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Introduccién

1. Resumen

La bursa de Fabricio es un érgano linfoide exclusivo de las aves. Su funcion principal es la
formacion, proliferacion y maduracion de linfocitos B. La dehidroepiandrosterona
(DHEA) en mamiferos, es el principal androgeno secretado por la glandula adrenal
embrionaria, que en los adultos mantiene concentraciones importantes y tiene una funcion
reguladora sobre la respuesta inmunologica y un efecto antagénico a los glucocorticoides.
El objetivo de este trabajo es el de conocer si la DHEA tiene un efecto en la bursa de
Fabricio. Por ello se valora el efecto de la DHEA sobre algunas de las poblaciones
celulares del foliculo linfoide de la bursa de Fabricio de pollos recién nacidos, mediante
estudios morfologicos morfométricos y bioquimicos. Se trabajaron dos giupos de
embriones de pollo, testigos y tratados con una solucion de DHEA (120 mg/ml) en etariol
al 30% que se aplicd antes de iniciar Ja incubacion. Se midio el peso himedo de las
bursas, la cantidad de ADN y de proteinas totales. En los foliculos linfoides se midi6 el
area del boton de células epiteliales asociadas al foliculo (FAE), se contd el nimero de
linfocitos y mitosis, el mimero de células en apoptosis por foliculo y el ntmero de células
Ta" (células dendriticas secretoras) por foliculo, y se midi6 el diametro mayor y menor de
los foliculos linfoides, asi como la captacion de tinta china por las células FAE. Los
resultados muestran que los animales tratados con DHEA tienen un incremento
significativo en el area de los botones epiteliales de las células FAE y una disminucion
significativa ¢n el nimero de linfocitos en apoptosis por foliculo linfoide. El porcentaje de
captacion de tinta china por las células FAE en los animales tratados con DHEA es mayor
(80%). El aumento significativo en el area de los botones epiteliales en los organismos
tratados con DHEA, concuerda con el incremento en la captacion de tinta china por las
células FAE, ya que la funcion de las células FAE es fagocitar antigenos luminales para
introducirlos al foliculo linfoide. La disminucién en la apoptosis sugiere que existen
factores que proporcionan el micro ambiente adecuado para que los linfocitos B sufran
una seleccion positiva. Este mecanismo podria estar mediado por las células. dendriticas
secretoras (I2°) ya que son las responsables de crear el microambiente necesario para la
profiferacion, maduracion y diferenciacion de los linfocitos B, debido a que mostraron una
morfologia mas dendritica y una distribucion mas amplia en toda la regidon medular en los
animales tratados con DHEA. Estos resultados sugieren que las células FAE, las células
dendriticas secretoras y los linfocitos B de los foliculos linfoides de la bursa de Fabricio
presentan cambios dependientes de la DHEA, la que probablemente tiene una funcion

- inmunoreguladora.
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I 1. Anatomia de la bursa de Fabricio

La bursa de Fabricio es un organo linfoide exclusivo de Iaé aves localizado en la porcion
distal de la cloaca (Figura 1 y 2). Este érgano fue inicialmente descrito por Fabricio en
1651. Su papel inmunoldgico esta claramente establecido desde que Glick y colaboradores
(1956) demostraron una deficiencia en la formacién de anticuerpos en polios provocada

por la bursectomia antes del nacimiento.

Figura 1. El sistema inmunologico de las aves en las primeras etapas de la vida, esta
centralizado en el timo y la bursa de Fabricio. El timo consiste de siete lobulos, que
descansan sobre la traquea y controla el desarrollo de la inmunidad mediada por células. La
bursa es una bolsa o saco, que se encuentra unida al intestino cerca de la cloaca, y es la
responsable de la formacion de las células encargadas de la respuesta inmunologica
humoral. Los linfocitos formados en estos dos organos linfoides colonizan la médula Gsea y
¢l bazo (Tomada de Cooper y Lawton, 1974).
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La bursa esta unida al procfodeum de la cloaca por ua pequeiio tallo el cual en algunas aves

puede estar ausente (Farner y King 1973; Zapata y Cooper, 1990}

Infiltrado linloide

Proctodeum

Cloacea
Plica

Urodeum

Coprodeum

Figura 2. Esquema que muestra la localizacién anatomica de {a bursa de Fabricio en la
cloaca de las aves. Existe la presencia de infiltrado linfoide en ¢l area del conducto bursal.
(Tomada de Zapata y Cooper, 1990).

Externamente, esta cubierta por una capa de tejido conjuntivo. La bursa esta constituida
por 12 a 15 plicas que se dirigen hacia la luz del organo. Dentro de las plicas existe tejido
linfoide que se organizan en forma de foliculos. En la cuarta semana de vida de los pollos
existe un promedio de 820 foliculos linfoides en cada pliegue. La mayoria de los vasos
sanguineos que nutren a la bursa se derivan de la arteria pudenda interna, la cual lleva el
mayor aporte sanguineo 2 la bursa. Existe un aporte sanguineo adicional por la arteria
mesentérica; la vena pudenda interna y la vena mesentérica posterior recogen la sangre de
las vénulas de la bursa. Los vasos linfaticos que drenan la bursa siguen é la arteria media
sacra y la arteria pudenda comin, aunque los vasos linfaticos al parecer nunca entran en los
foliculos linfoides. La inervacion provigne de fibras nerviosas simpaticas del nervio pélvico

y del nervio intestinal que entran al ganglio bursal cloacal en su polo anterior. Algunas
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fibras entran a un segundo ganglio bursal y fibras postganglionares penetran a la bursa

donde terminan en los plexos perivascutares (Glick 1977; Zapata y Cooper, 1990).°

H 2. Organizacion Histologica de la Bursa de Fabricio

La Bursa de Fabricio esta constituida por cuatro capas basicas que de la periferia hacia la

parte interna son:
1.- Capa serosa delgada constituida por tejido conjuntivo y un epitelio plano simple.

2.- Capa muscular formada por musculo liso arreglado en forma circular o por una capa
externa de fibras musculares longitudinales y una capa interna de fibras musculares

circulares. La capa de tejido muscular varia de grosor.

3.- La submucosa esta muy reducida en el interior de las plicas y es dificil distinguir entre la
submucosa y la lamina propia de las plicas. Las plicas en su interior estan constituidas por
dos componentes: La trama de tejido conjuntivo de la {amina propia y los foliculos
linfoides. El tejido conjuntivo basicamente consigte de una fina red de fibras de colagena y
numerosas fibras reticulares rodeando a los foliculos linfoides. Los foliculos Hnfoides
ocupan una buena parte dentro de las plicas. Los foliculos presentan una forma que va de

ovoide a poliédrica y estan constituidos por una region medular y una region cortical que se
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encuentran separadas por una membrana basal bien definida que tiene continuidad con la
membrana basal del epitelio de revestimiento, interrumpiéndose solamente en las porciones
en las que se localizan las células FAE. Asi la médula estd en contacto direcio con las

células FAE (Ackerman, 1962; Frasier, 1974; Hodges, 1974; Zapata y Cooper, 1990),

En la region medular del folichlé linfoide estan presentes linfoblastos y linfocitos inmersos
en un estroma constituido por las prolongaciones citoplasmaticas de las células
reticuloepiteliales (Rep), Iés que se encuentran unidas por desmosomas (Zapata y Cooper,
1990). Ade.més de las células linfoides, también se encuentran macrofagos y células
dendriticas en la region medular de! foliculo. En la periferia, entre la regic')ri medular y
cortical existe una capa de células epiteliales que limitan estos dos compartimentos junto
con la membrana basal. En la médula no existen. vasos sanguineos ni células

mesenquimatosas (Frasier , 1974; Paniagua y Nistal, 1983).

La corteza esta formada hasta por diez capas de linfocitos B, entre las que se disponen
algunas células 'epitéliales y en menor numero células mesenquimatosas de la lamina propia.
No hay uniones intercelulares entre los linfocitos, ni entre éstos y las células epiteliales. La
formacion de los linfocitos es inversa a la del timo, pues los linfocitos proliferan en lé
region medulas y pasan a la corteza para abandonar la bursa (Paniagua y Nistal 1983). En la
corteza, la red celular es continua con el tejido conjuntivo que rodea al foliculo. La corteza
se tifle mas intensamente que la médula debido a que esta constituida por una gran cantidad

de células. En la corteza los vasos sanguineos estan frecuentemente asociados con la
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membrana basal (Frasier, 197.4; Hodges, 1974), la cual deja pequeiias fenestraciones por las
que se da una salida continua de finfocitos. Existen estudios en los que se ha seguido el
crecimiento de la corteza y médula durante los periodos embrionario y postnatal y se ha
encontrado que el crecimiento es alometrico, esto es, que durante la vida embrionaria la
médula crece a un ritrﬁo menos acelerado con relacion a la region cortical, y durante ef
periodo postnatal ¢l crecimiento de estos dos compartimentos tiende a igualarse debido a
qgue la corteza disminuye su tasa de crecimiento (Betti et al, 1991). Por esta diferencia en
el crecimiento de la régi_én cortical y medular del foliculo linfoide se ha propuesto la
existencia de dos periodos de crecimiento y la posibilidad de que estos dos compartimentos
realicen funciones distintas (Figura 3) (Romppanen, 1982; Betti et al,, 1991; De Azevedo y

Betti, 1993),

4.- Epitelio superficial que esta constituido por un epitelio cilindrico pseudoestratificado,
donde se pueden distinguir dos diferentes tipos de epitelios, un epitelio secretor de moco
denominado epitelio interfolicular (IFE) y las FAE, las cuales poseen capacidad fagocitica

(Figura 3) (Hodges, l974i Zapata y Cooper, 1990).

El porcentaje de foliculos linfoides totales en el tejido bursal se incrementa del dia cuatro
postnatal al dia 62 a un 86 por ciento para el dia 63 y posteriormente decrece lentamente
hasta el d_ia 84. Los valores correspondientes at estroma bursal y at epitelio decrecen del dia
cuatro al 84, Las cantidades absolutas y relativas del tejido linfoide se incrementan con el

desarrollo de foliculos linfoides individuales y su diametro espacial promedio se incrementa
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del dia cuatro al 84. El ntimero de areas de! epitelio asociado al foliculo en la mucosa de la
bursa, corresponde al niimero de foliculos, el cual en una bursa madura permanece
relativamente sin cambios. [.a corteza folicular crece mas rapidamente que a méduia

folicular, lo cual indica diferentes funciones para cada una (Romppanen, 1982).

Figura 3. Esquema de un foliculo linfoide de la Bursa de Fabricio. 1 Médula; 2 Corteza; 3
Cétulas reticuloepiteliales con sus prolongaciones citoplasmaticas (Rep); 4 Borde
corticomedular constituido por células epiteliales; 5 Epitelio interfolicular (IFE) o de
revestimiento; 6 Membrana basal del epitelio interfolicular IFE; 7 Boton de células
epiteliales asociadas. al foliculo (FAE), 8 Células de soporte de las células FAE
{estratificado), 9 Vasos sanguineos, 10 Fibras reticulares que delimitan a cada foliculo
linfoide. (Tomada de Bliuer y Tuohimaa, 1995).

La pared dorsal del canal central de la bursa de algunas aves presenta tejido linfoide sin un
arreglo foicular, y se le ha denominado tejido linfoide infiltrado difuso (Figura 2). Este
tejido aparece en los pollos después del nacimiento y existen evidencias de que se tratan de

zonas T dépendientes (Cortés et al., 1995).
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II 3. Organizacion del foliculo linfoide

El foliculo linfoide esta constituido por las siguientes células: células epitelialres asociadas al
foliculo (FAE), células reticuloepiteliales (Rep), células dendriticas secretoras (SDC),
macrofagos, células plasmaticas, linfoblastos y linfocitos (Figura 4) {Olah y Glick, 1992a).
Cabe sefialar que la nomenclatura para referirse a los tipos celulares que constituyen el

foliculo linfoide de la bursa varia, dependiendo del grupo de investigadores {(Cuadro 1).

Las células asociadas a los foliculos (FAE) son células cilindricas, con microvellosidades
cortas en el borde apical, con uﬁ nucleo pilido por su eucromatina. Estas células se
encuentran upidas entre st por desmosomas. Carecen de membrana basal y estan insertadas
de ﬁmnera discontinua a lo largo de la superficie epitelial de la plica, por lo que la superficie
basal de las FAE esta en contacto con las células reticuloepiteliales (Figura 3 y 4), que
forman el estroma reticular de la médula. Los antecedentes bibliograficos clasicos sostienen
que las FAE tieﬁen un origen endodérmico, pero otros investigadores, principalmente
Lupeiti y cofaboradores (1990) postulan que son células de origen mesenquimatoso, debido
a que tienen caracteristicas en éomim con las células de este origen: 1.- Aparecen en el
borde epiteltal después de la migracion de la unidad formadora de colonias (Glick, 1977).
2.- No presehtan membrana basal (Hodges, 1974). 3.- Son altamente esterasa posttivas y
presentan act_ividad micropinocitica (Bockman y Cooper, 1973, Lupett: y Dolfi, 1980). 4.-
~ Como los macrofagos, son sensibfes a la carragenina y a la silica (Dolfi ef al., 1981). 5.-
Muestran una avidez notab]é por captar tinta china, ferritiﬁa y particulas de latex, entre
otras (Naukkarinen y Sorvari, 1984) y, finalmente, 6.- Presentan un fenotipo distint-o a las

demas células epiteliales al utilizar anticuerpos monoclonales, ya que las células FAE son
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positivas a MUI 51 y MUI 73, (Lupetti e al, 1990). E epitelio asociado al foliculo es

capaz de fagocitar tinta hasta las 16 semanas (Naukkarinen y Sorvari, 1984).

Las células reticuloepiteliales (Rep) constituyen el estroma de la médula folicular. Son
células estrelladas que forman una red con sus largas e irregulares prolongaciones
citoplasmicas unidas unas con otras por desmosomas. Las células Rep varian en tamafio y
forma, aunque los procesos citoplasmicos largos son siempre tipicos. El idcleo es
generalmente ovoide con pequefias identaciones, uno o dos nucleolos y cromatina -
condensada en la periferia. En el citoptasma se presentan pequefias vacuolas, ribosomas
generalmente formando polirribosomas, pocas mitocondrias, escaso reticulo endoplasmico
rugoso y un aparato de Golgi pequefio. En las prolongaciones citoplasmicas se aprecian
haces de tonofilamentos (Naukkarinen y Sorvari, 1982; Zapata'y Cooper, 1990). Los
linfocitos frecuentemente se observan en contacto con las extensiones de las células Rep

{Ackerman, 1962; Naukkarinen y Sorvari, 1982; Zapata y Cooper, 1990).

Frasier (1974) describio dos tipos de célulaé Rep ubicadas en la porcion medular, a las que
denominé células epiteliales reticulares palidas y oscuras. Otros autores han descrito células
con caracteristicas moffolégicas semejantes a las células Rep y les han asigna&o diferentes
nombres. En este sentido Ackerman (1962) las describe como células epiteliales.
endodermales; Naukkarinen y Sorvari (1982) como células dendriticas reticulares y Betti y

colaboradores (1991) las denominan como células epiteliales medulares (Cuadro 1).
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Cuadro 1

Nomenclatura utilizada para denominar a las diferentes poblaciones celulares del

foliculo linfoide

Region folicular

Nombre de la célula

Autor

Médula

Célula epitelial superficial de fa médula

Célula epitelial arreglada en la unién corticomedular
Célula reticulo-epitelial en estrecha relacion con Ia tamina

basal

Células epiteliales asociadas a la membrana basal

Células epiteliales foliculares

Células epiteliales de! borde cortico-medutar
Células basales

Aramaki, 1968
Lorvik efal, 1971
‘Frasier, 1974

Eerola, 1980

Naukkarinen y
Sorvari, 1982

Lupetti ef al., 1990
Be_tti etal 1991

Células epiteliales reticutares

Células epiteliales de la red reticular

Células epiteliales estrelladas

Células reticulares epiteliales palidas y oscuras
Células reticuloepiteliales (Rep)

Células reticulares dendriticas

Células epiteliales medulares

Aramaki, 1968
Lorvik ef al., 1971
Frasier, 1974
Eerola, 1980

Naukkarinen y
Sorvan, 1982

Lupetti ef al., 1990

Betti et al., 1991

Corteza

Células epiteliales reticulares de la corteza
Células epiteliales reticulares palidas y oscuras
Células reticulares oscuras pequefias

Células corticales ramificadas

Aramaki, 1968
Frasier, 1974
Frasier, 1974

Betti ef al., 1991

(Tomado de Betti ef al., 1991).

10
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. Epitelio interfoliclar (IFE)
Boton de ctlules epitalinles li“a'wé\"
asocisdes o folicelo FAE) 'e.u"‘lac‘%w.gﬁﬁ

Célala revicaloepiteiisd (Rep)

Céhelas epitelinies dol borde
corficomedbler

Membrena basal

Cortezn foliculnr

Figura 4. Estructura histologica de un foliculo linfoide maduro. La médula del foliculo
{centro) contiene células reticuloepiteliales (Rep), las que se mezclan con los linfocitos y
macrofagos. La region medular esta rodeada por una capa, a manera de bolsa, de células
epiteliales y una membrana basal, la cual separa la region medular de la cortical, ésta titima
contiene linfocitos densamente empaquetados (Tomada de Pink y Lassila, 1987).

Recientemente se ha demostrado que las células Rep son células positivas a la citoqueratina
y al aatigeno B-L (moléculas clase 11 del MHC de pollos semcjantes al 1a") (Hoshi ef al.,
1988; Zapata y Cooper, 1990; Lupetti, ef af., 1990; Olah y Glick, 1992b). Por lo que se
plantea que las células Rep tienen un papel funcional muy importante junto con las células
FAE creando un ambiente adecuado para la maduracion de las células linfoides (Hoshi ef

al., 1988; Lupetti, ef al., 1990).

