TRH-induced GH release in a dose-dependent manner. The coaddition
of TRH and SST decreased the intracellular content of GH. After 10 min. of incubation with either
TRH or SST, the intracellular calcium levels significantly decreased, but they were increased at
60 min. However, the combined treatment with both peptides maintained the Ca?t levels reduced
up to 60-min. of incubation. On the other hand, BAFF cytokine mRNA expression was significantly
increased by TRH administration. Altogether, our results suggest that TRH and SST are implicated in
the regulation of GH expression and release in BBL cultures, which also involve changes in pCREBSl33
and intracellular Ca2* concentration. It is likely that TRH, SST, and GH exert autocrine/paracrine
immunomodulatory actions and participate in the maturation of chicken BBLs.
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1. Introduction

The expression and release of growth hormone (GH) from the pituitary somatotrophs are regulated
by several hypothalamic neuropeptides, such as growth hormone releasing hormone (GHRH), ghrelin
(GHRL), thyrotropin-releasing hormone (TRH), and somatostatin (SST) [1-3]. After binding with
their respective receptors in the somatotrophs, these hormones promote or inhibit the activation of
other intracellular messengers and transcription factors, such as Ca?* levels and the cAMP response
element-binding (CREB), which are required for regulating GH expression and release [4]. The endocrine
functions of GH include tissue growth, metabolic regulation, and homeostasis; its actions can be exerted
directly, by GH receptor (GH-R) activation, or indirectly, through its classical mediator insulin-like
growth factor 1 (IGF-1) [5]. In addition to the pituitary gland, it is now aceepted that GH and GH-R
are ubiquitously expressed in a diversity of tissues within the nervous; reproductive, and immune
systems, among others, suggesting that GH has autocrine and/or paracrine effects in these extrapituitary
expression sites [5,6].

In the immune system, GH stimulates the growth of primary and secondary lymphoid organs [7,8],
where it induces lymphocyte proliferation and the production-of cytokines and other immune
factors [9,10]. In addition, GH also acts as a cytokine [11] and stimulates the innate and adaptative
immune responses [12]. Moreover, GH is expressed in immune cells of various species, such as canine
lymphnodes [13], human peripheral blood lymphoeytes [14], rat, mouse, and bovine splenocytes [15,16],
as well as in several immune cell lines (H-9 T cells and IM-9 B cells) [17].

In the chicken immune system, the expression and presence of GH mRNA and protein have
both been detected in the spleen, thymus, and in bursa of Fabricius (BF) [18,19]. The BF is a primary
lymphoid organ, exclusive of avian species, where bursal B-lymphocytes (BBLs) mature and develop,
and after maturation they migrate to secondary lymphoid organs [20]. It has been described that GH
mRNA is mainly expressed in lymphocyte progenitor cells in the bursal cortex, whereas the GH protein
is more abundant in BBLs located in the medulla of BF [21], suggesting that GH could participate in BF
development and function [18]. Furthermore, it was shown that, during embryogenesis, bursal GH-IR
colocalized considerably with IgM-expressing cells but scarcely with IgG-producing lymphocytes,
whereas the opposite was found after hatching, indicating that autocrine/paracrine actions of GH
might be involved during the differentiation and proliferation of BBLs in BF [22]. It is also documented
that GH content changes during the different stages of this organ and is related with the apoptotic
waves that occur during BF development and involution, implying stage specific functions during
ontogeny [22,23]. In addition, the administration of GH to BBL cultures (in vitro) increased cell viability,
and 'decreased both caspase-3 activity and number of apoptotic cells, through the involvement of
PI3K/AKt and Bcl-2 signaling pathways [24].

The expression of GH in immune cells suggests its participation as immunomodulator. However,
the mechanisms that regulate the expression and release of GH in the immune system are poorly
understood. It has also been reported that TRH and SST, as well as their receptors (TRH-R and SST-Rs),
are expressed in the immune cells of various species [25,26]. TRH and SST can both influence the
expression of several immune factors, thus indicating that they may play a role as immunomodulatory
peptides [26,27]. In this work, we analyzed the participation of TRH and SST in the regulation of bursal
GH expression and release in cultured BBLs from chicken BF, as well as their effect in the activation
of CREB, the modulation of intracellular Ca2* levels, and the expression of B-cell activating factor
(BAFF) cytokine, which are important in several processes that are related to B-cell proliferation and
survival [28]. Our results indicate that TRH and SST, and their receptors, are locally expressed in
BBLs, and are involved in the regulation of immune GH synthesis and release in these bursal cells,
implying paracrine and/or autocrine mechanisms participating in its immunomodulatory functions.



60

Int. . Mol Sci 2020, 21, 1436 3of23

Understanding the basic processes that are involved in GH regulation in avian B-lymphocytes and its
involvement in the modulation of the immune response could eventually have some applications in
the poultry breeding industry.

2. Results
2.1. Characterization and Viability of BBLs Cultures

The cell viability of BBL cultures incubated in RPMI 1640 media alone was determined by the
try pan blue exclusion method, along several incubation times (0~120 min.). BBLs viability decreased
in a time-dependent fashion, as shown in Figure 1A: §7.01 + 1.25% at time 0, 84.12 = 1.21% after
30 min,, 79.76 = 1.82% after 60 min,, and 71.21 = 221% after 120 min. Specific markers for total
B-cells (Bu-1a), as well as mature (IgG) and immature (IgM) B-lymphocytes were determined by
immunocytochemistry (ICC) to characterize the proportion of BBLs subpopulations in the cultares,
Figure 1B shows that, at 6) min. of incubation, 74.17% of the cultured cells were immunoreactive to
Bu-1a, while 58.05% and 27.37% presented IgCG-IR and IgM-IR, respectively. These data indicated that
the bursal primary cell cultures contained an enriched B lymphocyte population. Figure 1C=E show
representative micrographs with immunoreactive cells to antibodies against Bu-1a {a-Bu-1a), anti-IgG,
or anti-lgM.
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Figure 1. Charactenization of bursal B-ly mphocyte (BBL) cultures. Cell viability of BBLs was determaned
by the trypan blue exdusion method over 120 min. (A). Each bar mepresents mean = SEM, n = 3. Groups
with different letters ane ssgnaficantly different (p < 0.0001) by using one-way ANOVA and Dunnett’s
post-hoc est. Cell subpopulations wene characterzed by ICC using primary antibodses to detect whole
B cells {0-Bula) (C), mature B cells (o-1gG) (D), and immature B-cells (a-IgM) (E). DAPI staming was
used to detect axll nucler. Negative controls wene prepaned mn the absence of primary antibodies (F-H).
[he proportion of BBLs subpopulations was calculated dividing the number of immunoreactive cells
to each antibody between total number of DAPI peactive cells (B). Each bar represents mean = SEM,
001) by using one-way ANOVA and

n = 3. Groups with different letters are significantly dafferent (p <
Dunnett’s post-hoc test
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2.2 Expression of GHRH, TRH, Ghrelin, 55T, GH, and Their Receptors in BBLs

RT-PCE determined the presence of the coresponding mREMAs for GHREH, TEH, ghrelin, 55T,
GH, as well as their receptors in BBLs cultures. Pituitary gland (Pit +) was used as the positive control
for the expression of moeptors and GH mENAs; hypothalamus (Hypo +) as positive control for the
expression of the mEMNAs coding for the secretagogues; and liver (Li +) for GH-E mEMNA expression.
GAFPDH was used as house-keeping gene in all cases. As expected, GHEH and GHEH-E mENA
expression was observed in hypothalamus and pituitary, respectively, but, interestingly, not in B-bursal
cells (Figure 24 L), In contrast, the expression of TRH and TEH-E mEMNAs (Figure 2B,M), ghrelin and
GHS-Rla mRMAs (Figure 2C W), as well as 55T and S5T-R rece ptors (1-5) mBENAs (Figure ZD-H, 0,
were found in BBLs cultures, and also in the corresponding positive controls. Likewise, GH mENA
was expressed in BBLs and pituitary, and GH-E mRMNA in BBLs and liver, respectively (Figure 200,]).

Receptors Hormones

(A) 177 bp- HRH-R

(B) 177 bp- TRH-R L)
{C) 180 bp- GHS-R1a M)
(D) 189 bp- §5T-R1 (M}
(E} 181 bp- 55T-R2 (0)
(F} 172 bp- - S5T-R3 P}
(G) 181 bp- - S5T-R4
(H) 181 bp- - S5T-RS
U] 154 b
Q)

~ &;\ & (R)

() 161 bp H-R

{H]- 154 bp SAPDH

Figure 1 Expression of grow th hormone-peleasmg hormone (GHEH) (L) and its receptor, GHEH-E (A ),
thyretropin-releanng hormense (TRH) (M) and TEH-R (B), ghaebn (N) and GHS-Rla (C}, 55T {0} and
E5T-R{1-5) (D-H), GH () and GH-E (J) mENAs weneevaluated in BELs by RT-PCE and electrophoresas
in agarose pels. Pitvitary (Fit +), hypothalamus (Hypo +) and bver (Li +) wene used as positive
controls. GAPDH was used as reference pene in all cases (LER). Base pair (bp). Negabve controls
{1 the absence of the correspondimyg speafic lemplate) wene mcluded in all cases. Representative Agure
of 3 inde pendent experiments.