En el borde corticomedular (figura 4 y 5), junto a 1a membrana basal se localizan las-células
Rep palidas (Zapata y Cooper, 1990) o células epiteliales foliculares (Cuadro 1)

(Naukkarinen y Sorvari, 1982) formando una capa de células que se encuentran unidas por
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desmosomas. Estas células preseatan una morfologia y tamafio muy regular siendo

generalmente alargadas, con un nicleo grande y central, y uno a tres nucleolos. con gran
cantidad de filamentos en su citoplasma y desmosomgs.' Estas células no tienen capacidad
fagocitica y expresan una débil actividad intracitoplasmatica a la 5a~acetato naftil esterasa
(ANAE) y a la S-nucleosidasa. La reaccion a fosfatasa icida es negativa (Naukkarinen y

Sorvari, 1982).

Se ha descrito otro tipo celular epitelial que se presenta en ocasiones en fa médula del
foliculo linfoide formando una estructura semejante al corpusculo de Hassall del timo
(Naukkarinen y Soiyéri, 1982; Zapata y Cooper, 1990). De acuerdo con los estudios
realizadoé por Olah y Glick (1992a), esta estructura epitelial esta constituida por células de
soporte de las células FAE, que sufren una invaginacion hacia el intertor del folfculo. El
momento en el cual se da dicha invaginacion varia de foliculo a foliculo. La formacion de
esta estructura semejante al corpisculo de Hassall del timo se ha interpretado como signo
de involucidn de la bursa (Naukkarinen ef al, 1978; Olah y Glick, 1992a). Cuando se
administra tinta china pbr la cloaca a los pollos, después de cierto tiempo, puede ser vista
en el centro de esta estructura parecida al corpisculo de Hassall (Naukkarinen y Sorvari,

1982, Zapata y Cooper, 1990).

Se ha descrito también una poblacion de células dendriticas en la regién medular,
generalmente paralelas al borde corticomedular de los foliculos linfoides , que también se

conocen como células dendriticas secretoras (SDC), basandose en evidencias morfologicas
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(Mah y Glick, 1978a), o como células epiteliales basales (Ba) (Betti ¢f al,, 1991) (Cuadro

1).

En general las SDC o células epiteliales basales (Ba) son células de forma alargada, con un
patron en la cromatina similar a {a de [os linfocitos. El citoplasma es oscuro y presenta uno
o dos procesos citoplasmicos largos y gruesos que contienen granulos mas o menos de un
micrometro de espesor (Figura 5). Las células tienen una alta afinidad por el azul de
toluidina. Expresan una proteina en el citoesqueleto tipo vimentina similar a la de las
celulas dendriticas foliculares de los centros germinales del bazo, pero no presentan
positividad a la desmina, lo cual es comin encontrar en las células de origen
mesenquimatoso (Oldh y Glick, 1986 y 1995). Las células SDC expresan'moléculas clase II
del complejo MHC (la para el ratén y B-L para aves). No presentan reaccion positiva a la
esterasa y a la peroxidasa y tampoco presentan capacidad fagocitica como los macrofagos

(Olah y Glick, 1992b).

El tratamiento con carragenina disminuye el nimero de las SDC y provoca alteraciones
morfologicas caracterizadas por la presencia de vacuolas en la periferia del citoplasma
asociadas con una disminucion en el namero de granulos de secrecion y una membrana
plasmatica arrugada. Al combinarse el tratamiento con carragenina y la inmunizacion con |
Salmonella, Olah y Glick (1986) encontraron que ademas de las modificaciones anteriores,
las células SDC presentan caracteristicas de células inmaduras y se observan en la periferia

de la médula folicular ademas de ser mas abundantes que las células SDC maduras.
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Otra sustancia con la que se puede alterar a las células del foliculo linfoide es la
ciclofosfamida, que provoca una disminucion en los linfocitos y atrofia severa del foliculo
linfoide. Sin embargo, las células SDC resisten el tratamiento a este farmaco, incluso

durante el desarrollo embrionario (Wilson y Boyd, 1990; Marsh y Glick, 1992).

Varias investigaciones han sugerido que las células dendriticas secretoras de la bussa
participan en la diferencacién de los linfocitos B de la bursa, asi como una participacion en
el encendido rapido de la IgM-IgG (Olah y Glick, 1986, Olah y Glick, 1987). Durante fa
histogénesis del foliculo linfoide se presentan unas células mesenquimatosas oscuras que se
piensa son las precursoras de las células SDC y que podrian ser las responsables de inducir

la formacion del foliculo linfoide (Glick 1995; Glick y Olah, 1993a y b).

Otro tipo celular que se encuentra en el foliculo linfoide son los macrofagos, localizados en
fa corteza y en la médula (figura 5) (Betti e al,, 1991). Cuando los macrofagos se localizan
en la médula se les conoce como células dendriticas histiociticas. Las células histiociticas
tienen aspecto alargado y presentan algunas prolongaciones citoplasmicas gruesas entre las
otras células de la médula. El niicleo puede ser ovoide o esférico; contiene cromatina
ligeramente electrodensa que ocasionalmente puede presentar condensaciones asociadas a
la envoltura nuclear. Se han observado algunos organelos como numerosas mitocondrias y
ribosoinas, cisternas de reticulo endoplasmico y un aparato de Golgi bien desarrollado. Sin
embargo, la prinéipal caracteristica son los grandes fagosomas con restos celulares o

carbén. Las células histociticas se tifien intensamente para la fosfatasa acida y ANAE. La
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reaccion para la 5-pucleosidasa es negativa (Naukkarilien y Sorvari, 1982). Algunos
autores proponen que estas células histiociticas de la médula folicular son semejantes o
idénticas a los macrofagos del centro germinativo (Zapata y Cooper, 1990). Niedorf y
Woiters (1974) demostraron que los macrofagos de fa bursa de embriones y de pollos |
jovenes migran de la corteza a la zona medular y alcanzan la luz a través de las células FAE

(Zapata y Cooper, 1990).

Los linfocitos medianos y grandes son los elementos predominantes en el foliculo linfoide y
se localizan principalmente en la periferia de la médula de la bursa (Figura 4 ) (Zapata y
Cooper, 1990). En el centro de la médula los linfocitos estan organizados densamente y se
encuentran situados entre las células reticulares y rodeados por el epitelio cort_icqmedular.
Su escaso citoplasma esta ileno de ribosomas, pocas mitocondrias y el abarato de Golgi, La
membrana celular es frecuentemente lisa. El micleo es esférico u oval, el cual contiene un
pequefio nucleolo es central o asociado a la envoltura nuclear. Los linfocitos no presentan
actividad de 5-nucleosidasa. Ocasionalmente, células con apariencia de linfocitos muestran
- actividad 5-o0 acetato naftil esterasa (ANAE), sin embargo en la mayoria de los linfocitos

e la porcion medular son ANAE negativos (Naukkarinen y Sorvari, 1984).
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topm
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A B

Figura 5. Esquemas que muestran la disposicion de algunas de los tipos celulares
contenidos en las diferentes regiones del foliculo linfoide. A) Foliculo linfoide de un
embridn de pollo de 17 dias de desarrollo embrionario, 1a region costical muestra células
coiticales ramificadas (CB) y fibroblastos (F); el borde corticomedular esta constituido por
las células epiteliales basales (Ba) que estan en contacto con la lamina basal (BL), la region
medular contiene células epiteliales medulares (Me) unidas entre ellas por desmosomas (=)
y macrofagos (Ma). B) Foliculo linfoide de pollo de 21 dias de edad, en el que se muestra
el incremento de tamafio de la region cortical. Los espacios que existen entre los tipos
celulares representados estan ocupados por linfocitos, en este caso se han omitido.
(Tomada de Betti ef al., 1991). -
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Los linfobfastos se encuentran principalmente cerca del bor_lde corticomedular. Varian en su
tamafio, presentan un gran nicleo esférico con cromatina dispersa y un pequefio nucleolo.
Presenta poco citoplasma que contiene polirribosomas, mitocondrias, algo de reticulo
endoplasmico y pequefias vacuolas. Son negativos a la fosfatasa acida y a la ANAE

(Naukkarinen y Sorvari, 1984).

I 4. Ontogenia de la bursa de Fabricio

La bussa de Fabricio se desarrolla de un apéndice dorsal de la cloaca. Los esbozos de la
bursa comienzan a formarse al cuarto dia de incubacién como una proliferacion epitelial a
lo largo del contacto ventral-caudal entre el rudimento cloacal y la superficie del epitelio
ectodérmico. A partir del quinto dia de vida embrionaria, surge un botdén endodérmico
rodeado por una cépsulé de tejido mesenquimatoso. Al quinto o sexto dia de incubacidn, se

distingue una evaginacion dorsocaudal de la cloaca.

Entre el sexto y octavo dia de incubacion el cordon epitelial desarrolla una luz central la
cual se conecta al nudimento de la luz cloacal. La bursa se abre en su posicion vertical y
crece como un tallo cilindrico. La primera plica epitelial se desarrolla entre el dia noveno y
décimo de incubacion y se incrementan en nimero hasta llegar a ser 17 a 18 (Romppanen,

1982).

17

a e At AR e W



Introduceion

Hacia los 12 o 13 dias del periodo embrionario del pollo, se observan varios botones
epiteliales en las paredes replegadas de la cloaca que forman la bursa, lo que indica el inicio
de la formacion de los foliculos linfoides (Paniagua y Nistal, 1983). Desde el dia 13 hasta el
18 .aproxin'ladamcnte, se produce un desarrollo activo de los botones que conduce a la

aparicion de foliculos incipientes.

La secuencia de los principales cambios morfologicos registrados durante la morfogénesis
de los foliculos linfoides de la bursa se describen a continuacion y en la Figura 6 se resume

la formacion de los foliculos linfoides (Olah y Glick, 1992b).

1} Aparicidn y proliferacton de células precursoras de linfocitos B en los botones y en la
lamina subyacente. Se observan también células indiferenciadas, probablemente derivadas
de la unidad formadora de colonias procedentes del saco vitelino, que se caracterizan por
ser células basofilas y pironinofilas (ricas en ribosomas), las cuales podemos considerar

linfoblastos (Paniagua y Nistal, 1983).

2) Formacion de un reticulo de células epiteliales en los botones, lo cual se debe a que las
células epiteliales se alargan y desarrollan prolongaciones citoplasmicas que se
iterconectan para formar una red. Las células en contacto con la lamina basal tienen

hemidesmosomas a ese nivel {Paniagua y Nistal, 1983).
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Figura 6. Esquema en el que se muestran los: principales pasos de la diferenciacion del
foliculo linfoide y del epitelio de revestimiento. A} Células precursoras (células oscuras) de
las células dendriticas secretoras (SDC) diferenciadas a partir del mesénquima bursal; BY
"Las células precursoras de las SDC se agrupan en una depresion debajo del epitelio de
revestimiento, C) Las células precursoras de las SDC entran al epitelio a través de la
membrana basal, D) Las células epiteliales proliferan formando un botéon que es el
precussor de fa médula; E) La méduia es sembrada completamente por las células B
progenitoras (puntos oscuros); y F) La corteza de origen mesenquimatoso se organiza
alrededor det boton, que posteriormente constituye la médula del foliculo. MB = membrana
basal; IFE = epitefio interfolicular, FAE = epitelio asociado al foliculo. (Tomado de Olahy
thk 1992b).
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3) Ruptura de la lamina basal del boton (hacia el dia 15) que comienza a presentar
discontinuidades con fa aparicion de los linfocitos. De este modo se permite a migracion de
los linfocitos de la lamina propia y se forma la corteza del foliculo linfoide. El botén

primitivo es ahora fa médula (Paniagua y Nistal, 1983).

A partir del dia 18 al 21 los foliculos maduran y se organizan. Las zonas corticales y
medulares ahora estan bien definidas. La médula estd constituida por una capa periférica
limitante de células epiteliates, que rodea los linfoblastos y a los linfocitos (Paniagua y

Nistal, 1983).

Del dia octavo al dia 15 de incubacton, las células precursoras linfoides migran del
mesénquima extrabursal al 6rgano en desarrollo y proliferan en los foliculos bursales (Pink
y Lassila, 1987). El m’m‘lefo de células progenitoras B que colonizan inicialmente a los
foliculos es pequefio (menos de diez células por foliculo) (Pink et al.; 1985). El desarrollo
de invaginaciones de los dobleces epiteliales es visible primero como una hinchazon de la
capa epitelial como a fos 12 dias de incubacién (Houssaint ef al, 1976; Lassila ef al,
1979). Se forman alrededor de 10* foliculos durante la colonizacién de la bursa por las
céluias B progenitoras y este nimero permanece constante en las bursas maduras (Olah y

Glick, 1978b).

Las células progenitoras de las células B pueden ser detectadas en la region para-adrtica

intraembrionaria entre los dias tres o cuatro. Estos progenitores después migran al saco
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vitehino entre los dias cinco y seis, en donde comienzan a manifestar ﬁ1arcadores de
superficie especificos de linfocitos B. Se muestran modificaciones en las porciones amino
terminal de la cadena ligera y pesada de las inmunoglobulinas, para iniéiar el rearreglo en
los segmentos D y Jy. Las razones del rearreglo de los segmentos DJy puede deberse a: 1)
el medio ambiente del saco vitelino; 2} a la remocion de un bloqueo de diferenciacion de las
células al migrar y salir del si-tio intraembrionario. Las célufas progenitoras B que van con el

rearreglo de los segmentos DJy; colonizan varios 6rganos linfoides (Reynaud e al., 1994).

Las células progenitoras B comienzan a rearreglar sus genes de las cadenas ligeras y
pesadas, uno o dos dias después, ya sea en la sangre o en el drgano linfoide. Este evento
del rearreglo de los genes Ig es probablemente parte de un programa celular intrinseco, en
vez de producirse en un sitio en particular. Una vez en el bazo o en la médula 6sea las
células progenitoras B cesan de dividirse y lentamente desaparecen (Figura 7) (Reynaud ef

al, 1994).

En otros trabajos se evidencia que el rearreglo de los genes de la cadena ligera (L) de las
inmunoglubulinas, que sufien las células progenitoras B en el tejido mesenquimatoso
intraembrionario, se inicia en el dia séptimo del desarrollo en los pollos, cuando ain éstas
no han colonizado ia bursa, por lo que se plantea que dicho rearreglo ocurre
independientemente de la bursa de Fabricio (Mansikka ef af,, 1990). La diversificacion de
la region variable se inicia después, cuando las células B expresan IgM de superficie

durante la etapa de proliferacion en los foliculos linfoides de la bursa (Mansikka et al,
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1990). El principal mecanismo que genera la diversidad de las Igs en los polios es por
converston génica observada en el dia 15 del desarrollo embrionario (Mansikka et al,

1990).

Saco
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Figura 7. Esquema de la propuesta para la formacion de las células progenitoras B en et
embridn de pollo. Las células progenitoras se detectaban inicialmente dentro de la region
para-aodtica del embrion, después migran al saco vitelino, donde las células progenitoras
comienzan la segregacion de las regiones D]y y colonizan varios érganos linfoides como el
bazo, la médula 6sea y la bursa via circulacion general. Solamente se desarrollan en la bursa
(T 7T 7). El primer dia en el que se detecta el rearreglo DJy; esta indicado para cada
compartimento. (Reynaud ef al., 1994)

Las células progenitoras B colonizan la bursa a través de la vascularizacion general entre
los dias ocho al 14. Estas células alcanzan el epitelio bursal y junto con las células
mesenquimatosas oscuras inducen la formacion del folicuto linfoide (Glick, 1993; Reynaud
et al, 1994). De dos a siete células progenitoras B colonizan cada foliculo linfoide y

posteriormente éste crece debido principalmente a la proliferacion de las mismas. La
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migracion de las células progenitoras B al parecer esta ligada con la expresion de ciertas
moléculas en su superficie, como el carbohidrato X Lewis que es un ligando para selectinas

de {a familia de los receptores de adhesion vascular (Masteller ef al., 1995).

Diversos grupos han estudiado la migracion de las células progenitoras B. Se ha propuesto
que existe una segregacion prebursal al demostrar, con la ayuda de anticuerpos
monoclonales; que existen dos- poblaciones celulares durante las primeras etapas del
desarrollo de la bursa. Las células L22" aparecen tempranamente du;ante el desarrollo
embrionario en el saco vitelino, bursa, timo, bazo y médula 6sea de manera simultanea
(Houssaint ef al., 1987). Las células CL1'/L22" representan linfocitos y un pequeiio grupo
de macrofagos, mientras que las CL1"/L22 corresponden a la mayoria de los macrofagos y
granulocitos, los cuales desaparecen al final de la vida embrionaria. Las células CL1'/L.22y
las CL1"/1.22" se observan primero fuera del rudimento bursal. Esto indica que existe una
separacion prebursal entré estos dos linajes hematopoyéticos y que las dos clases de
precursores colonizan casi simultineamente el rudimento bursal (dia nueve para las
CL1'/L22 y dia nueve a diez para las CL17/1.22") (Houssaint, 1987). Segin Houssaint
{1987) la colonizacion del epitelio bursal por los precursores hematopoyéticos es un

proceso de dos pasos.
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Figura' 8. Esquema que muestra el estudio comparativo de las células tefiidas con los
anticuerpos monocionales CL-1 o L22 durante el desarrollo embrionario de la bursa de
Fabricio (Houissaint, 1987).