2.3, Co-Localization of GH with GHRH-E, TRH-F, GHS-Rla, and S5T-R; in BBLs

Four-week-old chicken pituitaries were used as the positive control in IHC to defect
GH-immunoreactivity. GH-IR cells {green) were predominantly located in the pituitary caudal lobe
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(Cd), as shown in Figure 3A. In the absence of primary antibody, no signal was observed in the negative

control (Figure 3B).
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Figut\e 3. Co-localization of growth hormone (GH) and several secretagogue feceplons in pituitary
and BBL cultures. {A) As a positive control, sagittal shices of a four-week old chacken pituitary wen:
used. Most GH-immunoreactivity (GH-IR) was located in the somatotroph cells of the caudal lobe
(Cd) (green), and scarcely in the cephalic lobe (Cp). Negative controls were obtained using only
Alexa 594 and Alexa 488 for both, pituitary gland and isolated BBLs (B,E,H K,N). The localization of
GH immunoneactivity was observed mn green. On the other hand, disteibution of GHRH-R, TRH-R,
GHS-R1a, and SST-R; immunoreactivities were observed in red; in l.‘iluiLu“y (C,D,F,G) and BBLs
(L), LLM). Nuclei wene visuahized with DAPI (blue). Arrows show immunoreactive aells to one or

co-locahzation of both antibodies. Representative micrographs of n = 3 independent experiments.
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In the chicken pituitary, GH-IR. co-localized in cells that also showed GHRH-E, TRH-E, GHS-Rla,
and 55T-R; immunoreactivities (Figure 3, D EC) GH immunoreactivity was also observed in BBLs
{Figure 31L],LM). On the other hand, and consistent with GHEH-E mEMA absence, GHEH-E
immunoreactivity was not found in BBLs (Figure 3I). However, positive immunofluorescence for
TEH-RE, GH5-Ela, and S5T-R; was clearly present in BBLs and the co-localization with GH-IR was
observed for these receptors (Figure 3] LM). Interestingly, while GH-IR was mainly distributed in
the cytoplasm, where it co-localized with GHS-Ela-IR and S5T-Ex- IR, TEH-E-IE was mainly located.
around the cell nuclei.

2.4, Effect of TRH, Ghrefin and SST Lpon GH mENA Expression in BBLs

qPCR evaluated the effect of short incubation (1 h) with TRH, ghrelin, GHEH, and/or 55T
treatments upon GH mENA expression in BBLs cultures. 10 nM TRH significantly increased (p < (L0}
GH mENA expression by 1.54 + (Lé-fold in comparison with the control, as shown inFigure 44,
Conversely, the treatments with 1 and 10 nM S5T significantly decreased GH mBEMNA expression in
comparison to the control group (0.64 = (L0 and .78 + 0.04-fold; p = 0.01 and p < .05, respectively)
(Figure 4B). In contrast, ghrelin and GHEH treatments showed no significanteffects upon CH mENA
expression (Figure 41,E). On the other hand, 55T was capable of significantlydinhibiting (p < 0.05) the
TEH-induced stimulatory GH mBEMA expression response (Figure 4C).
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Figure 4. TRH, ghoelin, GHREH, and somatostatn (S5T) effects upon GH mENA expresson m BBLs
After one-hour treatment wath 1, 10 and 100 nM of eather TRH (A}, 55T (B), gheeln (D), GHEH (E), or the
combination of 10 M of both TRH and S5T (C), the relative GH mBNA ex pression was dete rmaned
by qPCR and corrected by the theshold cpele (CT) using the formula 2-84CT [20,30]. Ribosomal 185
ENA was used as refetence gene. Bach bar represenits mean + SEM. Data were obtamed from three
independent experiments analyzed by duplicate. Astenisks mdicate signaficant differences compared
with control groups (* p < 0L05; ** p < 001}, by usang ome-way ANOVA for mulbple comparnsons and
Siddk as posi-hoc kest. A paired | best was used to evaluate the effsct of TRH in combination with 55T
{* p=0.05).
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2.5 Effect of TRH and SST Upon GH Content and Release in BBLs Cultures

ELISA quantified the intracellular GH content in BBLs and its release to the culture media after
teatments with the secretagogues for 60 min. Incubations with 10 nM TEH significantly increased
(p = (L05) the release of GH (up to 45.6% + 17.23 ng/ml) to the culture media (Figure 5A) in comparison
to the control group (15.03 £ 4.40 ng/ml); however, no changes wemne observed in the intracellular
H content after TRH treatment (Figume 5B). Interestingly, GHEH had no effect on GH melease or,
intracellular content (Figure 5C,D). On the other hand, while GH release was not changed in the culture
media after 55T treatment (Figure 5E) at any of the doses fested, 55T (100 nM) significantly increased
{p = 0.05, up to 4776 + 5.32 ng/ug) the intracellular content of GH as compared with the untreated
control (35.21 + 0.78 ng/pg of protein) and treated with InM {p < (.05, (Figure 5F).
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Figure 5. TRH, GHEH, and 55T effects upon GH synthesis and release in BBLs. Intracellular (B, D,F)
and released (A C.E) GH wene determined by ELISA in B-bursal lymphocyte cultures in esponse to
TRH, GHEH, aned S5T (1, 10, and 100 aiM). Each bar represents means £ SEM. Data was obtamed fromn
seven independent experiments for cellular fraction and five independent experiments for cultune
media Asterisks represent sigmbicant differences between control growp (* p < 0L05) using one-way
ANOVA for mulbple convparisons and none parametre Dunn’s pod-hoc test for TRH and parametric
Sidak posi-hoc test for S5T. Number sign represenis the differences between experimental groups
(#p < 0.05)
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2.6, Inhibitory Effect of $5T Upon TRH-Induced GH Rdease in BBLs

The effect of simultaneous administration of both TEH and 55T upon intracellular GH content and
release was also studied in the BBLs cultures. TRH significantly stimulated GH release (258 = 54.2 %)
in comparison to the control (100 + 13 %), wheneas 55T alone had no effect (118.5 + 16.4 %), as shown
in Figure 6A. However, when co-incubated together, 55T was able to prevent TRH-induced GH
release in a dose-dependent fashion, reducing GH release to 156 = 11.6 % (10 nM) and 321 £ 7.7 %
(100 M} when compared to the untreated control. On the other hand, incubation with TRH or 55T,
and the co-incubation with 10 nM TEH and 10 nM 55T, had no effect upon intracellular GH content:
Interestingly, when 100 nM 55T was co-administered with 10 nb TRH, the intracellular GH content was
significantly decreased (a reduction to 56.8 + 2.5%, p-< 0L001, Figure 68} in relation to the control [1008).
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Figaee 6. Inhabatony effect of 55T upon TRH-mduced GH release o BBLa. GH was deternnned by
ELISA in esther culture media (A) or mnitace Dular eontent (B) in response to moubation with 10 aM
TEH, 10 M 55T, or the combmation of TEH (10 ab) wath S5T (10 or 100 nM), after one-hour treatment
Each bar represents mean + SEM. The data were obtained from three independent experiments and
expressed as percentage (%), Groupwath different letlers ane sypnifeantly dafferent as companed with
control condibions, We used oné-wap ANOVA with mulbiple companson kst and Tukey as post-ioc test,
{p< 0001} Asterisks indicate diffefences between experimental groups as determined by unpained
tieat = p < QUOL; *** p < @150 p < 0.0001.

2.7, Effect of TRH andior SST-Upon Itracellular Ca™ in BBLs Cultures

The effects of TRH, 55T, or its combination, upon changes in the intracellular Ca?* concentration
in BBLs cultures,were evaluated after 0, 5, 10, and 60 min. of incubation. Treatmnent with 10 nh
TRH significantly decreased the intracellular Ca** content after 10 min. of incubation (a reduction
of 3245 £ 6,74 A%, p < 0.001 in comparison with the untreated control, whereas after 60 min. of
incubation, the intracellular Ca?* content showed a tendency to increase (up to 35.96 + 38.12A%) but was
not significantly different with respect to the previous times (Figure 7A). Likewise, the treatment with
55T (100 nM) significantly decreased the intracellular Ca®* content after 10 min. incubation (a reduction
of <5237 + 7.32 A %, p < 0.0001) as compared with 0 min. (control group) (Figure 7B); whereas
after 60 min. of incubation with 55T {100 nM) the intracellular Ca®* content significantly increased
{up to 55.3 + 7148 A %), in relation to the levels that were observed after 5 min. (—13.65 £ 6,84 A%,
p < 0029 or 10 min. (—52.37 £ 7.32 A %, p < 0L003) of treatment but not in comparison to the control
group (Figure 7B). On the other hand, the combination of TRH (10 nM) + 55T (10 nM) significantly
(= 0.006) decreased the intracellular Ca® content in BBLs after only 10 min. of incubation (a reduction
of —26.32 + 3.44 A %) in comparison with control (' min.) (Figure 7C). Finally, the treatment with TRH
(10 nM) + 55T (100 nM) significantly (p = (L0007} decreased the intracellular Ca?* content in BBLs
after 60 min. of incubation (a reduction of —3%9.51 + 6.03 A %) in comparison with control (0 min.)
{Figure 7D)).
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Figure 7. TRH and 55T effects upon intrace lular Ca™ lévels) IntraceDular caleium concentrations
wee measured m B-bursal cells over 5, 10, and 80 murn, with e following treatments: 10 nM TEH (A),
100 aM SET (B), or the combimation of both hormefis [TRH 10 aM + 55T 10 aM {C) and TRH 10 oM +
S5T 100 aM (D)} BEPMI 1640 medaum was used as onkrol (0 min ). Each pomnt represents mean + SEM
Data was obtamed from four mdependent ex permments for the cases of TRH or 55T; on the other hand,
thaes andependent ex peruments wend used mvthe combmation of TRH + 55T, Unats are expressed as
a delta propertion (A%) n relation to the control. Asterisks indicate differences bebween experimental
groups, as determuned by paied Elegt ®p < 0.05; ™ p < 0.01; *** p < 0.001; = p =< Q0N

2.8, Effect of TRH and SST on GRE B Phosphorydation at Serl33

Figure 84 shows MFCREFIH sigmificantly increased (up to 254.37 + 53.9%, p«< (.05) after 60 min
of incubation with 10 nM TEH in melation to the control group (100 + 16.47 %). In contrast, no changes
were observed in pCREE™ after S5T treatment (Figure £B). Interestingly, w hen co-incubated together
at the same doses, S5T was capable of blocking the TRH-induced efiect upon pCREB*™ and no
difference was observed with the untreated control (Figure 3C).