Las primeras células que entran pertenecen al linaje CL17/L22" Expresan antigenos
semejantes a los Ia (esto se identifico con el anticuerpo monoclonal Tap 1 que identifica
moléculas clase II del MHC); presentan morfologia dendritica y representan células del
linaje de las células macrofégicas/dehdriticas, responsables de la formacion del boton

epitelial que después es colonizado por un pequefio niimero de precursores linfoides del
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linaje CL.1'/L.22". El sembrado de las células ocurre primero en el mesénquima ricamente
vascularizado, y hasta el dia 10 los precursores hematopoyéticos se encuentran solo en el
mesénquima. Los precursores hematopoyéticos penetran en el epitelio comenzando en el
primordio endodérmico bursal en su porcion apical para después avanzar hacia la porcion
proximal final. Algunos de los precursores hematopoyéticos que colonizan fa bursa no
alcanzan el epitelio y vienen a comprometerse para diferenciarse por la ruta mieloide,

. principalmente, para el linaje granulocitico (Figura 8) (Houssaint 1987).-

Se ha p'odido establecer que durante los dias _12 y 15 de desarrollo embrionario, células
positivas al antigeno de linfocitos maduros B (CBLA) y al antigeno asociado fetal (CFAA),
este ultimo es caracteristico de células hematopoyéticas embrionarias, se localizaron
predominantemente en la limina propia muy cercanas a las células que contienen el
antigeno para fibras reticulares (CBRFA). Esta asociacion entre células CBLA”, CFAA" y
CBRFA' determina los estadios tempranos de la diferenciacion de las células B e insinta el
arreglo de la corteza folicular en la bursa del pollo adulto (Boyd y Ward, 1984). También
durante el desarrollo embrionario y después del nacimiento se ha demostrado la sintesis de
cadenas J en estadios tempranos de ta diferenciacion de los linfocitos B en la bursa, lo que
coincide con la maduracion de los linfocitos B y puede también estar correlacionado con la

sintesis de IgM {Moriya, 1995).

La médula de los foliculos se forma durante la vida embrionaria y la corteza folicular se

desarrolla poco antes del nacimiento. Las células precursoras comienzan a expresar
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antigenos de superficie caracteristicos de células B, conforme se da la diferenciacion de la
bursa. Células que expresan moléculas clase 11 del MHC (B-L" semejantes a células Ia") se
hacen evidentes al dia diez de incubacion y al dia 12 se detectan células IgM™ (Hoshi ef al,

1988),

Aunqu.e la poblacion principal de la bursa esta representada por los linfocitos B, los cuales
se diferencian en los foliculos epiteliales, la diferenciacidn de células micloides también
tiene lugar en este 6rgano. Durante la vida embrionaria en la bursa ocurre una actividad de
granulopoyesis restringida a los componentes mesenquimatosos que desaparece al
nacimiento. También se ha descrito una eritropoyesis discreta en el mesénquima de la bursa

durante la vida embrionaria (Zapata y Cooper, 1990).

Resumiendo, fa histogénesis de la bursa de Fabricio es el resultado de la evolucién
coordinada de varios eventos en los cuales tres elementos tisulares participan activamente:
El epitelio de origen endodérmico, el mesénquima y las células hematopoyéticas que migran
y se instalan en la bursa durante la vida embrionaria; las evidencias experimentales han
demostrado que la participacion del micro ambiente es crucial pafa el 1nicio de la
'diferenciacic'm de las células B (Glick, 1977, Eerola et al.,, 19382; Olah y Glick, 1987; Glick
y Olah 1993a; Glick y Olah 1993b; Glick 1995) Como se seiiala anteriormente, las
interacciones tisulares entre la capa endodermal y la mesodérmica son decisivas para Ja

histogénesis de la bursa (Le Douarin ¢f al., 1980, Houssaint ef a/., 1986).
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I 5. Involucidon de Ia Bursa de Fabricio.

El peso de la bursa se incrementa con la edad y alcanza su peso maximo entre las 10 a 15
semanas; posteriormente decrece y se originan quistes, principalmente en la médula

folicular, comenzando en la semana 19 (Naukkarinen y Sorvari, 1984).

La bursa tiene un crecimiento marcado durante el desarrollo embrionario. Después det
nacimiento se han identificado tres fases de crecimiento: 1. Fase ripida, desde el nacimiento
hasta las tres o cuatro semanas de edad, periodo durante el cual incrementa su peso hasta
alcanzar un maximo entre las 10 y 15 semanas. Esto indica el inicio de la fase: 2 o fase de
meseta. La fase 3 se conoce como fase de regresion y ocurre después de tas 19 semanas de
edad, caracterizada por la formacion de quistes, principalmente en la médula folicular
{Frazier, 1974, Glick, 1984; Paniagua y Nistal, 1983). Las edades en las que se pueden
presentar estas fases de crecimiento en la bursa varian de acuerdo a la raza de los pollos

(Glick, 1984).

Los cambios histologicos experimentados_por la bursa de Fabricio durante su regresion
consisten en una pérdida de peso después de las 12 semanas, debido a una involucion
histologica que ocurre entre los 10 y 23.5 semanas, dependiendo de la raza de los polios,
(Glick, 1984) y que consiste en un plegamiento del epitelio interfolicular. Al mismo tiempo,
la bursa comienza a suftir una involuciéon mucoide lo que conduce a la sustitucion del tejido
linfoide por tejido fibroso, 1a cual se incrementa en Ja region subepitelial (Zapata y Cooper,

1990).
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Decrece significativamente el nimero de mitosis por foliculo entre la semana 10 2 16 y la
capacidad endocitica se va perdiendo y pricticamente desaparece alrededor de la semana
19 (Zapata y Cooper, 1990). Alrededor de los secis meses, la bursa parece un residuo

fibroso desprovisto de luz y de estructuras linfoepiteliales.

Se ha establecido que la involuéiéu de la bursa ocwrre al darse la madurez sexual. Esta
invdluci()n coilxcide ademas con un incremento en el tamafio de las glandulas adrenales
(Glick, 1984). Lo anterior haque se ha sugerido que la involucién de la bursa de Fabricio
esta relacionada con el incremento en la produccion de esteroides gonadales o adrenales
durante el advenimiento de la pubertad (Glick, 1984, Ylikomi ef al’, 1987a; 1987b; Ylikomi
y Tuchimaa, 1989; Byrd ef al, 1994). Por otro lado, la administracién de esteroides en
etapas prepuberales induce Ia regresion de la bursa (Glick ef al., 1956; Meyer et al,, 1959),

y la administracion de estr'ldlol en dichas etapas induce la aparicién de receptores a

progesterona en la bursa (Ylikomt y Tuohimaa, 1989)

H 6. Funcidén de la bursa de Fabricio

~ Se sabe que la bursa de Fabricio de las aves es el 6rgano central involucrado en promover

la diversidad inmunolégica durante el desarrollo embrionario y durante las primeras etapas
postnatales, ya que esta involucrada en la formacion y maduracién de los linfocitos B, en la
sintesis de anticuerpos, y en la liberacion de factores humorales que inciden sobre las

células linfoides (Farner y King, 1973, Gilmour y Bridges, 1977, Blythman y White, 1977).
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Figura 9. Representacion esquematica de la colonizacion de las células B progenttoras, su
proliferacion y emigracion como finfocitos B, durante la morfogénesis del foliculo linfoide.
(Tomado de Weill y Reynaud, 1987).

La principal funcion de la bursa es proveer un micro ambiente adecuado donde se den
rapidamente las divisiones celulares, permitiendo asi, la generaci()n de la diversidad
inmunoldgica a través del rearre,gto. y diversificacion som::xtica de los genes Ig de los poflos
(Figura 9) (Weill, ef al, 1987, Zapata y Cooper, 1990; McCormack y Thompson, 1990;
McComarck ef al,, 1991). Varios grupos de investigadores han expresado la hnporta.ncia
que tiene la creacion de un ambiente adecuado durante la histogénesis de la bursa (Glick,
1977, Olah y Glick, 1987; Glick y Olah, 1993a; 1993b; Glick, 1995; Blduer y Tuohimaﬁ,

1995).
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Lal presencia de los componentes epiteliales y linfoides en la bursa de Fabricio son
necesarios para el desarrollo de los linfocitos B (McCormack ef af., 1991) debido a que la
interaccion de estos componentes rprovee la creacion de un micro ambiente adecuado. Esto
se ha comprobado experimentalmente al extraer quirirgicamente, en etapas muy tempranas
del desarrollo embrionario, la regién epitelial que Llélrfl origen a la bursa, o cuando se

bursectomiza en etapas del desarrollo embrionario avanzadas.

Al intervenir quirirgicamente a los embriones de pollo antes de que aparezca el primordio
de la bursa, se ha yistb que los animales que carecen de bursa, no son capaces de generar
anticuerpos especificos ante un antigeno pero si producen inmunoglébuiinas'citoplésmicas,
superficiales y séricas del tipo IgM, 1gG e IgA (Jalkanen ef al,, 1983; Ratcliffe; 1985). En
contraste, cuando a los‘ pollos a los 17 dias de desarrollo embrtonario se les bursectomiza,

se provoca que las aves tengan una inmunodeficiencia profunda (Reynaud ef al., 1994).

El tratamiento con testosterona entre los dias sexto a octavo de la embriogénesis del pollo
inhibe el crecimiento de la bursa de Fabricio al provocar la ausencia de los componentes
epiteliales, originandose una inmunodeficicncia profunda, a pesar de que estas aves tratadas
con testosterona desarrollan nimeros adecuados o similares de células 1g y los niveles de
Ig’ circulantes son nomiales a los seis meses de edad; sin embargo, estos organismos son
incapaces de tener una respuesta inmunologica primaria o secundaria (Weill ez al, 1987,

McCormack y Thompson, 1990).
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La bursectomia neonatal no tiene los efectos anteriores debido a la distribucion de las

células B en otros érganos antes del nacimiento. (Ratcliffe, 1985).

Otra sustancia que depleta especificamente a los linfocitos del foliculo de la bursa es la
ciclofosfamida éplicada entre los 15 y 17 dias de desarrollo embrionario. Provoca la
ausencia de células B positivas en su superficie 4 la lg y una reduccion en la cantidad de Ig
circulante (McCormack y Thompson, 1990; McCormack ef al., 1991). Sin embargo, si la
porcidn epitelial permanece intacta después del tratamiento con la ciclofosfamida se pueden
reconstituir los compartimentos linfoides en los foliculos vacios (Ratcliffe, 1985). Al
introducir precursores de las células B de una bursa normal en estos organismos tratados
con ciclofosfamida y repoblar la bursa deficiente de células B y restablecer la inmunidad
humorat. Estas células érogenitoras de las células B son células 1gM” de superficie y estan
presentes entre el dia 15 y el nacimiento pero se pierden rapidamente en el periodo
postnatal (Pink y Lassila, 1987, McCormack y Thompson, 1990; McCormack ef al, 1991).
De hecho estudios realizados por Eerola y colaboradores (1982) demuestran que la
interaccion de las células precursoras B con los elementos epiteliales es de gran importancia

y requiere de un micro ambiente bursal (Ratcliffe, 1985).

El epitelio bursal parece proveer un estimulo que puede inducir la aparicion de los
antigenos MHC clase II sobre los linfocitos. Ademas la bursopoietina, derivada del tejido

bursal puede inducir la expresion de los antigenos Bu-1 de las células B.

Otro hallazgo importante que apoya la necesidad del micro ambiente proporcionado por la

bursa es el hecho de que en los pollos bursectomizados la IgG sérica muestra la cadena-y
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pesada normal pero se alteran las cadenas ligeras, con puntos isocléctricos mas basicos y
menos diversos que las normales. Estas cadenas ligeras pucden ser la manifestacion de
especificidades de la linea germinal sin diversificacion por mutaciones somaticas. Estos
resultados plantean por lo tanto que la bursa de Fabricio al parecer no es necesaria para la
formacion de inmunoglobulinas como tal, pero su participacion en la creacion de un amplio
repertorio de anticuerpos probablemente esté mediado por el micro ambiente del foliculo
linfoide, al promover las mutaciones somaticas requeridas para la diversificacion de los

anticuerpos (Jalkanen ef al,, 1983).

Las evidencias experimentales apuntan a que la bursa no es necesaria para el rearreglo de
los genes de las inmunogiubulinas y fa diferenciacion de los linfocitos B, pero si influye en

el desarrollo de la diversidad inmunogénica (McCormack et al,, 1991).

La tasa de proliferacion de los linfocitos en la bursa varia dependiendé de la etapa de
desarrolio; En el embrion de pollo es 6.4 por ciento por hora, en el estado neonatal se
incrementa a 10.0 por ciento por hora y decrece a un 6.4 por ciento por hora a las seis
semanas después del nacimiento (Ekino,. 1993). Se ha especulado que la proliferacion que
se da en los linfocitos B de la bursa en el estado neonatal (Ekino ef al, 1979) esta
vinculada con la presencia de antigenos ambientales conducidos hasta la médula del foliculo
por las células FAE. Ciertos experimentos en los que se ha ligado el conducto. bursal
{BDL), que comunica la bursa con el intestino, demuestran una disminucion de hasta 60

por ciento en el peso de la bursa y un decremento de la densidad celular en la médula del
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foliculo linfoide y foliculos bursales pequefios en los pollos BDL y una reduccion en la

diversificacion de las células B (Ekino, 1993; Reynaud et al., 1994).

A pesar de la tasa de proliferacion elevada por parte de los linfocitos en la bursa de
Fabricio, s6lo entre el uno al cinco por ciento de las células producidas por dia sobreviven
y al parecer el resto muere in situ (Motyka y Reynolds, 1991). En las placas de Peyer de
borregos, la apoptosis de los linfocitos B se ha interpretado como un mecanismo por medio
del cual se determina el repeitorio de las células B (Motyka ef al, 1995). Existe la
evidencia experimental de que in vitro 1a sobrevivencia celular en la bursa de Fabricio de
embriones de pollo aumenta al afiadir el factor de crecimiento neuronal (NGF) (Bracci-

Laudiero ef al., 1993).

Hay controversia en cuanto a la diferenciacion y maduracion de los linfocitos B, ya que se
ha planteado que ambos procesos ocurren sin la participacion de un estimulo antigénico
(Bﬁckman y Cooper, 1973; Lydyard et al., 1976; Moriya y Ichikawa, 1979, Dolfi ef al,,
1989). Y por el contrari, que la estimulacién antigénica juega un papel importante en el
desarrollo dé los linfocitos B, o por lo menos, influyendo en la amplificacion de las
poblaciones de linfocitos en el desarroflo normal de la bursa (Sorvart y Sorvar, 1977,
Ekino ef al., 1985; Ekino, 1993; Ekino ef al., 1995). Esta pregunta que se plantea para la
bursa, también se ha 'hecho para las placas de Peyer encontrandose que al mantener libre de
gérmenes el intestino o aislado a través de ligar algunos segmentos, la diversificacion de la
Ig no cambia, sin embargo la proliferacion celular sc deteriora despues de varias semanas

sin tener contacto con antigenos externos (Reynaud ¢f al., 1994)
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La administracion de . coli en organismos de cuatro semanas de edad v otros antigenos en
la luz de la bursa induce la produccién de “anticuerpos naturales “séricos” y la
amplificacion especifica de una respuesta inmunologica primaria en el bazo (Ekino ef al,

1979, Ekino ef al., 1985).

Estos resultados sugteren que los antigenos ambientales juegan un papel importante en la

proliferacion de células B y en la diferenciacion en la bursa neonatal (Ekino et al., 1985).

Sin embafgo, diferenfes grupos plantean que la conversion génica que sufren las células B
durante su proliferacién puede contribuir a la expansioén del repertorio preinmunologico
siendo independiente de antigenos (Weill ef al., 1987; Reynaud ef al, 1994). Incluso se
plantea que la diferenciacion de los linfocitos B de los pollos es un pfoceso independiente
de la bursa y que puede llevarse a cabo en un pozo hematopoyético intraembrionario, como
en mamiferos (Mansikka ef al., 1990). A pesar de cllo el micro ambiente generado por los
elementos foliculares podria participar en la diversificacion de las inmunoglobulinas por la
activacion de la conversion génica (Mansikka e/ a/, 1990). Sin embargo, existen posiciones
diferentes en las que se plantea que la produccion de anticuerpos es inducida por antigenos
y es parte de un mecanismo de proteccion local (Schaffber ef al, 1974) que ademas
proporciona un estimulo antigénico que puede acelerar la expansion de proliferacion de las

células B de una manera antigeno especifica en la bursa (Sorvari et al., 1975).
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Es bien conocido que la diferenciacion de las células progenitoras de la bursa y el sélnbrado
de células B de la bursa a tejidos linfoides periféricos ocurre durante las primeras semanas
después del nacimiento (Cooper e al, 1969; Toivanen y Toivanen, 1973). Esto ha
permitido que Ekino (1993) y otros investigadores propongan que la preparacton neonatal
via la ruta bursal es ¢l medio mas cfectivo para la proliferacion de los linfocitos, la
difercnciaciéﬂ de precursores de células formadoras de anticuerpos y la induccion de
“anticuerpos naturales séricos” contra bacterias o heteroeritrocitos. A su vez, se resalta la
importancia de los antigenos ambientales en la proliferacion y diferenciacidn de los

linfocitos B en la bursa neonatal {Sorvari y Sorvari, 1977, Ekino ef al.,, 1985).

Fl aislamiento de la bursa del intestino al ligar el conducto bursal antes del nacimiento
suprime el desarrollo de célutas IgG" en la bursa después del nacimiento. Ademas la
administracion de antigenos en la luz de la bursa previamente a {a ligadura del conducto
provoca un incremento significativo de células 18G' en la bursa comparadas con las bursas

aisladas del intestino por la ligadura (Ekino ef al., 1995).

La bursa también ha sido considerada por algunos autores como un organo linfoide
secundario debido a que después del nacimiento participa en la produccion de anticuerpos
(Sorvari et al., 1975; Naukkarinen y Sorvari, 1984; Zapata y Cooper, 1990; Ekino, 1993;

De Azevedo y Betti, 1993).
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Existen algunos trabajos en los que de manera puntual destacan la participacion de algunas
moléculas como las inhibinas y activinas que son sustancias reconocidasrcomo miembros de
la familia del factor de crecimiento transformante 3 y de diferenciacion, las que participan
de manera importante en la regulacion de procesos repreductivos y del desarrollo
embrionario. Las subunidades o, Ba-, y Br- de las inhibinas/activinas, se han demostrado en
el epitelio bursal, desde los 11 dias de desarrollo embrionario hasta las 22 semanas después
del nacimiento (Blauer y Tuohimaa, 1995). La maxima intensidad de reaccion se ha visto en
¢l dia 18 de desarrollo embrionario y hasta una semana después del nacimiento. La
subunidad o de la inhibina no fue detectada, lo notorio fue también la presencia de la
activina -A (4 P homodimeros) en la region medular y la activina-B {5 Pp homodimeros)
en la region de las células FAE. Estos resultados sugieren que probablemente la
localizacidn diferencial de estas moléculas participe activamente en la creacion del micro
ambientg: requerido para la maduracion de los linfocitos B (Blauer y Tuohimaa, 1995). Las
células B maduras expresan f3-1 integrinas, moléculas que median la union de las células a
varias moléculas de la matriz extracelular, como colagenas, laminina, fibronectina y
vitronectina. Sin embargo el bloqueo del epitope de las B-1 integrinas no inhibe la
colonizacion de la bursa, a pesar de que Ia unidn de las células B a las células del estroma

esta mediada por las -1 integrinas (Palojoki e/ af., 1993).

Se ha sugerido una relacion de la bursa con la respuesta de las células T, sobre todo con
poblaciones de linfocitos T supresores, debido a que en pollos bursectomizados se ha visto
una carencia de esta poblacion celular (Moticka, 1977). Sin embargo, existen también

evidencias que no apoyan estas propuestas y que sugieren que la bursa de Fabricio no es
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necesaria para el desarrollo de la respuesta inmunologica dependiente del timo, ya que en
los pollos bursectomizados, y tratados con ciclofosfanida, no se han encontrado diferencias

morfologicas en el timo (Jankovic ef al,, 1976; Jankovic ef al., 1977 Jalkanen ef al,, 1983)

En cuanto a las sustancias liberadas por la bursa de Fabricio se ha descrito una sustancia
denominada bursopoietina o bursina, la cual es considerada una hormona tripeptidica que
induce la diferenciacién temprana de las células B, promoviendo la aparicion de los

antigenos de superficie (Bu-1) (Eerola et a/, 1982; Bliuer y Tuchimaa, 1995).

Se ha propuesto también que la bursa tenga una participacion como érgano eudoérino,
debido a la influencia de la bursa en Ja funcion de la glandula adrenal y las gdnadas, ademas
de proponerse que el sistema inmune humoral pueda afectar negativamente al eje
hipotalamo-hipdfisis-gonada del neonato {Ghick, 1977; Glick, 1980; Glick, 1984; Byrd ef

al,, 1993).

Se ha visto que la bursa sintetiza también un péptido denominado, péptido anti-
esteroidogénico bursal (BASP) que inhibe la biosintesis de progesterona por las células de
la granulosa de foliculos preovulatorios de ave, estimuladas con hormona luteinizante (LI1)
y que modula la esteroidogénesis in vifro de las células adrenales de aves, cerdos y perros,
incluso en poblaciones celulares estimuladas con hormona adrenocorticotropica (ACTH)
suprimiendo la produccion de cortisol en células normales y de células adrenocorticales

derivadas de tumores (Byrd ef al, 1993; Byrd er ol 1994, Byrd er al, 1995). En las
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investigaciones encaminadas a ubicar el sitio en el cual el BASP inhi‘be la ruta
esteroidogénica en las células de la granulosa del ovario de pollos, se determind que puede
limitar la disponibilidad de precursores de progesterona al inhibir la actividad del complejo
multienziméitico que cataliza la eliminacion de los seis carﬁollos del colestero!l (Byrd y

Hargis, 1995).

La estructura histologica de la bursa se puede alterar por la administracion intramuscular de
prolactina ovina, fa cual estimula la actividad mitdtica del epitelio superficial, la corteza y la

médula de la bursa (Glick, 1984).

11 7. Biosintesis de hormonas esterotdes

La estructura comin de todas las hormonas esteroides es la del nicleo esteroide. Este es un
hidrocarburo ciclico constituido por 17 atomos de carbono, dispuestos en tres anillos de
seis Atomos de carbono totalmente saturados (perhidrofenantreno) que se denominan A, B
y C, y un anillo de ciqco dtomos de carbono (ciclopentano), que corresponde al anitlo D.
Pueden agregarse carbonos adicionales en las posiciones 10 y 13 o como una cadena

lateral, unida al carbono 17 (Figura 10) (Granner, 1992).
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Tanto las hormonas esteroides, como sus precursorcs y metabolitos, difieren en el namero
y tipo de grupos substituibles, en el nimero y localizaciéon de las dobles ligaduras y en la

configuracién estereoquimica (Norris, 1985; Lantos y Gros, 1985).

Ndcleo del
ciclopentano
perhidrofenontrenc

(OH}

Figura 10. Esquema que muestra las caracteristicas estructurales de las hormonas
esteroides, Estructura quimica del ciclopentanoperhidrofenantreno, nlcleo basico de las
hormonas esteroides, constituido por 17 carbonos que forman cuatro anitlos designados de
. 1a A a la D. Se sefialan las posiciones de los carbonos asimétricos (Tomado de Knobil y
Neill, 1994).

Los carbonos asimétricos, permiten el estereoisomerismo. Los grupos metilo angulares (Ce
y Ci3) en las posiciones 10 y 13, se proyectan hacia el frente del sistema de anillos y se
utilizan como punto de referencia. Cuando los sustituyentes estan situados por encima del

plano, se dice que estan orientados en beta (B) y se indican con un trazo continuo. Por lo
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contrario, si se proyectan por debajo del plano, se dice que estan orientados en alfa (o) y se

representan con trazo discontinuo (Figura 11} (Norris, 1985; Lantos y Gros 1985).

El atomo de hidrogeno unido al C5 también puede estar orientado en o o B. En el primer
caso, los anillos se fusionan en una conformacion frans mientras que la orientacion f3

origina una conformacion cis (Figura 11) (Norris, 1985; Lantos y Gros, 1985).

La posicidn de los dobles enlaces se designa mediante el namero del carbono que los

antecede, por ejemplo A® y A* (Noxris, 1985; Lantos y Gros, 1985).

La sintests de las hormonas esteroides se inicia a partir del colesterol, un esteroide Cy7. El
colesterol es sintetizado del acetato (acetilcoenzima A) producido por la via de la glucolisis
o via de la oxidacion de acidos grasos {Figura 12). La sintesis del nicleo esteroideo es a
partir de las unidades de acetato, y se denomina esteroidogénesis e involucra una serie de
reacciones catalizadas enzimaticamente. La mayor parte del colesterol se sintetiza en el
higado y se libera al torrente sapguineo como gotitas de lipidos cubiertas con una proteina
transportadora de androgenos. La corteza adrenal, los ovarios v el testiculo pueden utilizar

este complejo lipoproteico como fuente de colesterol (Norris, 1985).
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Figura 11. Esteroisomeria de los carhonos tres y cinco en el
ciclopentanoperhidrofenantreno. A) Sustituyente situado por encima del plano f§ o
proyectado por debajo del plano o. B) Si el atomo de hidrdgeno del C5 se encuentra
orientado en o, los anillos A y B se fusionan en una orientacién frans, mientras que si esta
orientado en P, origina una configuracion cis (Tomado de Knobil y Neitl, 1994).

Las hormonas esteroides tienen como maximo 21 atomos de carbono, mientras que el
colesterol tiene 27 por lo que el primer paso en la biosintesisrde estas hormonas es la
ruptura del enlace covalente entre las Cyy ¥ Can, por medio de ires monooxigenaciones
sucesivas, con la consecuente formacion de pregnenolona compuesta de 21 atomos de

carbono y un fragmento de seis atomos de carbono, el aldehido isocaproico (Figura 12).
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Et complejo multienzimatico que cataliza esta reaccion se localiza en la cara interior de la
membrana interna mitocondrial y consta de tres componentes: El citocromo P450 scc
(side-chain cleavage), que es una oxigenasa tenminal (aceptora de electrones), una
flavoproteina dependiente de NADPH y la ferrosulfoproteina luteoxina, que sirve para
transportar un electrén. entre los otros dos componentes. Este sistema enziméatico requiere
de NADPH, oxigeno y colesterol para que se pueda Hevar a cabo la reaccion (Figura 12)

Norris, 1985; Lantos y Gros, 1985).
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Figura 12. Via de sintesis de la pregnenolona a partir del colesterol sintetizado de novo o
derivado de fuentes existentes. Se ilustra el mecanismo de ruptura de la cadena lateral del
colesterol, por medio de tres monooxigenaciones sucesivas, catalizadas por el complejo
multienzimatico del citocromo P450scc localizado en la mitocondria (Tomado de Knobil y
Neill, 1994). '
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La conversion de la pregnenolona en progesterona se efectia mediante una reaccion
catalizada por la 3B-hidrqxiesteroide deshidrogenasa (3B-HSD), cuya actividad se locahiza
en la fraccion microsomal. Este complejo enzimatico presenta dos actividades catalittcas
principales (deshidrogenasa e isomerasa) que, en conjunto, son las responsables de la
transformacion de los esteroides 3B-hidroxi-5-ene en 3-oxo-4-ene. Ademas, utiliza NAD"
como aceptor de electrones y la reaccion es esencialmente irreversible en condiciones

fisiologicas (Figusa 13).

Lo-s tejidos endocrinos que sintetizan androgenos, utilizan tanto a la pregnenolona y a la
progesterona como precursores para la formacion de androstenediona y testosterona, que
son los andrégenos mas importantes. La escision de la cadena lateral de los esteroides Cy,
es e} paso limitante de la velocidad de sintesis de los androgenos (Cis). Este proceso

bioquimico esta catalizado por el complejo enzimatico 17a-hidroxilasa/C17-C20 liasa que

contiene citocromo P-450¢)7; requiere NADPH y oxigeno molecular para su funcibn y se
localiza en las membranas del reticulo endoplasmico liso. La hidroxilacion del carbono 17
“de la pregnenolona o de la progesterona es ¢l primer paso para la ruptura de la cadena
lateral y la 17c-hidroxilasa lo cataliza, dando lugar a la formaciéﬁ de 17a-
hidroxipregnenolona o 17a-hidroxiprogesterona, respectivamente. La ruptura de la upic’m
entre los atomos de carbono 17 y 20 se efectiia posteriormente por la accion de la C17-C20

liasa (Figura 13).
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Figura 13. Metabolismo de ia pregnenolona para fa formacion final de estrogenos (Cys). Se
representan los diferentes complejos enzimaticos involucrados, los intermedtarios y las vias
alternativas A* y A> para la sintesis de estrogenos cn et ovario (Tomada de Knobil y Neill,

1994).

Una vez formada la pregnenolona (Ps), puede entrar a alguna de las vias esteroidogénicas

basicas: la via A’ o de Ia pregnenolona por ejemplo, que forma dehidroepiandrosterona

(DHEA o 5-androsteno-38-oi-17ona) a partir de Ps, o bien la misma pregnenolona
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. i 4 - .
transformarse a progesterona (Py) y entrar a fa via A”, que forma androstenediona a partir

de P, (Norris, 1985; Lantos y Gros, 1985).

La biosintesis de androgenos se puede efectuar por dos vias alternativas; la via A* cuando el
sustrato que se utiliza es la pregnenolona o la via de los A* en el caso de que la
progesterona se utiice como precursor. Los productos resultantes seran la
dehidroepiandrosterona o la androstenediona respcctivamente. El predominio de una de

estas vias depende de lalespecie (Figura 14).
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Figura 14. Representacion esquematica de las principales rutas esteroidogénicas en
mamiferos (Tomada de Simard ef al., 1996).
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11 8. Rclacién de Ia bursa de Fabricio con las hormonas esteroides.

La bursa es un organo blanco de fas hormonas csteroides que secretan las glandulas
suprarrenales, los ovarios y el testiculo. Estas hormonas pueden afectar el desarrollo de la
funcion inmunologica (Glick, 1984; Meyer et al., 1959, Dieter y Breitenbach, 1970, Norton

y Wira, 1977).

A nivel ﬁsidl()gico os glucocorticoides pueden actuar como  iMMUNOSUpresores
involucrados en el control d_e la respuesta inflamatoria y de la respuesta inmunologica. Se
ha demostrado que in vifro e in vivo la dexametasona éfecta la viabilidad de las células
dendriticas secretoras, su capacidad de expresar moléculas de clase 11 del MHC, y de
presentar antigenos, alterando por lo tanto, la funcioén de activacion de los hnfocitos T

(Moser ef al., 1995).

Se ha visto también Ja influencia de hormonas adrenocorticales en la densidad y la citologia
del tejido linfatico (Glick, 1984; Santisteban, 1960). Existen pruebas en las que se
demuestra que los androgenos, especificamente la 19-nortestosterona o el propionato de
testosterona inhiben parcial o completamente el desarrollo de la bursa. El propionato de
testosterona induce una regresion o inhibicion de la bursa en el embrion de pollo,
manifestada pof una pérdida en el peso de la bursa y cambios en la estructura histolégica de
los foliculos linfoides, en los que aumenta de manera notable el tejido conjuntivo y se da la
formacion de quistes. Estos experimentos sugieren que la administracion de testosterona

podria tener un efecto de caracter irreversible sobre el desarrollo de la bursa {Szenberg,
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1976; Gasc y Stumpf, 1981, Lupetti ¢f al., 1983). Dc hecho, las dosis altas de testosterona
bloquean de manera irreversible el desarrollo de los precursores que participan en la

formacion de! boton que dara origen al foliculo linfoide (Le Douarin ef al., 1980).

L.a administracion de diferentes tipos de esteroides que tienen propiedades androgénicas, .
allébélicas, progestacionales, estrogénicas o de glucocorticoides durante el desarrollo
embrionario del pollo muestran un efecto negativo sobre el desarrollo de fa bursa de
Fabricio provocando uma reduccion en el peso de ésta, modificaciones en su
histomorfologia y, consecuentemente, alteraciones sobre su funcion, asi como de los
organos .liufoides_ dependientes de la bursa para la expresién de la respuesta humoral, no

importando el tipo de esteroide del que se trate (Glick, 1984, Verheul ef al., 1986).

Por otro lado, también se ha propuesto un efecto modulador de este 6rgano linfotde sobre
las glandulas esteroidogénicas (Besedovsky y Sorkin, 1977, Glick, 1984). La ausencia de la
bursa produce cambios en el desarrolto de las glandulas adrenales y el testiculo. La
bursectomia in ove a fas 68 horas provoca una hipertrofia del testiculo y un aumento en la
frecuencia de las células de Leydig maduras en el dia 17.5 del desarrollo embrionario. Estos
testiculos. hipertroficos producen mas testosterona que los controles in vitro (Pedernera el
al., 1980a; Pedernera ef al., 19801); Aguilar ef af., 1981, Glick, 1984). Es probable que la
bursa pueda interferir con el desarrollo del testiculo por bloquear la liberacion de hormona
luteinizante (LH) o por reducir el nimero de receptores a LH en el testiculo (Aguilar ef af.,

1981). Las adrenales muestran un incremento en cl peso, acompafiado con un aumento en
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los cordones corticales atn cuando no se asocta un incremento en la secrecion de
corticosterona (Pedernera ef al, 1980a). En las hembras la bursectomia provoca la
involucion del oviducto (Pedernera ef al., 1980a; Pedernera ef al., 1985). La castracion en

los pollos conduce a un leve aumento en ¢l tamafio de la bursa y no asi en los faisanes.

De diversos experimentos realizados por Glick y colaboradores (1984), se establece que

existe un control adrenal extrinseco ¢ intrinseco en ¢l desarrollo,de fa bursa.

Se ha demostrado la presencia de receptores a esteroides en células mesenquimatosas de la
bursa embrionaria, en linfocitos, en los fibroblastos subepiteliales interfoliculares y las
células del mitsculo liso que rodean la bursa de Fabricio (Sullivan y Wira, 1979; Ylikomi ef

al., 1985; Ylikomi y Tuohima, 1989).

I1 9. Funcién de 1a Dehidrocpiandrosterona (DHEA)

Durante el _desarrol!o embrionario en mamiferos, la zona fetal de la glandula adrenal
sintetiza y libera grandes cantidades de dehidroepiandrosterona (DHEA) la cual sitve como
precursor para la sintesis de estrogenos por ta placenta. Una falla en la zona fetal de la
adrenal embrioparia en ia produccion de cantidades adecuadas de DHEA resulta en una
terminacidn prematura de la gestacidén. Después del nacimiento, la zona fetal cesa su

funcion y degenera rapidamente. La zona reticular continlia sintetizando DHEA hasta
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alrededor de los 20 aiios en humanos y posteriormente su produccion declina (Figura 15)

(Norris, 1985).