2.9, Effectof TRH and SST upon BAFF mRNA Expression in BBLs Cultures

The incubation with 10 nB TEH induced a significant increase (1.43-fold, p < 0.05) in BAFF mENA
expression kevels, whereas no changes were cbserved after incubation with either 1 nM or 10 nb 55T,
incomparison to the controls (Figure 9B), as shown in Figure YA,
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Figure 8. Effects of TRH and 55T upon pCREB. Phosphorylation of CREB in serine=133 was analyzed
after one-hour treatmentwath TRH (A), S5T (B), or the combination of both hormenes (C) m B-bursal cells
Representative immunoblots show the immuneseactive bands to pCREE1 (37 kDa), as deteemined by
SD5-PAGE followed by Western blot and densatometry. B Actin was wsedias loadmg and normabzimgs
control in all cases (42 kDa).  Each bar sepresents mean £ SEM. Data was obtamed from thres
independent experiments and expressed as relabive pereentage mipslabion with the control group (%)
The groups with asterisks ane sygrufcantly dafferent (% p <105}, a8 determaned by pawred ¢ test
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Figuoe 9. Effect of TRH and 55T upon B-cell achvatng factor (BAFF) mENA expression. Relatve BAFF
RN A ex pression m BBLs after ene-hour teatment with TRH (10 aM) (A ) and 55T (1 and 10 aM) (B)
as determaned by gPCE. The pelabve mBEMNA expression was corfected by the thresheld eyele (CT) and
using the formula 2-4CT [209] Ribosomal 165 ENA was used as mefemence gens. Fach bar mpresents
means fold £ SEM. Data wene obtamed from thees mdependent ex penments analyzed by duplicate
Asterisks indicate significant differences when compared with control growps (* p < 0.05), as determined
by wnpaured t st

3. Discussion

The complex communication among the neurcimmune-endocrine sysiem involves an intricate
network of common chemical messengers, and their receptors, which interact through a combination
of endocrine, paracrine, and/or autocrine mechanisms to exert pleiotropic effects that contribute
to homeostasis [71]. Some members of the somatotropic axis, including GH, are among those
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chicken BELs, in accordance with previous findings, where the absence of GHEH and GHEH-E in
the chicken spleen was reported [41,54]. Additionally, the incubation of BBLs with GHEH (1-100
nhd) had no effect upon either GH release or GH mENA expression. These results open an intriguing
question regarding the reasons why GHRH-R is not expressed in the immune system of the chicken,
which deserves to be further explored.

Ghrelin and its canonical receptor GHS-KEla have a ubiguitous distribution that includes
gastroenteric, nervous, reproductive, and immune systems [55]. Ghrelin and GHS-E ex pression
were both eeported in human B-cells, T-cells, and neutrophils, as well as in several human leulkemic
cell lines [56]. GH5-Kla expression has been previously reported in chicken immune tissues, such as
thymus [57], spleen [40,57], and in the BF [58] In this work, we found co-expression andes-localization
of GH5-Rla and GH in BELs, suggesting the participation of ghrelin and GHS-Fla upon immune
H regulation. However, we did not observe any effect of ghrelin upon GH mENA expression at the
doses tested, or upon the release of GH to the culture media (data not shown). Thus, it is possible that
ghrelin/GHS-K exerts other GH-independent immunomodulatory effects [56] in these cells.

In chickens, TRH is a potent and effective GH secretagogue that affects the release of this hormone
from pituitary cells [59,60]. Here, we showed that TRH {10 nM) was able to significantly increase both
the expression of GH mENA and GH release to the culture media.dn BBLs, suggesting that it could act
as a local GH secretagogue in these cells. These results were analogous to those that were reporied in
neurometinal cells, where TRH stimulated GH release to the culture media and significantly reduced
the intracellular GH content after short-term (15 min.) experiments, while the content of GH increased
in the cell as well as in the media after long-term (48 h) incubation, although at a higher dose (1 pM)
than in the present study [47]. In contrast, the intracellular content of GH in BBLs was not significantly
different under the conditions that were employed here.

Hypothalamic somatostatin is well recognized as the main inhibitory regulator of both basal and
stimulated pituitary GH secretion inwertebrates [61,62] Furthermome, 55T is known to be widely
distributed in cells from the endocrine, neurcendocrine, neural, gastrointestinal, vascular, and immune
systems, wheme it exerts inhibitory action on numerous physiological functions, including the secretion
of several hormones, neuropeptides, and oy tokines, among others [61]. In chicken pituitary cells, it is
well established that S5T inhibits GH release through the S5T-R2 [63]. In this work, we cormoborated
the mEMNA expressionof 35T and its five receptor subty pes (S5T-R1 to 55T-R5) in BBLs, and specifically
co-localized the presenice of S5T-R2 and GH in both chicken pituitary and BBLs. Likew ise, the expression
of 55T-Fs has also been eported in other chicken tissues, including the spleen [34]. We found that,
similar to what happens in chicken somatotrophs when co-incubated with TRH [64], 55T significantly
decreased TRH-induced GH mrelease in a dose-dependent manner, and considerably diminished the
intracellular content of GH in BBL cultures, although only at the highest dose tested (100 nM). However,
when administered alone, S5T had no effect on basal GH melease at any dose, similar to the results
that weme observed in human B-lymphocytes {in vitro), where 55T and its analogue “5MS 201-9495"
did'mot have any effect on the release of GH to the culture media [65,66]. Additionally, by itself,
55T significantly increased basal intracellular GH content in BBLs.  Interestingly, our experiments
demonstrated that, when administered alone at low doses, S5T was able to significantly inhibit
basal GH mBEMNA expression in BBL cultures. Furthermore, when co-incubated together, 55T also
considerably blocked TEH-induced GH mRENA expression in these cells, which probably explains the
reduction of intracellular GH content that is mentioned above. These results indicate that, in these
immune cells, 55T might be directly involved in inhibiting GH mBEMA transcription, and not only GH
release as has been traditionally described in somatotrophs. There are eports where 55T (or its analog,
octeotride) has been shown to reduce GH mBMNA expression, and this might be mediated by S5T-E2 in
GH-secreting GC cells [67]; by reducing the steady state levels of GHEH [65] in rats; or, by interfering
with GHEH-induced GH gene transcription at the level of adenylate cyclase through inhibitory G
protein in MET/S cell line [65]. The mechanisms that are involved in S5T-induced meduction of GH
mBEMNA expression in B-lymphocytes deserve further research.
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The inhibitory role of somatostatin upon secretagogue actions has been extensively documented
in pituitary cells [F0]. In the pituitary, TREH binds to TRH-R {Gg protein asscdated mreceptor) and
then activates phospholipase C (PLC) and protein kinase C (PKC); in turn, PRC phosphorylates
transcription factors, such as CREB [71]. The phosphorylation of CREB (in Ser 133) strongly promaotes
GH transcription [4]. On the other hand, 55T can promote the inhibition of PKC and PEA [72].

In immune cells, GH expression due to CREB activation remains unclear. In this work, we observed
that TEH significantly increased pCREE®™ as well as GH mENA expression. Conversely, 55T decreased
both basal and TRH-induced GH mEMA expression, and blocked TEH-stimulated phosphorylation
of CREB, but no changes were observed upon 1:|C'|".’.|-.'.—E~5]33 when applied alone. These results suggest
that GH mENA expression in BBLs could be mediated by TRH-induced pCREB® and. that 55T
inhibits this stimulatory effect by interfering with CREB phosphorylation. However, it is possible
that other transcription factors involved in the 55T signaling pathway could be activated.in order to
decrease GH expression since 55T by itself also decreased GH mEMNA expression without changes in
pCREBSlH. In other studies, it has been shown that 55T inhibits cAMP production that is induced by
corticotropin-releasing hormone (CRH) and GHEH in primary pituitary cell cultunes [73]. Furthermore,
55T inhibits the effect of forskolin on cAMP production, PEA activation, CREB phosphorylation,
and transcription [74].