La DHEA y su conjugado sulfatado (DHEAS) son las hormonas esteroides mas abundantes
circulando en sangre de humanos y otros animales de sangre caliente (Bradley et al., 1995);
las concentracion sérica de la DHEAS es 300-500 veces mas alta que ta DHEA y 20 veces
mas que cualquier otro estéroide (Ebeling y Koivisto, 1994). Mientras la DHEA ligada a la
albimina constituye un reservorio circulante, la DILEA libre, probablemente es activa a
nivel tisular. Se considera que la DHEA es un androgeno débil que se utiliza como
precussor para andrégénos y estrogenos. Su concentracion tiene grandes variaciones

diurnas pero su importancia fisiologica atn es poco clara (Ebeling y Koivisto, 1994).
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Figura 15. Esquema que muestra la disposicion de la glandula adrenal de mamiferos
(Tomada de Norris, 1985). '

Algunos grupos han demostrado que la DHEA que se administra a ratones y ratas de
laboratorio inhibe el desarrollo de tumores como el de vejiga, pulmodn, higado, piel y tejido
linfatico (Schwartz y Pashko, 1995). Se ha descrito la presencia de un receptor para DHEA
por ensayos de union en el citosol de las células de melanoma B16, en las cuales, se
observo que se inhibe el crecimiento, se incrementa la produccion de melanina y se induce
su diferenciacion, tal vez por la desregulacion de la protein-cinasa (Kawai ef al,, 1995).

Existen fuertes evidencias de que la DHEA tiene un efecto antiproliferativo y un efecto
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preventivo de .neoplasias al inhibir a la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y la ruta de las
pentosas. Esta ruta es una importante fuente de NADPH, un reductor critico para muchzi;
de las reacciones bioquimicas que generan radicales libres de oxigeno, los cuales pueden
actuar como segundos mensajeros, que. estinlan la hiperplasia. La DHEA puede ser
metabolizada in vivo tanto a testosterona como a estrona por fo que puede tener efectos
androgénicos y estrogénicos en animales de laboratorio. Por lo anterior su uso terapéutico
en humanos puede estar limitado por el efecto que puede tener como hormona sexual

(Schwartz y Pashko, 1995; Regelson ef o/, 1994; Regelson y Kalimi, 1994).

Algunos grupos han encaminado sus investigaciones a valorar el efecto de estas hormonas
en las mujeres premenopausicas, proponiendo que la DHEA puedan tener un efecto como

estrogeno o como androgeno (Eberling y Koivisto, 1994).

Estudios realizados por Bradley y colaboradores (1995} demuestran que fa DHEA y
DHEAS, en diferentes concentraciones, inhiben la replicacion del vius de

inmunodeficiencia felina (F1V), sin afterar fa viabilidad celular y la sintesis de ADN.

Otros estudios han demostrado fa capacidad de sintetizar DHEA a partir de pregﬁenolona
en el duodeno y el estomago, determinando la presencia del ARNm de fa P450c17 (Valle ef
al,, 1995). Recientemente, se destaca el papel de la DHEA en el sistema nervioso qﬁe junto
con la pregnenolona, son propuestos como neuroesicroides (Robel ef al., 1991; Baulieu y

Robel, 1996)
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La administracion de DHEAS en cultivos primarios de hepatocitos de rata permitieron ver
que esta hormona esté relacionada con la regulacion de 1a expresion de peroxisomas y del
citocromo P-450 4A (CYP4A) enzimas activas en cl metabolismo de los 4cidos grasos. Al
administrar DHEAS se induce ARNm de la CYP4A. Por estos resultados se piensa que la
DHEAS participe como un regulador endogeno de los niveles enzimaticos de los
peroxisomas hepaticos (Ram y Waxman, 1994). La DHEA utilizada en dosis
farmacologicas en diferentes modelos experimentales ha demostrado que existe una
influencia de esta hormona en e aumento del nimero de peroxisomas. La induccion de
enzimas asociadas a los peroxisomas, causa hepatomegalia y hepatocarcinogénesis, en

ratas, ratones y pollos (Rao et al,, 1994, Hayashi e al., 1994).

i1 10. Relacion de Ia DHEA con ol sistema inmunoldgico

Diversos grupos de investigadores han demostrado que la DHEA tiene una actividad
inmunomoduladora (Danenberg ef al., '1995; Rasmussen ef al., 1995; Regelson et al,
1994) y reguladora en la respuesta inmunologica mediada por células, lo cual ha sido

asociado con un decremento en el riesgo de adquirir cancer (Jacobson ef al,, 1991).

Recientemente se ha sugerido que gl decremento en la concentracion de la DHEA y la
DHEAS que ocurre con la edad estd relacionado con la inmunidad de la senectud
(Birkenhinger ef al., 1994), pues las concentraciones de DHEA gradualmente declinan
después de ia tercera década de vida alcanzando menos del 20 por ciento de los niveles

maximos cuando se alcanzan los 60 afios (Rasmussen ef al., 1995; Daynes ef al, 1990a y
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b). La desregulaci(').n de la funcién inmunolégica pucde estar manifestada por un incremento
en la produccion de autoanticuerpos y un decremento en la produccion de anlicuerpos para
los antigenos extrafios, una desregulacion en la sintesis de citocinas y un increment-o en la
produccion de interleucina-4 (IL-4), IL-5 y IL-6 asociada con un decremento en la IL-2
(Weksler, 1993 ). En experimentos en los que se ha administrado DHEA a ratones viejos se
ha visto que se corrigen los defectos inmunologicos provocados por la edad (Danenberg ef
al., 1995). En otros estudios enlos que se han tratado linfoci_tos de anpianos con DHEA o
linfocitos de ratones viejos con DHEAS se ha visto que hay un aumento en la respuesta
inmunologica por anticuerpos y se detiene Ja desregulacion en la produccion de la citocinas

por los linfocitos T (Weksler, 1993).

Recientes estudios indican que tratamientos con DHEA tiene un estimulo en ia respucsta
inmunolégicé, pues se ha demostrado que este esteroide tiene una influencia aﬁtagénica ala
de los glucocorticoides (Daynes e/ al, 1990a y b; Blauer ef al, 1991). También se ha
descrito que la DHEAS o la DHEA incrementan la produccion de 11;,*2 por los linfocitos
(Blauer et al., 1991). En ratones infectados con Cryplosporidium parvum tratados con
dexametasona y postériormente tratados con DHEA se demostrd que se reduce
significativamente la infeccion y se produce un aumento en el nimero de células T

esplénicas, células T CD4+y células B (Rassmussen ¢/ al., 1995).

Algunos estudios con DHEA han determinado quc es capaz de aumentar el potencial de

produccion de las célufas T de murinos de IL-2 y su subsecuente activacion. Ademas de
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tener un efecto directo sobre tas células T in vitro, la DHEA provoca en animales normales
o tratados con glucocorticoides (GC), un aumento en la capacidad de producir 1L-2 en las
células T, eh' respuesta a una estimulacion antigénica. Al parecer la DHEA es responsable
de tener una influencia epigenética sobre el trafico continuo de las células T en tos 6rganos
linfoides periféricos (Daynes ef al,, 1990a y b). Tambi¢n se ha propuesto que la DHEA
modula la funcion de las células T mediada como hipersensibilidad de tipo retardada en
ratones, ademas in vitro, células del bazo de estos ratones producen mas interferon gamma

(IFNY) y menos IL-4 y IL-6, al tratarse con DHEA (Kim et al, 1995).

Contrariamente a las evidencias experimentales f)rcsentadas por diversos grupos sobre el
papel inmunomodulador y regulador de la DHEA, Pahlavani y Harris (1995) demostraron
que in .w'lro el tratamiento de DHEA parece no tener efectos inmunomodulatorios sobre los
cambios relactonados con la edad, en la proliferacion inducida por mitdgenos o sobre la
produccion de citocinas por los linfocitos de rata. Incluso existen trabajos como el de
Menot.etang‘y colaboradores (1996) en el que se describe un efecto negativo de la DHEA y
prednisolona sobie la profiferacion de linfocitos de rata que han sido estimulados con
fitchemaglutinina, aunque el efecto inhibitorio es menor con fa DHEA con respecto a la
prednisolona. ‘Ellos sugieren que estos dos androgenos pueden utilizarse en teraptas

antiinflamatorias.

55




Planteamiento dei problema

Se ha demostrado por métodos bioquimicos, de inmunotincién y autorradiograficos la
presencia de receptores a estrogenos, a androgenos, a progesterona y a glucocorticoides en

las células reticuloepitetiates del timo (McGimsey ef af., 1991).

Con los antecedentes antes mencionados, es evidemte que existen muchas preguntas aun
por resolver sobre algunos aspectos funcionales de la Bursa de Fabricio y mas adn sobre el
papel de la DHEA y la DHEAS en el sistema inmunologico. Es por esa razén que nos

_ interesa de manera particular abordar los siguientes puntos.

IIL. Planteamiento del problema

Los antecedentes bibliograficos antes mencionados cstablecen que existe una relacion entre
la funcion de la bursa de Fabricio y las hormonas esteroides. Sin embargo, en esta refacion
existen aun interrogantes por resolver, ya que el efecto de los esteroides sobre la bursa de
Fabricio indican una influencia inhibitoria, pues cuando se administra durante el desarrollo
embrionario provoca la ausencia de la bursa de Fabricio, y cuando se administra durante
periodos postnatales se provoca la regresién de la bursa de Fabricio (Szernberg, 1976,
Gasc y Stumpf, 1981; Lupetti e al., 1983). Con la admistracion de distintos esteroides en
dosis diferentes, se han obtenido efectos de inhibicion y estimulacion dependiendo del tipo

de esteroide y la dosis administrada (Norton y Wira, 1977).
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Se ha demostrado por métodos bioquimicos, de inmunotincion y autorradiogrificos la
presencia de receptores a estrogenos, a androgenos, a progesterona y a glucocorticoides en

las células reticuloepitetiales del timo (McGimsey e/ al., 1991).

Con los antecedentes antes mencionados, es evidente que existen muchas preguntas atn
por resolver sobre algunos aspectos funcionales de la Bursa de Fabricio y mas atin sobre el
papel de la DHEA y la DHEAS en el sistema inmunologico. Es por esa razdon que nos

interesa de manera particular abordar los siguientes puntos.

1. Planteamiento del problema

Los antecedentes bibliograficos antes mencionados cstablecen que existe una relacién entre
la funcién de Ia bursa de Fabricio y las hormonas esteroides. Sin embargo, en esta relacion
existen atin interrogantes por resolver, ya que el efecto de los esteroides sobre la bursa de
Fabricio indican una influencia inhibitoria, pues cuando se administra durante el désarrollo
embrionario provoca la ausencia de la bursa de Fabricio, y cuando se administra duraute
periodos postnatales se provoca la regresion de la bursa de Fabricio (Sze'mberg,. 1976;
Gasc y Stumpf, 1981; Lupetti ef al., 1983). Con la admistracion de distintos esteroides en
dosis diferentes, se han obtenido efectos de inhibicion y estimulacion dependiendo del tipo

de esteroide y la dosis administrada (Norton y Wira, 1977).
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En el caso muy particular de la DHEA y su derivado suifatado DHEA-S existe controversia
en cuanto a su funcidn biologica y mas ain en su pjz_wﬁcipacién en la regulacion de los
procesos inmunologicos, y aunque se piensa que puede tener una participacion muy
importante en la respuesta inmunoldgico, es poco lo que se conoce hasta estos momentos.
Las evidencias experimentales apuntan a que la DHEA puede participar aumentando la
respuesta inmunologica, sin embargo existen investigaciones que demuestran todo lo

contrario.

Es por estas razones que para nosotros resulta de inlerés conocer la influencia que puede
tener la DHEA sobre la bursa de Fabricio, un Organo linfoide exclusivo de las aves,

encargado de la proliferacion, diferenciacion y maduracion de los linfocitos B.

1V. Objetivos

En el presente trabajo se evalua el efecto que tiene la DHEA sobre la bursa de Fabricio de
potlos recién nacidos, cuando la hormona se administra dusante el desarrollo embrionario
del pollo en dosis fisiologicas de manera sostenida. Para valorar dicho efecto se plantearon

como objetivos generates:

1.- Establecer si la bursa de Fabricio tiene una relacién funcional con DHEA.
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Objetivos

En el caso muy particular de fa DHEA y su derivado sulfatado DHEA-S existe controversia
en cuanto a su funcion bioiégica y mas ain en su participacion en la regulacion de los
procesos inmunologicos, 'y aungue se piensa que puede tener una participacion muy
importante en la respuesta inmunoldgico, es poco lo que se conoce hasta estos momentos.
Las evidencias experimentales apuntan a que la DIIEA puede participar aumentando la
respuesta inmunologica, sin embargo existen investigaciones que demuestran todo lo

contrario.

Es por estas razones que para nosotros resulta de interés conocer la influencia que puede
tener la DHEA sobre la bursa de Fabricio, un organo linfoide exclusivo de las aves,

encargado de la proliferacion, diferenciacion y maduracion de los linfocitos B.

IV. Objetivos

En el presente trabajo se evalua el efecto que tiene la DHEA sobre la bursa de Fabricio de
pollos recién nacidos, cuando la hormona se administra durante el desarrotlo embrionario
del pollo en dosis fisiologicas de manera sostenida. Para valorar dicho efecto se plantearon

como objetivos generales:

.- Establecer si la bursa de Fabricio tiene una relacion funcional con la DHEA.
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2.- Aportar infornracion del efecto de la DHEA sobre la bursa de Fabricio, pues es poco el

conocimiento de {a influencia de esta hormona esteroide sobre la bursa de Fabricio.

3.- Aportar informacién que ayude a establecer si la DHEA tiene una participacion

estimuladora o inhibitoria sobre la estructura histologica de [a bursa de Fabicius.

Para cumplir estos objetivos pretendemos demostrar los siguientes objetivos especificos:

1. Que ¢! desarrollo y maduracion de los foliculos linfoides de la bursa sea mas rapido en

tos organismos tratados que en los testigo.

2.- Que la administracion de la DHEA en dosis {isiologicas, favorecera la maduracion del
foliculo linfoide y promoverd la diferenciacion de algunas de las células que constituyen el
foliculo linfoide de la bursa como las: células epiteliales asociadas al foliculo FAE, ias
células reticuloepiteliales Rep., las células dendriticas secretoras SDC, las células

histiociticas, los linfocitos y los linfoblastos.
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V. Materiales y Métodos

MATERIAL BIOLOGICO

Se utilizaron embriones de pollo de engorda de la linea Arbor Acres obtenidos de la granja
incubadora de Atongo Il en Querétaro Qro. La incubacién se llevé a cabo en una
incubadora Chicken Master a una temperatura de 37.8°C, con una humedad refativa de 80

por ciento y circutacion forzada de aire.

METODOS

Los embriones de pollo se organizaron en dos grupos testigo y tratado. Al grupo de
embriones tratados, previo a la incubacion se les aplico sobre el cascaron por aspersion una
solucion de DHEA a una concentracion de 120 mg/ml en solucion de alcohol etilico at 30
por ciento. Despﬁe’s de 21 dias de incubacidn, cada huevo absorbio a través del cascardn
una concentracion aproximada de 2 nM de la hormona (Rubio, 1992). Al nacimiento, los
pollos testiéos y tratados se sacrificaron por decapitacion y las bursas obtenidas se

destinaron para diferentes métodos de estudio.

V 1. Determinacion del ADN total

Se sacrificaron tos pollos al nacimiento por decapitacion y se disecaron las bursas, se midid
el peso himedo de las bursas y se colocaron en tubos de ensaye de 3 mi, se les agrego 1 ml
de solucién salina al 0.15 M. Se homogeneizaron en fifo con un politron marca Brinkmann

Instrument modelo 8967 con un véstago de 5 mm de diametro durante 15 segundos a una
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velocidad baja (velocidad ties de una escala de diez), de ahi se tomaron 25 pl por triplicado
para la determinacion de proteinas totales por el método de Bradford y 10 pt por triplicado
para la determinacion de ADN total por el método de Santoianni Santoianni y Ayala

(1965). El resto de! homogenado se congeld.

Del homogenado se tofnaron 10 pl para la determinacton de ADN, y se siguid el
procedimiento del método de Santoianni, el cual se describe a continuacion. Agregar al
homogenado 490 pl de agua destilada. Agitar. Agregar 100 pl de albamina sérica bovina
(BSA) al 1 pg/ml Agregar 200 pl de acido tricloroacético (TCA) at 40 por ciento. Incubar
toda ta noche a 4°C. Centrigugar a 800 g a 4°C, durante 10 minutos. Decantar, agrégar al
botdn 500 pt de TCA al 10 por ciénto; agitar, centrifugar a 800 g, a 4°C durante 10
minutos. Aspiras el sobrenadante y escurrir bien. Agregar al pellet 20 pi de dehidroclorato
de &cido 3,5~ diamino benzoico (3,5-DABA) (Aldrich Chemical). Poner en bafio Maria
durante 30 minutos a 60°C. Detener la reaccion con 1.5 m! de 4cido percléorico (HCIO,) al
0.6 N. Centrifugar 800 g por 10 minutos a temperatura ambiente. Leer las muestras en el
fluorometro poniendo en la celdilla el sobrenadante por decantacion. Las lecturas se .
hicieron por triplicado. La curva patrén de ADN se preparo con ADN de esperma de
salmon. Las concetraciones de ADN consideradas para la curva patron fueron de 0.1 pg,
05ug t g, 2 ng, 3 Hg, 4'!18, S ug y 6 pg. El blanco fue acido perclorico al 0.6 N. El 3,5-
DABA se preparo de la siguiente manera: a 680mg de 3,5-DABA agregarle 2 ml de agua
destilada, agitar y agregar carbon dextran. Se pasa por el vortex y centrifugar durante 10

minutos a 2000 rpm a temperatura ambiente. Filtrar en embudo de plastico con papel filtro
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Whatman de! No. 1. Recoger el fittrado en un tubo de plastico. Utilizar la soluci()ﬁ del 3,5-
DABA recien preparada. Las muestras se centrifugaron en una centrifuga Sorvall
DUPONT RT 6000B refrigerada. El bafio Maria que se utilizo fue marca THELCO modelo
85. Las lecturas del ADN se hicieron en un fluorémetro TURNER modelo 110 con un

filtro primario de 405 nm y un {iltro secundario de 520 nm

V 2. Determinacion de proteinas totales

Para la determinacién de proteinas se tomardn 25 pl. del homogenado por triplicado. Se les
agrego 75 pl de soluctén salina 0.15 M para tener un volimen de 100 ul en total y
posteriormente agregar 1 ml del reactivo de Bradford (Bradford, 1976). El reactivo de
Bradford se prepard en el momento de la siguiente manera: a 100 mg de azul de Coomasie
G250 (Merck) agregar 50 ml de etano} absoluto, acido fosforico (SIGMA) 100 ml y aforar
a un litro con agua destilada. Agitarse constantenicnte. La curva patron para la medicion de
proteinas se hizo con albimina sérica bovina (BSA) considerando concentraciones de 25
1g, 50 ug, 75 g, y 100 pg. El blance se prepard con reactivo de Bradford solamente. Las
lecturas se realizaron en un espectrofotometro Beckman DU 650 a uva longitud de onda de

575 nm

Sc utiilizaron 12 experimentos para la determinacion de ADN y proteinas totales.
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| . .
V3. Procesamicento del material bioldgico para microscopia dptica

Se sacrificaron los pollos por decapitacion y rapidamente se procedi6 a disecar fa bursa de
Fq'"bricio. Las bursas se fijaron en el liquido de Bouin por una hora y posteriormente se

postfijaron en formol amortiguado al 10 por ciento por 24 horas, se deshidrataron para la

tééi:nica de inclusion y corte en parafina. Los cortes de 5 pm de grosor en sentido
|

m{'nversal, se tifieron con las técnicas de Hematoxilina-eosina y tricrémica de Masson, y las
téénicés especiales de Gomori para fibras reticulares y la de bromuro de etidio para ADN.

| , : '
Sejutilizaron 9 experimentos con ocho animales cada uno.

|
|

\
|

La? bursas de dos experimentos de cuatro animales cada uno se destinaron para realizas
cortes por congelacion, para los que se siguié la siguiente metodologia. Se sacrificaron los

| . . . v a, . . on
pollos por decapitacion y rapidamente se procedid a disecar las bursas de Fabricio, las que

|
se colocaron en capsulas beem y se tes incluyd en O.C.T., se congelaron a -70°C en un
| : g -
REVCO. Se realizaron cortes por congelacion de 10jum de grosor en sentido transversal en
un 'criostato American Optical. Se montaron en portaobjetos preparados con poli-L-lisina

(SIGMA) al 0.1%. Se fijaron los cortes en acetona absoluta por 20 minutos a temperatura
| :
amilaiente. Posteriormente se secaron al aire por 20 minutos. Se enjuagaron con PBS dos

caquios de 10 minutos cada uno. Se bloqueo la peroxidasa endogena con una soluctén de
!

acido peryddico al 0.28% por 30 segundos a temperatura ambiente. Fueron lavados en PBS

durrnte 10 minutos dos cambios. Luego se pasaron por una solucién de PBS+ albumina

sén}ca bovina BSA al uno por ciento+Triton X-100 al 0.01 por ciento por una horaa 37° C.

Se :escurrieron perfectamente bien y se pusieron 2 incubar con el anticuerpo monoclonal
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Tap-1 (anticuerpo monoclonal anti-moléculas clase I de pollo; Oliver y LeDouarin, 1984;
Guillemont ¢! al., 1984) en una dilucion 1:100 en una solucion de PBS+BSA al 0.1% por
18 h a 4° C. Se lavaron tres veces por cinco minutos en cada cambio en PBS a 4°C. Se
incubaron en el anticuerpo secundario biotinilado (rabbit anti-mouse IgG Zymed, LA) por
una hora a 4°C, se lavaron y se incubaron en una solucion con el complejo estreptavidina-
biotina-peroxidasa, se lavaron y se incubaron con la mezela sustrato-cromégenol(peroxido
de hidrogeno al tres por ciento-aminoetilcarbazol), se lavaron en agua destilada, se
contrastaron con hematoxilina de Mayer por tres minutos, se lavaron en agua corriente por

CINCo MINULos y se montaron con Aquamount.

Las bursas de tres experimentos de 10 animales cada uno, se destinaron para fijarlas en
glutaraldehido al 2.5 por ciento en amotiguador de cacodilato de sodio al 0.2M, pﬁ 7.2,
durante dos horas y una postfijacion en tetroxido de osmio al uno por ciento en
amotiguador de cacodilato de sodio al 0.2M, pH 7.2, por una hora para posteriormente
incluir en resina Epon. Los cortes semifinos de un um de grosor los que se tifieron con azul

de toluidina borax.

V 4. Estudios morfométricos por microscopia optica

Las preparaciones histoldgicas se destinaron para estudios morfométricos. Se midio el area
del boton de la células FAE y el diametro de tos foliculos linfoides Todos las mediciones se
realizaron con doble ciego. Para medir el area del boton de las células FAE, se tomd el

diametro mayor y menor del bot6n y después con la formula de la elipse se calculé el area
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de! botdn folicular. Se midieron 30 botones de células FAE por corte con el objetive de
63X (Plan neofluar 63/1.25 oel, Ph 3). Se establecieron criterios para la medicion del
didametro folicular. Para medir el diametro mayor y menor de los foliculos 1infoide§ se tenia
que presentar el botén FAE o la estructura que semeja el corpusculo de Hassal. Se
midieron 30 foliculos por corte con el objetivo de 16X (Plan neofluar 16/0.50/mm). Todas
las mediciones se realizaron en un microscopio Zeiss convencional y un ocular

micrometrico.

A los cortes por parafina se les aplico la técnica de bromuro de etidio que se cita a
continuacion. Désparaﬁnar en xilol e hidratar hasta agua destilada. Tratar con una solucion
de RNAasa a una concentracion de 50 pg/ml a 37° C por dos horas. Lavar con PBS.
Bloquear la autoﬂuorescencia del tejido con una solucion de cloruro de amonio 50
nM-Hisina al 0.01 por ciento a pH 4 durante una hora a temperatura ambiente. Esta
solucién se prepara en el momento. Incubar en una solucidn de bromuro de etidio al
10pg/ml por 10 minutos a temperatura ambiente. Lavar en PBS. Montar en permount. Las
' prepafaciones se observaron en un microscopio de fluorescencia Olympus modelo BX40
con un filtro para rodamina. Con una camara CCD marca JVC modelo TK1280E se
capturaron las imagenes y se digitalizaron con un digitalizador Synoptex. Las imigenes se
analizaron con el programa PC lmage de Foster Findlay Associaters para contar ef nimero
de células en apoptosis por foliculo en cada caso y cl nimero de células en apoptosis por

drea folicular.
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En los cortes por congelacion a los que se les aplico la técnica de inmunocitoquimica para
células Tap-1" (1a") se contd el nimero de céiulas Tap-1" (Ia”) y se midi6 el drea del
foliculo en el cual se habian contado las células. Con una camara CCD marca SONY
adaptada a un microscopio Zeiss convencional, se capturaron las imagenes en un monitor a
color SONY. Las imagenes se analizaron con ¢l programa de analisis de imagen Image Pro
Plus (IPPLUS). Se consideraron 20 foliculos por corte con el objetivo de 16X (Plan

16/0.32).

En los cortes semifinos se contaron los linfocitos y nitmero de mitosis en los foliculos,
coﬁsiderando las células que se encontraran dentro del reacuadro menor del marco de
encuadre para las fotomicrografias (este recuadro ticue un area de 4505 pm?). El conteo de
los linfocitos y de las células en mitosis s realizaron en un microscopio Zeiss convencional

con ¢l objetivo de 100X (Plan Apo100/1.3 oel, Ph3).

V 3. Estudios de captacion de tinta china

A un grupo de pollos recién nacidos testigo y otro tratado con DHEA se les administré 500
wl de tinta china sin dilﬁir (Rotring para dibujo) con una micfopipeta GILSON de 1000 pl
por la cloaca, despﬁés de tres horas se sacrificaron por decapitacion. Las bursas se abrieron
por la parte media se fijaron en el liquido de Bouin por una hora y posteriormente se
postfijaron en formol amﬁrtiguado al 10 por ciento por 24 horas, se deshidratarori para la
“técnica de inclusion y corte en parafina; los cortes de § pm de grosor los cuales se tifiieron

con eosina. Se valord la captacién de tinta china por bursa observando al microscopio
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optico la presencia de tinta china en los botones de las células epiteliales asociadas al
foliculo. En los casos en los que se presentd tita china en el interior de los botones de
células FAE se midio la cantidad de tinta china por medio de un densitémetro Zeiss modelo
D-7082, con un diafrégma de 1.6 mm adaptado a un microscopio Zeiss éonvencional. La
medicion de la tinta china se hizo tomando como referencia y blanco un campo en el que no
hubiese ni tejido ni tinta. Se calil;raba en ese campo, dejando en la ventana de lectura
1.0000. Posteriormente se pasaba al campo donde se encontraban las células FAE con tinta
y se obtenia la medicidn, La lectura obtenida de las células FAE con tinta se rest6 de la
lectura de calibracion hecha a 1.0000 del campo blanco que se tomo de referencia y la
diferencia obtenida de estas dos lecturas se tomd como la absorvancia. Se midieron 20

campos por corte con ¢l objetivo de 63X (Plan neofluar 63/1.25 oel, Ph 3).

V 4. Andlisis estadistico

A los resultados obtenidos del peso himedo, ADN total, proteinas totales, didmetro
folicular mayor y menor, cuenta de hafocitos y nimero de mitosis se les aplico un anélisis
multivariado (MANOVA). Para los datos de la cuenta de linfocitos y nimero de mitosis se
requirio sacarles logaritmo natural, ademas de calcular la densidad nimerica. El analisis
multivariado MANOVA se aplico con el proposito de determinar (1) la interrelacion entre
diferentes variables y (2) las diferencias entre las medias de las variables. El analisis
multivariado (MANOVA) utilizé las pruebas de Wilks' Lambda, Pillai’s trace, Ho{!e]l'ing-

Lawley Trace y Roy'’s greatest, para determinar la proporcion de varianza entre las
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variables consideradas ademas de manejar el tratamiento y el sexo como factores que

pudieran estar interveniendo en los resultados obtenidos.

Los resuttados obtenidos de la medicion del area de fas célutas FAE, del nimero de células
en apoptosis y de las mediciones de absorvancia en los botones de células FAE que
contenian tinta china en su interior, se analizaron estadisticamente por medio de Analisis de
Varianza (ANOVA) de dos vias para determinar si existia un efecto combinado por el
tratamiento con DHEA y el sexo de los animales. Para el nimero de células Tap (Ia”) se
aplicé una prueba de T para determinar las diferencias por el tratamiento. También se
empled upé %2 para comparar los resultados de captacion de tinta china por bursa para
determinar las diferencias por el tratamiento. Se utilizaron los paquetes estadisticos de

Statgrafics y §4S.

VL RESULTADOS

VI 1. Determinacion de proteinasy ADN fotal

La cantidad de ADN y proteinas totales relacionadas con el peso himedo de la bursas en
tos animales testigos y tratados no mostraron diferencias significativas entre ellos. Esio
indico que las medias del peso himedo, ADN total y proteinas totales no varian entre los
animales testigos y tratados con DHEA. El tratamicnto con DHEA y el sexo no influyeron

de manera individual o en conjunto sobre el peso himedo, el ADN total y las proteinas
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variables consideradas ademas de manejar el tratamiento y el sexo como factores que

pudieran estar interveniendo en los resultados obtenidos.

Los resultados obtenidos de la medicion del area de las células FAE, del nimero de célul_as
en apoptosis y de las mediciones de absorvancia en los botones de células FAE que
contenian tinta china en su interior, se analizaron estadisticamente por medio de Anélisis de
Varianza (ANOVA) de dos vias para determinar si existia un efecto combinado por el
tratamiento con DHEA v el sexo de los animales. Para el nﬁmefo de células Tap {1a') se
aplico una prueba de T para determinar las diferencias por el tratamiento. También se
empled upﬁ %2 para comparar los resultados de captacion de tinta china por bursa para
determinar las diferencias por el tratamiento. Se utilizaron los paquetes éstadisticos de

Statgrafics y SAS.

V1. RESULTADOS

VI 1. Determinacion de proteinas y ADN total

La canitidad de ADN y proteinas totales relacionadas con el peso himedo de la bursas en
los animales testigos y tratados no mostraron diferencias significativas entre ellos. Esto
indico que las medias del peso himedo, ADN total y proteinas totales no varian entre los
animales testigos y tratados con DHEA. El tratamicnto con DHEA y el sexo no influyeron

de manera individual 0 en conjunto sobre el peso humedo, el ADN totat y las proteinas
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totales. Con el analisis estadistico se mostrd que no hay diferencias por el tratamiento o por
el sexo y que estos en ningan nlénlento mucétran interaccion para las variables
consideradas. Los resultados obtentdos del analisis éstadistico mostraron que para el peso
hﬁrhedo no existen diferencias significativas, tratamicnto (p = 0.8765); sexo (p = 0.9974);
de la interaccion entre el tratamiento y el sexo (p = 0.6841). Las pruebas del analisis
estadistico de las proteinas totales demostraron que no existen diferencias significativas,
tratamiento (p = 0.5967); SeX0 (p = (0.7777); de la interaccidn entre el tratamiento y el sexo
(p = 0.6136). Las pruebas del anilisis estadistico para el ADN total demostraron que no
existen diferencias significativas, tratamiento (p = 0.8019); sexo (p = 0.8235); de Ia

interaccion entre ¢} tratamiento y el sexo (p = 0.7068). Cuadro 2, Graficas I, 2y 3.
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Grafica 1

Peso humedo de la bursa

Hembras testigo  Machos testigo  Hembras tratadas Machos tratados
n=26 p=0.5604

Los resultados de los analisis de varianza y multivanado se.
muestran en el cuadro 1.

No existen diferencias significativas entre los grupos p > 0.005

Se presentan las medias con sus intervalos de confianza
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ug de proteina/g de tejido
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Gréafica 2

Proteinas totales de la bursa

Hembras testigo  Machos testige Hembras tratadas Machos tratados
n=26 p=0.8861

Los resultados de los analisis de varianza y multivariado se
muestran en el cuadro 1

No hube diferencias significativas entre los grupos p > 0.005
Se muestran las medias con sus intervalos de confianza
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pg de DNA/g de tejido
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Grafica 3
DNA total de la bursa

Hembras testigo  Machos testigo  Hembras tratadas Machos tratados
n=26 p=0.7068

Los resultados de los analisis de varianza y multivariado se

~ muestran en el cuadro 1

No existen diferencias significativas entre los grupos p > 0.005
Se muestran las medias con sus intcrvalos de confianza
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Cuadro 2
Grupo Peso Hiimedo (mg) | Protcinas Totales ADN total (pg/gr. de
(pg/gr. de tejido) tejido)
Hembras testigo 4234 +2.69 $5.36 +2.08 81.12 +4.50
Machos testigo 41.50 +2.69 5378+1.92 8096 £436
Flembras tratadas | 40.27 +2.61 55.72£2.40 81.46 £ 4.61
Machos tratades 3734+ 181 56.59 £3.14 8477+ 4.69

n = 26 por cada grupo

Las pruebas de Wilks' Lambda, Pillai’s trace, Hottelling-Lawley Trace y Roy’s greatest,
que se aplicaron para determinar fa proporcion de varianza entre el peso humedo, la

cantidad total de ADN y la cantidad total de proteinas, no mostraron diferencias

significativas,

VI 2. Estudios morfoligicos con microscopia optica

La estructura histologica de la bursa de Fabricio de los organismos testigos y tratados con
DHEA mostrd la presencia de una capa serosa delgada constituida por un epitelio plano
simple y tejido conjuntivo, seguida por una capa muscular no muy gruesa constituida por
fibras musculares que corren en sentido longitudinal y circular; en la luz de la bursa se

mostro la presencia de plicas, las que se encontraron constituidas por los foliculos linfoides
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(Figura 16), en la porcion del epitelio de revestimiento de cada una de las plicas se observéd
la presencia de un epitelio pseudosestratificado cilindrico secretor caracteristico del aparato

digestivo que es intersrumpido por la presencia de las células FAE (Figura 17).

Los resultados obtenidos de las observaciones de los foliculos linfoides muestran que desde
el punto de vista morfologico los animales tratados con DHEA tienen cualidades

estructurales que revelan un mayor grado de desarrolio del foliculo linfoide.

Las caracteristicas morfologicas que se observaron en el epitelio de revestimiento mostréd
una diferenciacion clara de las células FAE, las que en los organismos tratados con DHEA,
se observaron como células globosas altas, de citoplasma claro con un niicleo ovoide y que
resaltaron del epitelio interfolicuiar por parecer un lapdén sobre los foliculos hufoides
(Figuras 18a y b). La presencia de estas células FAL en Jos organismos tratados con DHEA

se observd con mayor frecuencia en las plicas de la bursa (Figuras i8¢ y d).