Intracellular Ca* is a second messenger involved in multiple processes such as cell metabolism,
endo- and exocytosis, vesicular transport, neurotransmission, growth, and homeostasis [75].
The complex and fine-tuned Ca?* dynamics occur in variable timefrares (from millisecond s to minutes),
in which effector or/and inhibitory molecules are activated, blocked, and biotransformed to control
a wide variety of physiological functions. In the pituitary, Ca?* has a pivotal ok in hormonal
synthesis and secretion, in which hy pothalamic harmones, such as GHEH, GnFH, TEH, CRH, and
55T, are involved in an intricate system that includes transport and well-orchestrated changes between
different cellular compartments [38]. Cur study shows, for the first time, that TRH and S5T exert
actions upon intracellular Ca?* levels in BBLs. We found that BELs that are treated with either TRH
or 55T showed a specific response patlern that includes an initial decrease of Ca®* concentration
at 5-10 min. after treatment, follswed by an increase at 60 min. post-treatment for both peptides.
Interestingly, this late Ca®* upreguilation‘that occurs after the initial decrease was completely abolished
by TEH + 55T co-treatment, which positively correlates with the simultaneous inhibitory effect that
was observed upon GH mENA expression and secretion induced by TEH + 55T at 60 min. after
treatment. The assofiated changes of intracellular Ca** distribution/concentration and its correlation
with endecrine GH production and secretion have been characterized only in shorter times [76-75]
in comparison with our experimental protocol despite the evidence about TRH and 55T as potent
GH synthesis and release regulators in the pituitary. Additionally, in human B-lymphoblast aells,
S5T treatment mesulted in a fast and short Ca?t increase at 20 s. [80]. These results indicate that Ca®*
is imvolved during the inhibitory effect of S5T and the stimulatory effect of TRH upon GH mENA
expression and protein release in BBLs, but understanding of the intimate mechanisms involved
requires further investigation

BAFF, which is an important immune cytokine, activates humoral responses in chickens infested
with the infectious bursal diseases virus (IBDV) [#1] and it is involved in the negative selection of
B-lymphooytes [82]. We found a stimulatory effect of TRH on BAFF mEMNA expmession in BBLs,
suggesting an immunomodulatory function for the TRH-GH mini-axis. In that way, TEH could
promote BAFF mENA expression to modulate immune and inflammatory responses, since it has been
reported that TRH can promote (in vivo and in vitro) interleukin production, such as IL-1, [L-6, IL-10,
and TMFx or INFoy'y [26]. Local actions for TRH and GH in immune cells suggest a complex metwork
of cellular and melecular interactions that represent an emerging field for research.

In summary, the presence of TRH and 55T and their comesponding receptors in BBLs suggest
their involvement in the regulation of local GH expression and a role in immunomoedulatory responses.
According to our results, TRH and 55T are involved as regulatory factors in the expression and release
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{in vitro) of GH, in pCREHSHE' involving specific and time related intracellular Cat* changes. As TEH
increased GH and BAFF mENA expression, it is likely to have immunomodulatory actions. This work
provides evidence about the existence of a complex interaction between somatotropic regulatory
elements in the immune system that involves autocrine, paracrine, and endocrine mechanisms,
which may have important participation in the modulation of the immune response in vertebrates.
It also contributes to shedding light regarding the intrincate cross-talk between common peptide
messengers of the neurcimmune-endocrine system.

4. Material and Methods

4.1. Animals and Tissues

Filgrim's México donated all chickens used in this study. Broiler chickens were kept on a 121120
photoperiod with ad libitum access to commercial food {Capnri.na@'lniﬁabur-kpi-ﬁba [1-14 daysof age];
Caporina®Growth-Api- Aba-Premium [15-28 days of age], MaltaCley ton- ADM, Mexico), and water
in the vivarium at the Institute of Neurobiology of the National Autonomous University of México
{(UNAM). The birds were killed by decapitation following the protocol that the Instituge s Bioethics
Committee approved (number 03819 October 20101, and the organs used in this study (bursa of Fabricius
[BF], pituitary, brain, and liver) were collected from four-week old chickens. The hypothalamus was
dissected out from the brain while using as reference marks the third ventricle, the optic chiasm
{rostrally), and the mammillary bodies (caudally).

4.2, Hormones and Antibodies

The following peptides were employed in the preparation of teatments: TEH
(pGlu-His-Pro-Amide, P-2161-SICMA, 5t. Louis, MO, USA), ghrelincacylated (Human-G-3902-SIGMA),
55T (SRIF-5-9129-51GMA), and growth hormone-meleasing factor (G-8895-Lotd]1 KA9501-5IGMA).
The recombinant chicken growth hormone (rolGH) was used in ELISA standard curve (American
Cynamid, Princenton, MJ, USA). Table 1 describes the primary and secondary antibodies used in
this study.

Table 1. Antbodies.

Target HaostType Dilution Souwne Cat No.
oGH rabbatfpalycional 1= 1K1 M NHFPF AFP-881-11-1-86
oGH Ruinea pigfpolyclonal 1-20H0 Washington Bictech. GR-SHA-1

GHEH-R rabbatfpalycional 1500 Abcam abBdeE
TEH-E rabbitfpalyclonal 1=300 Abcam ah? 2179
SET-R2 rabbitfpalyclonal 1300y Sta O Biotechnalogy sc- 28676

GHS-Rla, rabbit manoclonal 1500 Sta Cner Bi.uhn:d:mu'lngy - NITAR

B CRER Kabbit monoclonal 15000 Abcam abadirss

chicken/Turkey gl rabbitfpalyclonal 1-1dmy Zymed GF3100
chacken Bu-1a-FITC ‘minusefmonocions] 1500 Sowthern Bintech H3R5-(2
chicken-[ghd Antibody-FITC poatfpolyclonal 1-50y Rochdand el
actn miousefmonocbonal 1100 Sta Cner Bi.uhn:d:mu'lnﬁy SC-ATTTS
Adexa Fluor 594 antr-Eabbat-Igls Foafpolyclonal L2000 [mvitrogen Allol2
Aleca J88 anb-Kabhit-1gGG goatfpolyclonal 12000 [mritrogen AlNFE
Alena 488 anb-guinea pig gl goatfpolyclonal 1=2000 [mritrogen A-11073
(ot ant-Rabbat Ig0G (H+L)y
Cross- Adsorbed Stmliﬂ}l p;ua.t.fpol}l:'lmal 15000 ThermaFisher scientfic G-X1xs
Antibody
‘Goat anti-Mouse IgG (H+L)
Cross-Adsorbed SImdny p;u:l.t."pd.yl:'lm:ll 1500 ThermaFisher scienbific 21040
Antibody, HRP

4.3. Primary B- Bursal Lymphocytes (BBLs) Cultures

BFs were aseptically removed, as described elsewhere [22,24]. Immediately, the BFs were minced
in EFMI 1640 medium (ThermoFisher Scientific, Carlsbad, CA, USA) and dispersed while using a glass
homogenizer. Cell suspension was filered through 100 uM nylon mesh (twice) and then centrifuged
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at 1800 rpm for 5 min. The cell suspensions weme resuspended in RPMI 1640, and cell number and
wviability were determined while using a hematocytometer and trypan blue [53]. Each BBL culture was
obtained from at least 10 BEs. Cells (4 % 10° BBLs) were placed in Eppendorf tubes as cell suspension in
500 plL of RPMI 1640 at 37 °C in a humidified chamber with $5% air and 5% CO% atmosphere, and then

incubated for 60 min.

4.4 Treatments

For treatments, the secretagogues GHEH, TRH, 55T, and ghrelin-acylated were diluted in
RPMI 1640. BBL cultures were treated with either KPMI 1640 medium as control; ghrelin; TREH;
55T; or, a combination of TRH + 55T. For all of the treatments, we performed dose-mesponse curves
while using 1, 10, and 100 nM of each peptide, while, for combinations, the following were used:
10nM TEH + 10 nM 55T or 10 nM TEH + 100 nM S5T. The BEL cultures were incubated with the
corresponding treatments for 60 min. at 37 *C in a humidified chamber with 5% COy. Afterinoubation
with the treatments, BBLs weme separated from culture media by centrifugation (1800rpmfor 5 min.
at 4 "C). The intracellular calcium concentration changes were determined after 0, 5, 10, and 60 min. of
incubation, as described below.

4.5, Immunochistochemistry and Immunocytochemistry

BFs and pituitaries (as GH-positive controls) were fixed with the Bouin-Hellande sublimafte [22]
for 24 h, dehydrated inethanol, and then embedded in paraffin wax., Tissue sections of 48 pm were
then cut while using a motatory microtome (Leica, RM2135 model, D-35578 Wetzlar Germany) and
mounted onte charged glass slides (Superfrost/Tlus, Fisher Pittsburgh, PA, USA). On the other hand,
BBLs (3 x 10%) were deposited on charged slides by cytespin (Thermo Scientific 4 Cytocentrifuge,
Millersburg, OH, USA) centrifugation (1000 rpm) and then fixed with 4%, paraformaldehyde (PEA) for
30 min., and then the slides were washed and storedin'Tris-buffered saline (TBS) buffer

Serial tissue sections of BFs and pituitaries were cleared in xylene (Fisher Scientific, Millersburg,
OH, USA) 3 x 5 min., rehydrated in a graded series of ethanol (absolute alcohol, 95%, 709G and 50%,
alcohol), then soaked for 2 min in lugol, followed by 4 min in thiosulphate and finally rinsed in
distilled water [22]. Tissues and BBLs slides werne washed in TBS (3 % 10 min. ) and permeated with
citrate buffer at 80 *C for 30 min.,, thenfreebinding sites were blocked with 5% non-fat dry milk (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA) for 1 h. After blacking, the slides were washed with TTBS (0.1% Triton X-100 in
THS) 3 times, and the tissues and BBLs slides were incubated ovemnight with the espective primary
antibodies (Table 1). All of #gheslides were washed (3 » 10 min.) and incubated with the secondary
antibodies (Table 1) and DAPI (¥ ,6-diamidino-2-phenylindole) to label cell nuclei. All of the slides
were mounted with vectashield (Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA) and images were
captured with a Zeiss LSM 780 DU (Carl £eiss AG, Oberkochen, Germany) confocal microscope.
Image processing was performed while using Image] software (developed by NIH, freeware).