Oftra caracteristica morfolégica que denoté diferencias entre los foliculos linfoides de los
organismos tratados con DHEA, fue la presencia de una corteza y una médula. (Figuras
19a, b y ¢). Conjuntamenie a la clara definicion de la corteza de los foliculos linfoides, la
porcion medular mostro una densidad celular mayor, dando un aspecto mas apretado entre
las células (Figuras lgc, 18d, 20a y b). La presencia de células en mitosis en la regidn
medular y cortical de los foliculos linfoides de los organismos tratados con DHEA(Figuras

19b y ¢) fue otra caracteristica constante (Figuras 20a, 20b, 2la y b). Se observo la
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presencia de células en apoptosis en el interior de los foliculos linfoides, pero con una
aparicidn menor que en los testigo, en los que los cuerpos apoptéticos fueron muy
evidentes (Figuras 22a y b). En la médula de los foliculos linfoides de los organismos
tratados con DHEA, fue notofia la presencia de estructuras semejantes a los corpasculos de
Hassall (Figuras 23a y b). En los organismos testigo este tipo de estructuras fueron menos
frecuentes (Figuras 24a y b) y ademas fue comiin observar esta estructura en etapas de
formacion (Figuras 25a y b). La vascularizacidn fue semejante en ambos grupos (Figusas
26a y b). En la porcion basal del borde folicular se observéd la presencia de: heterofilos
(Figuras 26a y b), que en ¢l caso de los animales testigo fueron mas evidentes (Figuras 27a
y b). El tejido conjuntivo mostro diferencias en su apariencia, siendo mas laxa en el caso de
los organismos testigo y un arreglo mas apretado para los animales tratados con DHEA

(Figuras 20a, 20b, 23a, 23b, 26ay b).

Las fibras reticulares, demostradas con la técnica de Gomori, constituyen el estroma de las
plicas de la porcion cortical de los foliculos linfoides y la membrana basal sobre [a que
descansa ef epitelio de revestimiento (Figura 28a). Las fibras reticulares no se presentaron
en la porcion en la que se localizaron las células FAE y en la region medular de los foliculos
linfoides (Figuras 28b y c). Las fibras reticulares mostraron su morfologia caracteristica
fqrmando redes que se anastomosan y ramifican, ajustandose a la forma del foliculo
linfoide, al observarse que constituyen agrupaciones gruesas en ta zona que delimita a cada
uno de los foliculos linfoides, y fibras sumamente linas que se introducen bacta la; fegic’m

que forma la corteza (Figuras 28b y c). Se aprecté de manera constante una mayor
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penetracion de fibras reticulares muy finas en la region cortical de todos los foliculos

linfoides de los organismos tratados con DHEA (Figuras 28b y c)

Las células Tap-1" que se identificaron como células dendriticas secretoras (Ia") se
demostraron en ambos grupos, localizandose principalmente en la porcion medutar, aunque
en algunos casos la reaccion se localizo en células ubicadas en el boton de células FAE
(Figuras 29a y b). En los pollos testigos las células Tap-1" (Ia’) tuvieron una apariencia
morfologica esférica manifestando la ausencia de prolongaciones citopilasmaticas largas
(Figuras 30a y b), a.'diferencia de los polios tratados en los que estas células Tap-1" (Ia")
mostraron una morfologia con una mayor cantidad de proyecciones citoplasmaticas gruesas
(Figuras 30a y b), dandoles un aspecto mas dendritico, como si estuvieran envolviendo a

los linfocitos (Figuras 31a y b).

VI 3. Estudios morfométricos con microscopia dptica

Los resultados de los estudios morfométricos demostraron que solamente en algunas de las

estructuras consideradas existen diferencias significativas.

E{ area de las células FAE de los animales testigos y tratados es diferente (F= 2.54 ,
- p=0.05). El area del boton de células FAE es mayor en los animales tratados con DHEA.

Del analisis de varianza de los datos del area del boton de células FAE al relacionarto con
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el tratamiento demostré un aumento significativo (F=7.25 p=0.0082), que para el caso del

sexo no mostré diferencias significativas (F=0.11, p= 0.7458). Al valorar la interaccion del
tratamicnto con el sexo se demostrod que no existe interaccion. Cuadro 3; Grafica 4
Cuadro 3
Grupe Area de las células epitcliales asociadas al foliculo (FAE)
(um’)

Hembras testigo 564.79 + 24 .40

Machos testige ' 549.07 £ 25.04

hembras tratadas 629.73 £26.95

MViachos tratados | 628.07 £30.10

n = 30 por cada grupo

Los resultados que se obtuvieron del analisis de varianza aplicado al logaritmo del namero
de linfocitos y nimero de mitosis se demostrod que no existen diferencias significativas para
el nimero de linfocitos (p = 0.9452); al considerar el tratamiento y el sexo no se
demostraron diferencias significativas (p = 0.7906) (p = 0.6107), respectivamente. No se

observ interaccion entre ef tratamiento y el sexo (p = 0.8492)
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Grafica 4
Area de las células epiteliales asociadas al foliculo
linfoide
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Los resuitados del andlisis de varianza se muestran en el cuadro 5.
Existen diferencias significativas en cl area del boton de las
células epiteliales

Se muestran las medias con sus intervalos de confianza
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De acuerdo al amalisis estadistico el numero de mitosis de los organismos testigos vy
tratados no mostraron diferencias siguificativas (p = 0.9061) por lo que los grupos son
iguales, al considerar el tratamiento se demostro que no existen diferencias significativas (p
= 0.9219), al qonsiderar el sexo se demostré que no existen diferencias significativas p=
0.4712); asi como interaccion entre el tratamiento y el sexo (p = 0.8588). Asi el andlisis
estadistico demuestra que a pesar de la apariencia de mayor cantidad de células en el
interior de los foliculos linfoides no existen diferencias entre los organismos tratados entre

la cantidad de linfocitos y mitosts. Cuadro 4; Grifica 5y 6

Cuadro 4
. Grupo Nuamero de linfocitos (um) | Namero de mitosis (pin)
Hembras testigo 275.75422.29 8.58+1.43
Machos testigo | 287.561+15.14 8.0041.49
Elembras tratadas 274.56111.05 7.2241.93
%Vlnchos tratados 295.40+26.93 10.20+1.86

n = 10 por cada grupo

Las prucbas de Wilks' Lambda, Pillai’s trace, Hottelling-Lawley Trace y Roy’s greatest,
que se aplicaron. para determinar la proporcién de varianza entre el nimero de linfocitos y

mitosis, no mostraron diferencias significativas.
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Resultados

Grafica 5

Nitmero de linfocitos en los foliculos linfoides de la
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Resultados

Gréfica 6

Niimero de mitosis por foliculo linfoide de la bursa
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Los resultados de los analisis de varianza y multivariado se
muestran en el cuadro 4

No existen diferencias significativas entre los grupos

Se muestran las medias con sus intervalos de confianza
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Resultados

Con relacion a la densidad numérica de linfocitos se obtuvo que no existen diferencias
significativas entre los organismos testigo y tratados con DHEA. Para el aGmero de
linfocitos (p = 0.8747), al considerar el tratamiento unicamente se obtuvo que no existen
diferencias significativas (p = 0.8749), al considerar el sexo no existieron diferencias
significativas (p = 0.4414); de la interaccion entre el tratamiento y el sexo en la densidad

numiérica de linfocitos no se obtuvieron diferencias significativas (p = 0.8306).

Fl analisis estadistico aplicado a la densidad numérica de mitosis no mostraron diferencias
significativas (p = 0.6543) entre los organismos testigo y tratados con DHEA, al considerar
¢ tratamiento con DHEA no existieron diferencias significativas {p = 8048), al considerar
el sexo no se obtuvieron diferencias significativas (p = 0.4820) y de la interaccion entre e}
tratamiento v el sexo en la densidad numérica de la mitosis no existen diferencias
significativas { p = 0.2977). Por lo que podemos concluir que la densidad numérica de

linfocitos y mitosis es igual para los animales testigo y tratados con DHEA.

Las pruebas de Wilks® Lambda, Pillai’s trace, Hottelling-Lawley Trace y Roy ’s greatest,
que se aplicaron para determinar la proporcion de varianza entre la densidad numérica de

linfocitos y mitosis, no mostraron diferencias significativas.

Los resultados obtenidos del analisis estadistico del diametro folicular mayor y menor
mostraron que no existen diferencias entre los organismos testigo y tratados con DHEA.
Para el didmetro mayor (p = 0.9543) el andlisis mostré con relacidn al tratamiento que es

igual en los organismos testigo y tratados con DHEA {p = 0.9509) asi como en relacion af
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sexo (p = 0.96140), no se mostro interaccion entre el tratamiento y el SeX0 (p = 0.5005). El
analisis de estadistico para e.l diametro menor. no mostré diferencias significativas (p =
0.8539), con relacton al tratamiento mostro que no hay diferencias (p = 0.8174) por lo que
el diamtero folicular menor es igual en los organismos testigos y tratados con DHEA, con
. relacion al sexo (p = 0.8903) no hay diferencias significativas. El analisis mostrd que no

existe interaccion entre el tratamiento y el sexo (p = 0.9696) Las pruebas de Wilks’

Lambda, Pillai’s irace, Hottelling-Lawley Trace y Roy’s greatest, que se aplicaron para

determinar la proporcion de varianza entre el didmetro mayor y menor, no mostraron

diferencias significativas. Cuadro 5; Gréafica 7

Cuadro 5
Grupo Didmetro folicular mayor | Didmetro l'ﬁlicula'r menor
(um) {m)
Hembras testigo 144.01 £7.62 110.82 +3.66
Machos testigo 143.13 +£6.17 113.28 +3.65
Hembras tratadas 140.67 £ 5.15 107.92£4.7)
Machos tratados 137.79+7.92 110.77 £ 7.25

n=10 paré cada grupo
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Resultadoy

Grafica 7

Relacion del diametro mayor y menor del foliculo
linfoide de la bursa
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Los resultados de los analisis de varianza sc muestran en el cuadro 2
No existen diferencias significativas entre los grupos
Se muestran las medias con sus intervalos de confianza
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El ntmero de células en apoptosis que se presentaron en los foliculos linfoides de fa bursa
de los organismos testigos y tratados fue diferente. El conteo de fas células en apoptosis
por medio dé la técnica de bromuro de etidio mostré que existe una menor cantidad de
apoptosis por foliculo linfoide en los animales tratados con DHEA (Figuras 19b, 19¢, 32ay
b), y por lo tanto una disminucion en la densidad numérica de las células en apoptosis en
fos apimales tratados con DIHEA. El analisis de varianza aplicados al nimero de apoptosis
de los foliculos demuesiran que existen diferencias significativas (p = 0.0002; F = 9.40) por
fo que la cantidad de células en apoptosis dentro del foliculo linfoide es menor en los

organismos tratados con DHEA. Cuadro 6; Gréfica 8

Cuadro 6
Grupo Numero de apoptosis por | Densidad numériéa de la
foliculo (pum) apoptosis (pun)
Llembrhs testigé 114.38 +26.98 130 £0.198
Maches testigo 126.13 + 18.06 1.46 £0.243
| Hembras tratadas 28.86 £3.10 0.507 + 0,032
Pflacllos tratados 39.40 £ 9.61 0.598 £0.113

n = 4 por cada grupo
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Reswltados

La densidad numérica de la apoptosis en los organismos testigo y tratados con DHEA
tuvieron diferencias significativas, con lo que sc establece que la apoptosis es menor en los
organismos tratados con DHEA (p = 0.0004; F = 8.36). Esta diferencia, de acuerdo al
analisis estadistico, se puede atribuir al tratamiento por DHEA (p = 0.0001; F = 24.53) por
lo que Ja densidad numérica de células en apoptosis en los folicutos linfoides es menor en
los organismos tratados con DHEA que en los testigos. Al considerar el sexo se demostro
que no existen diferencias significativas (p = 0.4711; I = §.53), al considerar la interaccion
entre ¢l tratamiento y el sexo de la densidad numérica de la apoptosis no se demostro que
exista intefaccién entre ellas (p = 0.8536). Por lo que podemos concluir que las diferencias

significativas observadas se deben al tratamiento. Grifica 9

85




Resultados

Grafica 8

- Niumero de células en apoptosis por foliculo linfoide
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Resultados

Grafica 9

Niimero de células en apoptosis por el drea folicular
2

e
W

o
n
i

Densidad numérica (nlimero de apoptosis/drea del foliculo)
(S

Hembras testigo  Machos testigo  Hembras tratadas  Machos tratados
n=3_§ *p = 0.0001
Los resultados del andlisis de varianza s¢ muestran en el cuadro 6

Existen diferencias significativas en la densidad numérica de fa apoptosis
Se muestran las medias con sus intervalos de confianza

87

o T et T AT T T



Resultados

Los resultados de la densidad numérica para las células Tap-1" demostraron que no existen
diferencias significativas entre los animales testigo y tratados con DHEA. El resultado de a
prueba de T aplicada a la densidad numérica de las células Tap-1" (1a"), fue que no existen

diferencias significativas entre los grupos (T = 1.64; p=0.175). Cuadro 7

Cuadro 7
Grupo Células Tap 1 * (Ia")
Machos testigo 0.159 £ 0.045
Machos tratados _ 0.115 + ¢.0087

n =3 para todos los grupos

VI 4. Estudios de captacion de tinta china

La presencia de tinta china en las células FAE fuc més evidente en las células de los
botones epiteliales de los animales tratados (Figuras 33). Los resuitados del andlisis
estadistiéo con una 2 aplicado al nimero de organismos que captaron la tinta china en los
botones de células FAE, demostraron que en el grupo de los animales tratados con DHEA
hubo una miayor captacion de tinta china (80 por cicnto) que en los animales testigos (59
por ciento), por lo que existen diferencias significativas en la captacion de tinta china por la

bursa de los animales tratados con DHEA (p <0.05) Cuadro 8.
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Cuadro 8
Grupo Céiulas FAE con tinta [Células FAE sin tinta china
china
Testigo 23/39 59% 16/39 41%
Tratados 33/41 80% 8/41 20%

n = 40 para cada grupo

Se muestran los porcentajes obtenidos entre los animales testigos y tratados, al inyectarse
tinta china por fa cloaca. De la Prueba de v? se obtuvo una x° calculada = 4.4049; x* de
tablas = 3.8416; p< 0.05. Por lo que los animales tratados con DHEA tienen un mayor
porcentaje de animales que fagocitan tinta china en ¢! tiempo de tres horas. Con lo que se
demuestra existen diferencias significativas en la cantidad de animales que atraparon la tinta

china por bursa. Cuadro 8.

Cuadro 9
Grupo Absorvancia
Flembras testigo 0.0719 £ 0.0032
Machos testigo 0.0916 £+ 0.0053
[Hembras tratadas 0.0963 + 0.00058
Macheos tratados 0.1229 £ 0.0134
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Discusion

n = 5 para cada grupo

Del andlisis de varianza aplicado a los datos obtenidos de las lecturas por densitometria
(absorvancia) se demostré que no existen diferencias. significativas en la cantidad de tinta
china contenida en el interior de los botones de células FAE (p = 0.2940; F = 1.37), por lo
que la cantidad de tinta fagocitada por estas es semejante en los animales testigo y los
animales tratados con DHEA. Al considerar el tratamiento no existen diferencias
significativas entre los organismos testigo y tratados con DHEA (p = 0.1415; F = 2.43). Al
considerar el sexo "no existen diferencias signiﬁqativas (p = 0.1512; F = 230); en la
interaccion entre el tratamiento y ¢l sexo no existe refacion entre estas (p = 0.0862; F =

3.41). Cuadro 9.

VI Discusion

Nuestros resultadps demuestran que Ja DHEA ejerce un efecto sobre la bursa de Fabricio,
manifiestado .por_ un awnento del area de tas células FAE, una mayor proporcion de
fagocitosis de tinta china por las células FAE, y una disminucion de la apoptosis sufrida por
los linfocitos B. Se observan cambios en el arreglo de algunos de los elementos que

copstituyen el foliculo linfoide.

Los resultados obtenidos del estudio bioquimico de la concentracion de ADN y proteinas y

su refacion con el peso himedo de la bursa, no mostraron diferencias significativas. Sia
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n =5 para cada grupo

Del anilisis de varianza aplicado a los datos obtenidos de las lecturas por densitometria
(absorvancia) se demostré que no existen diferencias significativas en la cantidad de tinta
china contenida en el interior de los botones de células FAE (p = 0.2940; F = 1.37), por lo
que la cantidad de tinta fagocitada por estas es semejante en los animales testigo y los
animales tratados con DHEA. Al considerar el tratainiento no existen diferencias
significativas entre lt_Js organismos testigo y tratados con DHEA (p = 0.1415; F = 2.43). Al
considerar el sexo‘jno existen diferencias significativas (p = 0.1512; F = 2.30); en la
" interaccion entre el tratamiento y el sexo no exis;lc relacion entre estas (p = 0.0862; F =

3.41). Cuadvo 9.

Y. Discusion

Nuestros re.sultados denﬁuestfan que la DHEA ejerce un efecto sobre la bursa de Fabricio,
manifiestado por un aumento del area de las células FAE, una mayor proporcion de
fagocitosis de tinta chiha por lés células FAE, y una disminucion de la apoptosis sufrida por
los linfocitos B, Se observan cambios en el arreglo de algunos de los elementos que

constituyen ¢! foliculo hinfoide.

- Los resultados obtenidos del estudio bioquimico de [a concentracién de ADN y proteinas y

su relacion con el peso hiimedo de la bursa, no mostraron diferencias sigaificativas. Sin
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embargo ¢l que no se presenten cambios en estos parametros no ftecesariamente indica que
la DHEA carece de efecto sobre la bursa de Fabricio. Lo que es evidente es que la
admenistracion de este esteroide no muestra el mismo efecto que los glucocorticoides
suprarrenales, los que inciden de manera notoria sobrc la densidad celular del tejido iinfoidé
(Glick, 1984; Santisteban, 1960), provocando, ademas, la apoptosis de los linfocitos B de
la bursa (Compton e¢f al.,, 1990; Evans-Storms y Cidlowski, 1995; Motyka, ef af., 1995).
- Tampoco muestra el efecto demostrado para el 19-nortestosterona o el propionato de
testosterona, las que producen la inhibicion parcial o total de la bursa y por lo tanto una
inmunodeficiencia profunda en las aves (Szenberg, 1976, Gasc y Stumpf, 1981; Weill et al.,

1987; McCormack y Thompson, 1990).