4.6. RNA Isolation and cDNA Symthesis

The total ENA was extracted from BELs, pituitaries, hy pothalamus, and liver with Direct-zol RNA
MiniPrep Plus (Zymo Fesearch, Irvine, CA, USA) kit, according to the manufacturer’s instructions.
cONA was synthetized by reverse-transcription while using 1 pug of total ENA in a final volume
of 40 pl. Feverse transcriptase (M-MIV Reverse transcriptase, Promega, 200 Uful) reaction was
performed following previous reports [84].

4.7. RI-FCR
Amplification was performed from 1 pg of cDMNA and thermocycling conditions as follows:
35 cycles (denaturatione 95 *C for 30 s; annealing: 58 *C for 30 s; extensione 72 °C for 1 min,; and,

final extension step: 72 *C for 7 min.) in a thermocycler (2400 Perkin-Elmer thermocycler, Foster
City, CA, USA). We used the following mix to a final volume of 40 ul. containing; 5X PCR buffer, 2
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mM MgClz, 10 mM dNTPs mix, 5 Uful. Tag DNA polymerase, and 0.1 mM specific oligonucleotide
primers (Table 2). Glyceraldehy de-3-phosphate debydrogenase (GAPDH) was used as a reference gene.
The negative controls were carried without cDNA templates. PCR products were resobved by constant
voltage electrophoresis at 100V in 1% (/7)) agarose gels with 1X TAE buffer while using Bio-Rad
electrophoresis chambers (Hercules, CA, USA) and the y were visualized by ethidium bromide staining,

Table 2 Oligonucleotudes.

Target Primer Sequence (53 Product Sie | Accession Number
Ligand=

Ghrelin o CATACACCRA LR CGATAC - - NM_o0la131.1

GH o e SEAC 128 > NM_204359.2

an o Groemmomr o e
Receptors

SSTR1 Ef' ?ﬂgﬂ;ﬁtﬁﬂ:&&i{ 189 >NM_00111316&7.1

GHR e Pt et 181 ~NM_001001293.1
Reference genes

4.8 Cuantitative FCR (gPCR}

GH mENA expression was measured by real time PCR (gP*CE}) in a StepUmne Thermocycler
Real-Time PCR system (Applied Biosystemns, Foster, CA, USA), while using Maxima SYBR Green gPCR
Master Mix (2X) (ThermoFisher Scientific, Waltham, MaA, USA) in a final volume of 10 yul. containing:
3 pl cDMA (1:10 dilution) and 0.5 uM of each specific primer (Table 2). The reactions were performed
under the following conditions: initial denaturation at 95 “C for 10 min., followed by 45 ordes of
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95 *C for 15 5, 60 *C for 30 5, and 75 *C for 30 5. The relative content of GH and BAFF mEN As were
calculated with the comparative threshold cycle (Ct) method and while using the formula AACT [2g],
where gene expressions were relative to the geometric mean of 18s mREMNA [30].

4.9, 5D5-PAGE/Western Blot of pCREBS13?

BBLs (4 x 10%) were homogenized by sonication (Cole-Parmer 130-Watt Ultrasonic Processors
44347, GE-130PB, Vernon Hills, IL, USA) in a protease inhibitor cocktail (Mini-complete, Roche, Basel,
Switzerland) that was diluted in 0.05 M HCI-Tris, pH 9.0 The total profeins were determined by the
Bradford micro-method (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).

The samples (containing 80 pg protein) were analyzed by sodium dodecy] sulfate-polyacrylamide
gel electrophoresis (SDS-PAGE) in 1.0 mm thick, & cm long, 12.5% gels, while using the buffer system of
Laemmli, 1970 in a mini-Protean Il cell (Bio-Kad, Hercules, CA, USA) [85]. Samples were electrophoresed
under reducing conditions (in presence of 5% (Y7} 2-mercaptoethancl). After electrophoresis, the gels
were equilibrated in transfer buffer (25 mM Tris—HCI, 192 mM glycine, 20%. (77} methanol, pH 8.3,
for 30-60 min.), and then electrotransferred (at 200 mA for 60 min.) to nitrocellulose membranes
{Bio-Kad). Later, the membranes were washed with THS (30 mM Tris, 5300 mM NaCl pH7.5) and then
blocked with 5% (u7) non-fat dried milk (Bio-Kad) in TBS for 1 h at room temperature.” A fter blocking,
the membranes were washed with TTBS (TBS containing 0.05% (1/'0) Tween 20 and incubated overnight
at 4 °C temperature with anti-pCREE antibody (1:5000 dilution). Subsequently, the membranes
were rinsed in TTES and incubated for 2 h with the secondary antibody (goat anti-rabbit-HEFP),
and then diluted 1:50 in TTBS. pCREB-immunomeactive (IR) bands were developed by incubating
the membranes in ECL chemiluminescent reagent {Amersham-Pharmacia, Buckinghamshire, UK)
for 30 min., and then exposed to Kodak Biomax ML film. Luminograms were analyzed by densitometry
while using Image Lab Software (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). The stripping method thatwas described
by Megritto and Manthey, 2016 [56] was used when pCEEB immunoreactivity was normalized with
B-actin-TH.

410. GH ELIsA

GH immunomeactivity was quantified in BELs protein extracts (80 pg) and in 25 pl. of colture
media concentrate (final volume of 50 pL obtained from 1 mL dialyzed and concentrated culture
media in Amicon Ultra 4 mL Centrifugal Filters [Merck Millipore Ltd Tullagreen, Carringtwohill,
Co.Cork, IRL] in an Avanti [-25 @ntrifuge [Beckman Coulter, Inc. Palo Alto, CA]), while using
an indirect encyme-linked immunosorbent assay (ELISA) [57,858]. Briefly, 96-well microtiter plates
{Immulon 2HB, Flat Bottormbicrotiter Flates by Thermo Scientific) were coafed overnight with 12 ng
roGHY per well in 100pL carbonate buffer (1 M), pH 1003, at 4 *C. After antigen coating, the plates were
washed with TPBES (041 M sodium phosphate, (015 mM NaCl, 0005% /7 Tween 20, pH 7) while using
a manual microplate immune-washer (EME, lowboy, Nalgene; Munc-Immuno Wash 12, InterMed
Munc). This procedure was performed after each incubation step. The samples and serial dilutions of
roGH (051250 ng'mL) diluted in TPBS were then incubated for 16 h with 100 pL. of primary antibody
{o-cGH, AFP-551-11-1-86-MNational Hormone and Pituitary Program, Torrance, CA) diluted 1:100,000
with TPBSand 1% yv nonfat dried milk. The samples and standards (100 pL) were then added to coated
wells and incubated for 2 h at room temperature. After incubation, secondary antibody (horse-radish
penxidase-anti-rabbit [g( conjugate) diluted 1:5000 with TPBS and 1% w/r nonfat dried milk was
added and incubated for 2 h at room temperature. The colorimetric reaction was generated while
using 2, 2-amino-di-{3-ethy lbenzothiazoline sulfonate) as substrate (Sigma, Saint Louwis, MO, USA),
and the plates were read in an ELISA microplate Reader (Bio-Rad), at a wavelength of 405 nm.

4.11. Quantification of Intracellular Ca®™

BBLs (4 » 10°) were collected at 0, 5, 10, and 60 min. after treatments and homogenized by
sonication (Cole-Parmer 130-Watt Ultrasonic Processors 44347, GE-130PB, Vernon Hills, 1L, USA} in
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100 uL of lysis buffer (100 mM Tris, pH 7.5) in order to quantify the intracellular Ca** concentration.
The homogenates were centrifuged at 10,000 ¢ for 15 min. at 4 *C (Sorvall Legend micre 21K
Centrifuge, Thermo Scientific). The supernatant was collected and stored on ice; all of the samples
wem analyzed in the same day while using a Ca®* Colorimetric Assay Kit (Sigma, MAK022, St. Louis,
MO, USA and Abcam, ab102505, Cambridge, UK), following the manufacturer s instructions.

412, Statistion Amaysis

In all of the experiments, the values are expressed as mean £ standard error (SEM). Significant
differences between groups or treatments were determined by either Student’s t test or one-way
AMNOVA analysis, followed by parametric iSidak, Dunnet, Tukey) or non-parametric (Dunns) posi-hoc
tests. pvalues less than 0L05 were determined to be statistically different (* p = 0.05; **p < 0.01;
e 0.001; **** p < 0U007).

5 Conclusions

This work shows that GH, TRH, ghrelin, 55T and their cormesponding receptors are expressed in
bursal B-lymphoortes. TRH increased GH mEMNA expression and GH melease, and also stimulated
BAFF mENA expression and phosphorylation of CREB. On the other hand, 55T decreased GH
mBEMNA expression and increased intracellular GH content. In addition, 55T significantly prevented
TEH-induced GH mEMNA expression and GH release in BBL sultures: Interestingly, GHEH and
GHEH-E were not expressed in bursal B-lymphocytes, and GHEH did not stimulate GH mENA
expression or GH melease in these cultures, Both TRH and S5T provoked changes in intracellular Ca®
levels. Cur results suggest that TEH and 55T are implicated in the regulation of GH expression and
release im BBL cultures; and it is likely that these peptidesexert autocring/ paracrine immunomodulatory
actions irvolved in the maturation of B-lymphocytes.

Author Contributions: Conceptualization, SP-BE, ML JLCB, and C A ; Methodology SP-F, M.C, ML;
Supervision, ML, LCE, GG-A, CGM-M Vahdation, ML, LCB, 5P-B, MC; Wnbng—orngmal draft,
SP-P,ML, LCB, GG-A, CGM-M, and CA; Wialing—meview & editing, CA., CGM-M, ML, and S E-F;
Resources and Fundmng, CA ., C.GM-M, and M.L. All authors have read and agreed to the published version of
the manuserpl.

Funding Thas work was supported by Prsgama de A poyo a Proyectos de Iivesbigacidn ¢ Inner acudn Tecnoldgca
de la Direccidén General de Asuntos del Pérscnal Académico (PAPITT-DGAPA) (IN201817, IN207018, IN208419),
and UNAM grant 1130-202-02 40 CA, Universidad Macional Auténoma de México (UNAM; Méace Gy, Meéxico),
as well as by Consee Macional dé Genoa y Tecnologia (CONACYT, Méxen City, Méace, grant 285004 and PhD)
scholarshap (475619) to SMPP

Acknowledgments: Theauthors thank Pilgam's Pade, Quenétaro, Méxieo, who donated fertilized broler eges
used dunng this researchi We also thank Gerardo Courtons (lab assistant), Nydia Hemdndez Fios (confocal
mucroscopy |, Maarten Werdler and Ericka de los Fros (hastology ) at the INB-UNAM Macroscopy Uit and Adnana
Gonzdler Gallardo abthe INB-UNAM Profeogencanic Unit.

Conflicts of Interest The authors declame no conflict of imberest.

Re ferences

135, Lu, M; Flanagan, [.UL; Langley, R ].; Hay, MLF; Perry, K. Targeting grow th hormone funchon: Strabeges
and therapeube appheabons. Sig. Transduct. Target Ther. 2019, 4. [CrossRef]

2 Secane, LM.; Tovar, 5; Dieguer, C. Physiology of the hypothalamus patuitary wat In Hypothalomic-Piu i ary
Dhseases, 1st ed.; Casanueva, F, Ghigo, E, Eds.; Springer International Publishing. Cham, Switzerland, 2018;
pp 1233 [CrossRef]

3. Stoplkevic, 5.5. Signaling pathways regulating pituitary functions. Mol. Cdl. Endocring. 2018, 463, 1-3.
[CrossRef] [PubMed]

4. Mayo, KE; Godfrey, PA ; Suhg S5T; Kulik, [1]; Rahal, L0 Greearth hormomne eleasmg hormone: Synthesis
and signaling. Proc Laurenl. Horme Conf. 1995, [CrossRef]

5. Harvey, 5,; Ardmbure, C. Growth hormone: Not just a prtuitary endocrme. [ Endocr. Disord 2017, 4, 2-4.



75

Int [ Mol Sci 2020, 71, 14346 10023

10

1L

12

13

14

15

16

17.

18

19

2L

24

27

Harvey, 5.; Bawdet, M.L. Extrapatuitary growth hormene and growth? Gen. Comp. Endoorinol. 2014, 205,
61 [CrosaRef]

Marsh, LA ; Johnson, BE ; Lallehey, HS.; Scanes, CG Effect of thyrooane and chacken gronth horinome on
inmune function n autoommune thyrowdibis (obese ) strain chicks. Proc. Soc Exp. Bio. Med. 1992, 199,
114-122. [CressRef]

Villara, MLA; Seary, A ; Bartke, A; Esquifine, AL Changes mn by npheond organs of Ames dward ouce after
treatment with growth hormone, prolactin or ectopic pituitary transplants. |. Endocrinol Investg 1992, 15,
RE7-595. [CroasRef]

Murphy, W.I.; Durum, 5K ; Longe, DL, Differenhal effects of growth hormene and prolactm om onerine T
cell development and funchon J. Exp. Med 1993, 178, 231-234. [CrossRef)

Yosheda, A; Ishioka, C.; Kamata, H.; Mikawa, H. Recombinant human growth hormone stinulates B cell
immnunoglobulin synthesis and proliferation in serum-free medium Ada Endocring. 1992, 126,,534-520,
[CrossRef]

Jeay, 5.; Sonmenshen, G.E ; Postel-Vinay, MO Kelly, PA ; Baeras, E. Grow th hormone can'act as a oy tokmne
controlling survival and proliferation of immune celle New maghts into signaling pathways Mol Cdl.
Endocringd. NMK2 188, [CrosaFef]

Bodart, G.; Farhat, K.; Charlet-Renard, C.; Salvaton, E.; Gesnen, ¥.; Martens,H. The somatotrope grow th
hormone-meleasmg hormone/grow th hormene/msulin-hike grow th factos-Taas mmmomunotegulation and
innunosenescence. Front. Horm. Res 2017, 48, 147-159. [CrossHef] [Pubbded]

Zandvlhel, M. Canme lymphoma: A eview. Vel Q0 2006, 36, 76-104[CrossFe ] [PubMed]

Hattori, M.; Kitagawa, K.; Inagaki, C. Human Iy mphocytes express hGH-N gene transcripts of 22 kDa, 20 kDa
and manor forms of GH, bul not hGH-V gene. Eur. | Endocrovel. 1999, 141, 413418, [CrossFef] [PubMed]
Chen, HT.; Schuler, L.; Schultz, R D. Growth hormone‘and Fit-Tex pression in bovine fetal iy mphoid cella
Domest. Anim Endocrinol. 1997, 14, 399407, [CrossRef]

Rohn, WM. Weagent, DA . Clonung and nucleotide sequenéing of rat lymphocyie grewth hormene cONA.
Newroimmumomod lntion 1995, 2, 108-114. [CrossRBaf] [PubMead]

Weigent DA, Lymphocyte GH-axas hormones in womenity. Cell. Irominal. 2013, 285, 118-132. [CrossRef]
[PubMed]

Lunia, M.; Barraza, NL; Berumen, L; Carranza, M, Pedernera, E.; Harvey, 5.; Acdmbure, C. Heterogenety of
growth hormene immunoreachvily @ Ivmphoid besees and changes durning ontogeny m domestic fowl
Gen. Camp. Endocrine. 2005 144, Z8757[CrossRef]

Render, CL; Hull, K L.; Hacvey, 5 Expression of the grow th hormone gene in immune bssues. Endooine
1995, 3, 720-735. [CrossHasd]

Mera, K E; KylimemyME  Lassala, O. Bursa of Fabricmus, H.5 2015, [CrossRed]

Luna, M.; Rodriguer-Méndez, A ].; Berumen, L.; Carranza, M ; Raespo-Escovag |.; Baudet, M-L; Harvey, 5.;
Ardmburo, C. Imimene growth heemone (GHE Lecalzabon of GH and GH mENA m the bursa of Fabnerus.
Den Comp. Ironimels 2008, 32, 1313-1325. [CrossRef]

Rodriguez-Méndez, A ]; Luna-Acosta, [.L; Carranza, M.; Harvey, 5; Ardmburo, C; Luna, M. Growth
horomone aspresaon o sbiomal and non-stromal cells o the bursa of Fabrcaus dusng bursal developernent
and v clubion: Cauvsal selabonships? Gen. Comp. Endocrinel 2000, 167, 27-30F. [CrossRef] [PubMed)
Luma, M.; RodriguesMéndez, A ] ; Luna-Acosta, |.L.; Carraneza, M.; Ardmbure, C. Expressaon and funchon
ofichicken bursal growth hormene (GH). Gen. Comp. Endocrind. M3, 190, 182-187. [CrossRef] [PubMed]
Luna-Acoesta, |L.; Alba-Betancourt, C.; Martinez-Moseno, CG; Ramirez, C; Carranza, M.; Luna, M ;
Aramburo, C. Dhrect anbiapoptotic effects of growth hormone ane mediated by PI3ESAKT pathoeray in the
checken bursa of Fabnicius. Gen. Comp. Endocrinol. 2015, 24, 148-159. [CrossRef] [PubMed]

Ferone, [.; Van Hagen, EM.; Seomno, C; Dalm, VA ; Barneca, A ; Colas, A; Lamberts, S.W.; Manulo, E;
Hefland, L] Sematostatin feceptor distribubion and function i imemune system. Dig. Liver Dis. 2004, 36,
BB-T7. [CrosaRef] [PubMed]

Kamath, [.; Yarbrough, G.G; Wiekur, ALP, Jr. The thyrobfopa-feleasrygs hormone {TRH) e sysben
homecstatie hypothesis. Pharmiacol. Ther. 2009, 121, 20-28. [CrossRef] [PFubMed]

Tang, W.E; Wang, Y& Zhy, L;Wan, M.H; Chen, GY; Xaa, Q; Huang, X Effect of somatostabin on uumune
wiflamumatory fesponse i pabents with sevede acube pancreabhs. J. Dig. Dis. 2007, £, 96102, [CrossRef]



76

Int_ J. Ml Sci 3020, 2, 1436 Mof23

4L

42

43

45

47,

Schneider, K.; Kothlow, 5.; Schoeider, P; Tardived, A; Gobel, T.; Kaspers, B.; Stachel;, F: Chacken BAFF-A
highly conserved cytokine that mediates B cell sucvival Inl Immnmol. 2004, 16, 139-148. [CrossBef]

Livak, K.].; Schivattgen, T.I. Analyss of relabve gene expiesaon data wang feal-bhime quanbtitabive PCR and
the 2-88CT mathod. Methods 2000, 25, 402408, [CrossHef]

Vandesompele, |.; De Poeter, K; Pattyn, E; Poppe, B; Van Roy, N.; De Paepe, A ; Speleman, F Accurate
normalization of real-ime quantitative KT-PCR data by geometnic averaging of multiple internal control
genes. Genome Biol 2002, 7. [CrossRef]

Veiga-Fernandes, H.; Muada, D Newro-imimune mberactions at barner surfaces. Cell 2016, 165, 301811
[CroasRef]

Rohrbasser, LL].; Alsaffar, H.; Blaur, |. The Hypothalamus-Fituitary Axis. In Prinaples of Endoorinologyand
Hommone Action; Belfiore, A, LeRoith, [, Eds,; Springer: Cham, Switzedand, 2018; pp. 15419 [CrossFRef]
Ardmbure, C.; Alba-Betancourt, C.; Luna, M.; Harvey, 5. Expression and function of grewth hormonein the
fervous aystene A boef fevew. Gen Comp. Endocrinel. 2014, 203, 3542 [CrossRef] [Fubbed]

Hattori, M. Expressaon, regulation and iological achons of growth hormene (GH) and ghoelin i the aoumune
system. Growth Horm. IGF Res. 2000, 19, 157-197. [CrossBef]

Ko, KH; Lee, LE; Kum, G.; Gu, MLL; Kam, HY.; Park, B.C; Park, TS.; Han, 5. H.; Yun, CH. Changes m bursal
B cells in chicken during embryonic development and early life after hatching. Sa. Eep. 2018, 8. [CrossRaf]
[PubMed]

Crantanar, | 1L ; Guemén-Soto, L Hy pothalamic neurchormones and immune @ spofises. Fronl. Infegr. Newrosa.
203, 7. [Crossef] [Fubbad]

Pidrhowska, K; Zukowski, K; Poltowice, K; Nowak [; Wojtysiak, [ Demebecka, M; Wescly, ;
Repka-Molik, K. Transcriptomic changes in brodler chicken by pothalanus during growth and development.
Int. | Genom. 2018, 2018, 6040469, [CrossRef] [PubMed)

Andersen, L.L; Scanes, C.G. Minarevew: Nanobwology and physiology of growth hormone secietion
Exp Bid. Med. 2015, 237, 126-142 [CrossRef]

De Groef, B; Gens, BLL; Manzano, |.; Bernal, | ; Millag, B.P; Abow-Samra, A B ; Porles TE; lwasawa, A ;
Kiahn, ER; Darras, V.M. Involvement of thy rotropan-releasing hormone receplos, somatostabin receplor
subbype 2 and corticotropm-eleasing harmonafeceptor type 1 mn the control of chacken thyrotropan secoetion.
Md. Cdl. Endocrind. 2003, 203, 33-39. [CrossHef]

Richards, MLF; Poch, 5M.; McMurtey, [ E Characterzabion of turkey and chicken ghrelin genes, and
regulation of ghrelin and ghrelin recepior mENA levels in broiler dickens. Gen. Comp. Endoorind. 2006, 145,
208-310. [CrossHFef]

Wang, ¥.; L, [.; Wang, CY; Kwolk, AY; Zhang, X; Lewng, EC Characterzation of the seceptors for chacken
GHEH and GHEH-related pephdes: Identification of a novel seceptor for GHEH and the receplor for
GHEH-LF (PRP). Domest. Awir. Endocringd. 2000, 38, 13-31. [CrossRef]

Meng, F: Huang, GEGaomS.; L, |; Yan, Z; Wang, Y. Idenbbcation of the feaplors for somatostabn (55T)
and cortistalin{CSTYin chickens and investigation of the roles of ¢85T28, <55T14, and ¢C5T14 in inhibitang
cHEH1- T NHE-mduced growth hormone sectebion m eultuned chacken patwitary cella. Mal. Cell. Endocrina.
2014 384, 33-05. [CrosaBef]

Csaba, G. Hormones in the imimune system and therr posaible role A cnitical meview.  Acta Miorebiol.
Immuino. Hung. 2014, 61, 241-260. [CrosaFef] [Pubhed]

Saite, X Mekuchi, M.; Kobayashi, N.; Kimura, M.; Acki, ¥Y; Maswda, T; Azuma, T.; Pukami, M ;
Liga, M.; Yanaguawa, T. Malecular denung, molecular evolubon and gene expression of cDMAs encodmg
thy rotropin-releasing hormone feceplor subtypes m a keleost, the sockeye salmon (Onoodimchns nerka).
Gen. Comp. Endocrina. 2017, 174, 80-88. [CrossRed] [PubMed]

Fukusumi, 5; Og, K; Onda, H.; Haituma, 5. Destobuobon of thy rotrepan-releasang hoemone fecepbor mBNA
m rat peripheral bssues Regul Pept. 1995 57, 115-121. [CrossBEed]

Raiden, 5.; Polack, E.; Nahmod, V; Labeur, M.; Holsboes, E; Arzt, E. TRH secepior on munune cells: In vitno
and w vivo stimtulatien of hamen lymphooyte and rat splenocyte DINA aynthess by TRH. [ Oin. Irnmnal.
1995, 15, 242-M9. [CrossFaf] [FubMed]

Frohman, LA.; Kineman, B.D. Growth hormone-releasing hormone: Discovery, regulabon, and acthons
In Handbook of Physdogye Hormoal Conbral of Growth; Kestyo, |, Ed.; Oxford Unaversaty Press: New Yok,
NY, USA, 1999; pp. 180-221



77

It [ Mol Sci 2020, 21, 1436 Nofzz

48

5L

&L

Martines Moteno, C.G.; Lpez-Marmn, LM, ; Carranza, M ; Giterman, D.; Harvey, 5.; Ardmbure, C; Luna, M.
Growth hormone (GH) and GH-releasing hormone (GHEH} Co-localization and action mn the chicken teshs.
Gen. Camp. Endocrind. 2014, 199, 38-45. [CrossRef] [PubMed]

Martines-Moseno, C.G.; Gikerman, D.; Hendersoen, [; Harvey, 5. Secretagogue mducton of GH felease in
QNE/D ells: Prevention of cell death. Gen. Comp. Endocrinal. 2014, 203, 274-280. [CrossRef] [Pubbed]
Guarcello, V.; Wegent, DA Blalock, LE. Grow th hormone-releasing hornone seceptors on thy mocy tes and
splenocytes from rats. Cell Immmnel 1991, 136, 291-302. [CrossRed]

Wegent, DA Expression of lymphocy te-derived growth hormone (GH) and GH-meleasing hormone feceplors
m agng rate. Cell. Immmenod. 2013, 282, 71-78. [CrossRef]

Chan, KW.; Yu, K.L; Rivier, |.; Chew, BE.C Identification and characterization of a receptor from goldfish
apecfic for a teleost growth hormone-releasng hormone-hke pepide. Newroendocrinology 1998, 68, 44-5&
[CrossRef]

Ehandelwal, M.; Breirag, M.; Speck, T; Michels, T.; Kneutzer, C.; Sormentine, A; Sharma, A Ko Umansky, L.;
Conrad, H.; Poschke, L; et al. A high-throughput BNAI scien for detection of immune che ckpoint mole cules
that medhabe tumor fesistance to oy totecae T lymphocytes. EMBO Mal. Med. 2015, 7, 450463 [CrossFef]
Wang, C.Y,; Wang, ¥; 13, |; Leung, FC. Expession prohles of growth hormone-neleasing hormaone and
groner th hormene-releasmg hormene feceplor durmng chucken embry ome pabatary development. Poudl. Sa.
2006, 85, 39-576. [CrossRef] [FubMed]

Gnanapavan, 5.; Kola, B; Bustin, SA.; Morris, DG, MeGee, B; Fagcloagh, By, Korbonits, M. The tssue
distribubion of the mENA of Gheln and sublypes of its receplon, GHS-Ryin humans. JCEM 2002, &7,
FoRE-200]. [CrossFef] [PubMed]

Hattori, M.; Saito, T.; Yagyw, T; iang, B.H.; Kitagawa, K.; Inagalki, C. GH, GH receptor, GH secretagogue
receptor, and Ghelin expression in human T cells, B cells, and newtrophils. J. Clin. Endocrinal. Metab. 2001,
86, 42844291, [CrossHaf] [PubMed]

Tanaka, M.; Miyazaks, T; Yamamoto, L; Naka, N.; Ohta, Y. Tsashima, N.; Walkita, M ; Shomada, K. Maolecular
characterization of chicken grow th hormone secreéfagpeue teceplor gene. Gen. Comp. Endocrinel 2003, 134,
198-302. [CrossRef]

Yu ¥ Zhang, YH; Xu, ZY; Liu, T, Wang, QX 500, CB; Ma, LY. Effects of IBIDV infection on expression
of ghrelin and ghrelin-related genes inchickensPoult. Sci 2018, 98, 119-127. [CrossRef] [PubMed]

Harvey, 5.; Baidw an, |5, Thy road al sndababien of grow th hoeonone secretaon i fowl To-odothy sonine-mnd weed
down-ne gulation of thy rotrophin- seleagmg hormone-bindmng sites on patuitary membranes. | Mol Erdocrind.
1990, 4, 127-13. [Cros=Ref] [PabMedj

Harvey, 5. Thy rotrophm-néle asing hormene: A growth hormone-releasing factor. | Endocring. 1990, 3,
35358, [CrossFef]

Pintér, E.; Helyes, Z3; Seolesdny, | Inhabitory effect of somatostatin on inflammation and neceee plion,
Pharmacol Therag. 106, 112, 440456, [CrossRef]

Gahete, MY Dufan-Frado, M.; Luque, EM.; Martinez-Fuentes, A_L; Chanteno, A.; Gubiéres-Pascual E;
Cirdoba-Chacon, J.; Malagdn, MM, ; Graca-Navarre, F; Castano, |LF. Understanding the multifactonal
centrol of growth hormone selease by somatobropes. Lessens from comparative endocrinolegy. Trends Comp.
Engdogrina. MNewrohiol. 2009, 1163, 137-153. [CrossRaf]

Bossas, I; Porter, TE. Idenbficabion of the somatostatin feceptor sublypes mvolved mn regulabion of growth
Tharmiene secoetion n chickens, M. Cdl. Endocrinol. 2001, 182, 203-213. [CrossFef]

Harvay, 5; Scanes, CG; Chadwick, A The effect of thyrolroprn-releasmg hormone (TEH} and
somatostatn (GHEIH) on growth hormeone and prolactn sectebon m vitro and m vive in the domestic fowl
(Gallus domestiaes). Newroendocrinology 1978, 26, 249-260. [CrossRed] [PubMed]

Hattor, M.; Shimaksu, A Sugaita, M; Kumagai, 5.; Imura, H. Immunoeactive growth hormone (GH) secretion
by human ymphocytes: Augmented release by exopenous GH. Biochan. Biophys Res Commmn 199, 168,
306401 [CrossFef]



78

Int_ . Mol Sci 3020, 21, 1436 2 of 23

&7,

7L

74

75

7h

18

Hattors, N.; [kekuba, K ; Ishahara, T.; Mondera, B ; Hine, M.; Kurahach, HL Spontanecus growth hormone
(GH) secretion by whsbisulabed human lymphocyles and the effects of GH-releasmge hormone and
somatostatin [ Chin Endocrinol. Mefak 1994, 79, 1678-1680. [CrossRef]

Ben-Shlomo, A.; Pichurin, O Fhalafi, B.; Fhouw, C.; Chesnokova, V; Ren, 5-G; Liu, N-A; Melmed, 5
Constitutive somatostatn seceplor sublype 2 achivily attenuates GH synthess. Endocrinology 2013, 154,
23002409, [CrossFef] [PubMed]

Sugihara, H.; Minam, 5.; Okada, K ; Kamegai, |.; Hasegawa, O, Somatostatin seduces transcription of the
grow th hormone gene in rats. Endoorindogy 1993, 132, 1225-1220, [CrossRef] [PubMed]

Menshita, M; heasaks, ¥; Onashe, A; Asas, ML; Mubsuga, N ; Yoshada, M ; Ohise, Y; Inowe, K ; Murchara, T
The effects of GH-neleasing, hormeone/somatoatatin on the 5 -promoter achvity of the GH gene m vatro. [Lidd.
Endocringl. 2003, 31, 441-448. [Cro=sRad]

Ben-Shlome, A Melmed, 5. Hypothalamoe regulation of ankenad grbatary function, b The Pitwilerydih ed.;
BerrShlomo, A., Ed.; Elsevier: London, UK, 2007; pp. 2345, [CrossRef]

Xia, T; Zhang, Q.; Xiao, ¥.; Wang, C; Yu, |; Liu, H; Lin, B; Zhang, ¥.; Chen, 5; Liu, Y ot 8l CREFTREH
pathnvay in the eentral nervous system regulates energy expenditune in pesponse bo deprvabon of an essenbial
arruno acd. Int. [ Obes. 2015, 39, 105-113. [CrossRaf]

Ben-Shlome, A.; Melmed, 5. Pituitary somatostatin receptor signaling, Tronds Endocrinel Metab. 2010, 21,
123-133. [CrossRef]

Heasler, 5.; Reimne, T.I.; Heok, V.Y H ; Axelrod, |. Somatostatin nhabits ol imeceptor shmulaton of eyclic
AMP formation and corticotropin secretion m mouse patuikary tumod cells. Proc. Natl. Aond. Sci US4 19382,
79, 6502-6506. [CrossHef]

Eigler, T; Ben-Shlomo, A. Somatostabm systert Molecular mecharmsms fegulabng anterior pobubany
hormones. [ Mol Endocrinel. 2014, 53, R1-R19. [CrossBef]

Trebak, M.; Kinel, L.F. Calcium signaling in T cells. Naf. Rep. Immund. 2019, 19, 154-159. [CrossBef]
[PubMed]

Fatchie, A K. Thy rotropin feleasing hormones stindulates calawm activated potassium curnent i a rat anlenor
pituitary cell lne. [ Pliysiol. 1987, 385, 611-625. [CrosdHel]

Carew, M.A_; Mason, W.T. Control of Ca®t entry into rat lactobrophs by thy rotropin-releasing hormeone
I. Physiol 19005, 486, 349360, [CrossFad] [FubMed]

Losagnel, A Taupagnon, A.; Horvathy G, Dufy, B, Intracellular calenum concentration and hormone sece bon
are controlled differently by TRH in rabnecnatal lactotrophs and somatotrophs. [. Endocrinel 1997, 154,
483494 [CrossRef] [Pubbad]

Cervia, D.; Petrwcel, C; BluekPapot, MLT.; Epelbaum, |.; Bagnols, P Inlubitory control of growth hormone
secretion by somatostatn meeat pitwtary GC cells: sst2 bul not sstl receptors ane coupled to mlabition
of smgle-cell intracellular free caloum concentrabons. Nenromdocrinelogy BN, 76, 99-110. [CrosaHef]
[PubMed]

Rosskopd, T0.; Schuarks, M ; Manthey, L; Jowsten, M.; Busch, 5; Saffert, W. Sagnal transduction of somatestatin
m human B lymphoblasts. Physiol Cell Physiol. 2003, 284, C179-C190. [CrossBef] [PubMed]

Chen, L; RangM ].; Shan, X X.; Cao, M.; Cao, F; Yang, X M.; Zhang, 5.0. BAFF enhances B-cellmediated
iminune response and vacoane-protection agamst a very virulent [BDV in chuckens., Vacone 2009, 27,
13831389, [CrossHef]

Mackay, F; Browming, [.L. BAFF: A fundamental survival factor for B cells. Nat. Rev. Immmol. 2002 2,
J65-47 5. [CrossFef]

Tennat, |.R. Evaluation of the trypan blue echnaque for determination of eell viability. Transplanfation 1964, 2,
BESF-A04. [CroasHef)

Martinez-Moreno, C.G.; Avila-Mendoza, W.Y.: Amellanes Licea, EC.: Lowie, M.: Luna, M.: Ardmburo, C.;
Hasvey, 5. Mewroprotection by GH agamst excitotoxic- induced cell death in the setmal ganghon cells
Gen. Comp. Endocrinol. 2006, 234, 68-80. [CrosaRef]

Laemml, UK. Cleavage of structural protemns dunng the assembly of the head of bacteniophage T4. Nafure
1970, 227, 6B0-685. [CrosaFef] [Fubbed]



79

It [ Mool Sci pozo, 21, 1436 Bof23

87

Megritto, M.C.; Manthey, G.M. Overview of blothng. Curr. Profoc. 206, 13, BL1-8.1.22 [CrossRaf]

Luna, M.; Huerta, L; Berumen, L.; Martinez-Cona, H; Harvey, 5,; Aramburo, C. Growth hoconone in
the male repreductive bract of the chucken: Heterogeneaty and changes durnng ontogeny and maturation
Gen. Comp. Endocrinol 2004, 137, 37-49. [CrossRef] [PubMed]

Martinez-Coria, H.; Lépez-Rosales, L.].; Carranza, M.; Berumen, L.; Luna, M.; Ardmburo, C. Differential
secie hon of ducken growth hormene vanants after growth hormonereleasing hormone stunrulataon i vitro,
Endoorine 2003, 17, 91-102 [CrossRef]

0 2 2020 by the authors. Licensee MDPI, Basel, Swikzerland. This article 18 an open acoess
@ article distributed under the terms and conditions of the Creative Commeons A ttribution
Y

(CC BY) hoense (http: ) creative commons. ofglcensesbyi4.0f).