La estructura del foliculo linfoide de la bursa de Fabricio de los animales tratados con
DHEA, muestra que existe un efecto que se mamifiesta por crecimiento de las células FAE
por mayor dendricidad en las células dendriticas secretoras (Ia"), por la mejor definicion de
la corteza en el foliculo linfoide y por la presencia de estructuras semejantes al corpisculo

de Hassall.

Los cambios estructurales observados en los animales tratados con DHEA apuntan a una
estructura hiétolégica mas semejante a la de animales de cuatro semanas de edad y no de
recién nacidos (Romppanen, 1982; Olah y Glick, 1987). Otra caracteristica morfologica
que permite argumentar en favor de una apariencia mds madura en los foliculos bur.sales de

los organismos tratados, es la disminucion de los heterdfilos entre los foliculos linfoides,
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pues la presencia de granulopoyesis es una caracteristica del periodo embrionario (Shiojiri y

Takahashi, 1991; Houssaint ef al., 1976).

El crecimiento de la region medular y cortical de los foliculos linfoides tiene un patrén
alométrico, creciendo a una velocidad mayor la corteza. La razon de esta diferencia es
poco clara y se ha interpretado como una actividad funcional diferente para cada uno de
estos compartimentos (Romppanen, 1982; Betti ef o/, 1991). En los animales tratados, ta
DHEA parece favorecer la presencta de una corteza mejor definida y la formacion de
estructuras semejantes a un corpisculo timico o de Hassall en la porcion central de la
médula folicular, La presencia de esta estructura también se ha considerado relacionada
estrechamente con una maduracién del foliculo linfoide (Naukkarinen ef al, 1978; Olah y

Glick, 1992a).

El que ¢l area de las células FAE sea mayor que la de los animales t.estigo' €s muy
importante, pues se ha propuesto que estas células cstan involucradas en la organizacion
del foliculo linfoide dusrante €l desarrollo embrionario (Lupetti ef al,, 1990), asi como en el
restablecimiento de! foliculo después del tratamiento con testosterona (Lupetti ef al,
1984). Se ha demostrado ademds que las células FAE presentan caracteristicas muy
similares a la de los macrofagos, ya que son esterasa inespecifica positivas, presentan
capacidad de fagocitosis, son sensibles a la carragenina y a ta silica (Lupetti y Dolfi, 1980,
Dolfi et al., 1981; Lupetti ef al., 1983a, Lupetti ef af,, 1983b; Lupetti ef al,, 1984). Ei que

estas células, con todos estos atributos, sean afectadas por el tratamiento, nos permite
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especular sobre la importancia que teadrian en la maduracion de los linfocitos B. Hay
analogias entre las células FAE y las células M (Oldh y Glick, 1992a), que son células
especiatizadas de los epitelios simples que transportan antigenos (macromoleculas,
particulas y microorganismos) a través del epitelio hasta el tejido linfoide asociado a la
mucosa, para iniciar la respuesta inmunoldgica de los linfocitos (Owen y Ermak, 1990,
Neutra ef al., 1996; Gebert ef al, 1996). Las placas de Peyer que se han homelogado
funcionalmente con la bursa de Fabricio, presentan células M (Griebel y H'ein, 1996). En
diferéntes especies se ha probado que durante el desarrollo embrionario la presencia de
antigenos no influye en el desarrollo de las placas de Peyer. Sin embargo, la ausencia
postnatal de antigenos si iofluye en la estimulacion det desarrollo de las placas de Peyer y
por lo tanto en la produccion de anticuerpos (Reynaud ef al,, 1994; Griebel y Hein, 1996).
En el c;asc_de la bursa, las células FAE estan en posibilidad de fagocitar antigenos del
medio ambiente y se ha propuesto que los mecanismos de succion que tienen los labios de
la cloaca, sean la forma eﬁc_az de tomar antigenos externos y promover la sintesis de
anticuerpos (Schaffuer ef al., 1974; Sorvari et al., 1975, Sofvari y Sorvari 1977; Gilmore y
Bridgés, 1977; Ekino ef al., 1985). De hecho, existe 1a propuesta de que los antigenos
tomados del medio ambiente juegan un papel importante en el desacrollo de los linfocitos
B, ya que se ha demostrado qué la administracion de bacterias por la cloaca favorece
respuestas de aglutinhcién mas rapidas, que en animales a los que no se ha expuesto al
antigeno (Sorvari et al, 1975; Sorvari y Sorvari 1977, Ekino ef al., 1985; Ekino, 1993;
Ekino ef al., 1995). Esto relacionado ademas con la propuesta de que la diversificacion del
repertorio de anticuerpos es antigeno dependiente (Van Alten y Meuwissen, 1972; Ekino e/

al, 1985; Ekino, 1993; Ekino ef al, 1995). La respuesta obtenida al estimular con la
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inoculacion de Bordetella periussis por la cloaca, ha demostrado que existe un aumento en
el peso rclativo de la bursa, aumento en el indice mitdtico de los linfocitos y aumento en e}
volumen de la médula folicular (DeAzebedo y Betti, 1993). Considerando que los cambios
observados en ta estructura del folicuto linfoide de animales inoculados con bacterias por la
cloaca, los que son muy evidentes, es muy probable quc en el caso de los animales tratados
con DHEA no muestren estos incrementos en todos los elementos constitutivos del
foliculo, débido a que no existe, ademds del tratamiento hormonal, un estimulo antigénico
que active a los linfocitos y la formacion de anticuerpos. Se ha planteado que para que la
DHEA tenga un efecto inmunomodulador se requicre que exista un estimulo antigénico,
pues se ha visto que la DHEA tiene efecto imﬁunoprotector cuéndo le antecede un estimulo
antigénico o infeccioso (Lorta et al., 1988; Regelson ¢f al, 1994) por lo que podemos
suponer que la DHEA requiere de la presencia de infecciones o siress para gue se muestre

su efecto inmunomodulador (Araneo ef al., 1995; Aranco y Daynes 1995).

Como ya mencionamos anteriormente, las células FAE comparten caracteristicas con los
macréﬂqgos y.Hennebold y Daynes (1994), describcn que los macrofagos presentan la
DHEA sulfatasa, que fes permite desulfatar a la DUEAS y transformarla a DHEA. Estos
investigadores proponen que la participacion de la DHEA sulfatasa represente un
mecanismo regulatorio importante en la funcion de los macrofagos, el cual puede ser
regufado por citocinas. Segin Lupetti y colaboradores (1990) las células FAE son de
origen mesenquimatoso, y considerando su equivalencia funcional con Jos mac;'éfagos,

cuyo funcionamiento es bien sabido puede ser regulado por hormonas esteroides (Miller y
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Hunt, 1996), y ¢l que se presente un efecto en las células FAE por la DHEA es coincidente

y reafirma dicha equivalencia funcional.

E! incremento del area y Ja mayoi capacidad de fagocitosis de las células FAE de las bursa
de los animales tratados con DHEA, resulta muy importante ya que existe informacion en
la que se establece que la formacion de anticuerpos por las células B es dependiente de
amigenos (Ekino ef al, 1979; Ekino ef al, 1985). Estos cambios en las células FAE
pueden tener relacion .en la secuencia de eventos que siguen a la fagocitosis de antigenos
del medio ambiente él_oacal los cuafes son cedidos a las células dendsiticas secretoras, que
son células la’, y que funcionén como células presentadoras de antigenos a los linfacitos B
para qué sinteticen anticuerpos (Naukarinnen y Sorvari, 1984; Schaflner et al, 1974
Sorvari ef al., 1975). Sin embargo, cabe seiialar que existe informacion en la que se
demuestra que la formacion de anttcuerpos no es. dependiente de antigenos (Lupetti y Dolfi,

1980).

Durante la ontogenia de la bursa de Fabricio se ha descrito la migracion de dos estirpes
celulares, las células Ia' y las células slgM *. Las cétulas 1a’/IgM™ aparecen primero en la
bursa en ¢l dia 9 (Ewert et al,, 1984; Houssaint e/ /., 1987, Houssaint, 1987), y podrian
tener relacion con la presencia de células mesenquimatosas oscuras entre €l dia 9 y 10 del
desarrollo embrionario, ‘q.ue inducen la formacion del boton epitelial (Glick y Olah 1993ay
b; Glick, 1995), y posteriormente originan a las células dendriticas secretoras (Glick y Olah,

1993a; Glick y Olah, 1993b; Glick 1995; Gallego et al, 1996), fas cuales tienen una
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participacion activa en el mantenilnient§ y desarrolio de los lin.foc:itos B (Eerola ef al,
1982; Glick, 1995), a través de una posible funcion endocrina (Olah y Glick, 1987, Glick y
Olah, 1993a; Glick y Olah, 1993b). Por ser vimentina positivas ¢ 1a’, Olah y Glick, (1987)
haﬁ propuesto que. las SDC son similares a las células de Langerhans de los mamiferos.
Ademas, por medio de anticuerpos monoclonales se ha sugerido que las células dendriticas
secretoras bursales (BSDC), participen en la presentacion de antigenos (Moriya y
Ichikawa, 1979). Con relacion al aumento de dendricidad .de las células dendriticas
‘secretoras (Ié*) de los organismos tratados, es muy probable que esté vinculado con los
cambios obsci’vados en las células FAE, ya que estas células dendriticas secretoras,
presentan las caracteristicas de las células presentadoras de antigenos (Olah y Glick, 1987).
Existen informes en {os que el tratamicnto con DHEAS aumenta la respuesta de los centros
germinales de ratones viejos (Caffrey' et al, 1994) y se piensa ciue es a través de las células
dendriticas foliculares, las cuales actian como células atrapadoras de antigenos. Lo que
hace muy probable que las células dendriticas secrctoras puedan responder al estimulo de la

DHEA, al tener funciones de células presentadoras de antigenos (Olah y Glick, 1987).

Otros datos que pueden relacionarse con los cambios observados en las células SDC es el
hecho de que se ha demostrado que la dexametasona actua como un inmunosupresor in
vitro é in vivo afectando la viabilidad de estas células, sobre todo en su capacidad de
expreéér molécutas de caradte_risticas inmunoestimuladoras, asi como en su capacidad de
presentar antigenos, afectando por lo tanto la funcidn de activacién de los linfocitos T

(Moser et al,, 1995). Contrariamente, se ha demostrado que la administracion de DHEA,
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posteriormente a los glucocorticoides tiene un efecto antagonico a éstos (Daynes ef al,

1990a y b; Blauer ef al., 1991; Regelson ef al., 1994, Regelson y Kalimi, 1994),

Se ha visto que las hormonas esteroides participan cn la regulacion del sistema inmune,
sobre todo porque los glucocorticoides estan involucrados en el proceso de muerte celular
programada o apoptosis (Compton ef al., 1990; Evans-Storms y Cidlowski, 1995; Motyka,
et al., 1995). El papel de. la muerte celular y los mecanismos involucrados en ésta, aun no
son del todo claro en el sistema inmunoldgico (Cohen, 1991; Osborne, 1995). Esta
demostrado que alrededor del 90 al 95 por ciento de ios linfocitos de la bursa y en las
placas de Peyer mueren por apoptosis y que sdlo un 5 por ciento de los linfocitos
producidos se diferencian y migran (Motyka e/ al., 1995; Griebel y Hein, 1996). Se piensa
que la apoptosts que se presenta en la bursa puede deberse a una falta del micro ambiente
requerido para el desgrrollo de los linfocitos B y a la la pérdida de la expresion de la
inmunoglobulina Ig en la supetficie de los linfocitos B (Paramithiotis ef al., 1995). Estudios
realizados por Neiman y colaboradores (1991; 1994) sefialan que el indice de células
apoptdticas aumenta cuando los linfocitos son disgregados y por 16 tanto se evita el
contacto célula-célula, lo que se puede relacionar con observaciones realizadas en las que
se plantea que la interretacion del micro ambiente bursal (Houssaint, ef al., 1976; Ratcliffe,
1985; Boyd y Ward, 1984; Boyd ef al, 1990), cn especifico las células dendriticas
secretoras (Ia'), son las responsables de crear un micro ambiente adecuado para ¢l
desarrollo de los linfocitos B (Boyd y Ward, 1984; Oldh y Glick, 1987, Glick y Olah,

1993a; Glick y Olah, 1993b).
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Los resultados con relacion a la apoptosis mwestran que existe una reduccion de [a
apoptosis en los animales tratados, lo que demuestra un efecto de ta DHEA y o sus
metabolitos sobre la bursa de Fabricio. Esta reduccion en la apoptosis puede relacionarse
con la presencia de una mayor dendricidad de las células dendriticas secretoras (I2"), en los
animales tratados que incluso ya no muestran el patron de distribucion corticomedular, sino
que se encuentran ya dispersas por toda la niédula folicular, lo que es una caracteristica de
la bursa de Fabricio de organismos de edades mas avanzadas (Olah y Glick, 1987). Si
efectivamente estas células son las responsables de crear un micro ambiente adecuado para
la proliferacién y diversificacion de los linfocitos B, es claro que tenemos un efecto sobre ¢l
mecanismo de seleccidn negativa, to que propicia el desarrollo de los linfocitos B al verse

reducida [a apoptosis.

En fa formacién de los linfocitos B existen dos mecanismos de seleccion, uno denominado
seleccion negativa, por medio del cual se ehminan los linfocitos que presenten alteraciones
en la informacidn para la sintesis de inmunoglobulinas y como consecuencia, se piensa gue -
los linfocitos muestran un defecto en los antigenos de superficie de las clonas que se estan
formando y por lo tanto se de la apoptosis. El otro mecanismo es la seleccion positiva, en
.la cual los linfocitos son favorecidos a permanccer y proliferar, se piensa es porque
expresan de manera adecuada los aatigenos de superficie (Nossal, 1994; vonBochmer,
1994, Alberoia—lia el al, 1996). La expresion de las moléculas clase H del co;ﬁ;)!e_jo
principal de histocompatibilidad (MHC) se lleva a cabo 2 fos nueve dias en el embrion de
pollo, las inmunoglubulinas superficiales se expresan mas tardiamente, en el dia 12, y fas

moléculas clase I del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) se expresan hasta el
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dia 17 (Hoshi ef al, 1988; Hemendinger ef al, 1992). La interaccion del receptor de
células T (TCR) con sus ligandos (moléculas del MUHC ligados a péptidos), es un factor
fundamental en la diferenciacion de las células T, de tal manera que el grado de afinidad
entre dichas moléculas es la base de la seleccion positiva y de la seleccion negativa
(Alberota-lla ef af., 1996). Estas obﬁewaciones en cuanto a la aparicion de moléculas de
superficie y su relacion con el tipo de seleccion que pueden experimentar los linfocitos,
permiten constderar que los resultados en relacion a la apoptosis y al arreglo de los

elementos constitutivos det foliculo linfoide pueden estar asoctados.

Otra posible explicacion del por qué se da ta reduccion de la apoptosis en los organismos
tratados con DHEA, es un po'sible desequilibrio en ¢l mecanismo de seleccibn negativa y
positiva, dando como resultado la presencia de células que deberian sufrir apoptosis, pero
que no la sufren, porque el proceso de reconocimiento de los antfgenos de superficie es
inadecuada y por lo tanto las células se activan dando como resultado su permanencia
(Funk y Thompson, 1996; Sarthou et al,1996; Jacobsen ef al, 1996). El que no se
eliminen los linfocitos B por el mecamsmo de apoptosis puede provocar la presencia de

células B autoreactivas (Ashman ef al., 1996; Sarthou ¢f af., 1996, Jacobsen ef o/, 1996).

Las alteraciones provocadas por diversos esteroides durante el desarrollo embrionario, en
términos generales, indican que el efecto inhibe el desarrolto de la burs.a de Fabricio (Meyer
el al., 1959; Aspinall et al., 1961; Dieter y Breitenbach, 1970; Szenberg, 1976; ; Norton y
Wira, 1977; Gasc y Stumpf, 1981; Lupetti ef al., 1983; Glick, 1984; Verheul ef al., 1986).

Sin embargo, existe el antecedente por Norton y Wira (1977) de como el efecto esta
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estrecharmente relacionado con la dosis, pues encuentran que dosis por debajo de las
concentraciones endogenas de propionato de testosterona y progesterona au'meﬁtah el
crecimiento de .la bursa y promueven una sintesis mayor de inmunoglobulinas. Por lo
anterior, plantean que los esteroides endogenos jueguen un papel importante en el
desarrollo fistologico de la bursa. Esto es muy importante a la fuz de ésta investigacién
porque la dosis empleada es una dosis fisiologica, lo cual podiia ser una explicacion del

resultado observado de estimulacion en la apariencia morfoldgica del foliculo linfoide.

Desde hace tiempo se ha confinmado la presencia de receptores a esteroides en células
semejantes a fibroblastos, en linfocitos y en células del epitelio superficial de la bussa.
{Schaumburg y Crone, 1971; Sullivan y Wira ,1979; Gasc y Stumpf, 1981; Ylikomi ef ai.,
1985; 1987a; 1987b; 1989, Compton et al, 1990). La presencia de receptores a
progesterona eh células de [a bursa, puede teneron ¢l advenimiento de la madurez sexual en
los pollos, pues se lia demostrado que la administracion de estradiol en etapas previas a fa
madurez sexual induce la aparicion de receptores a progesterona. Se ha observado, ademas,
que las hembras son mas susceptibles al tratamiento con estradiol y presentan mayor
_cantidad de. receptores a progesterona en células semejantes a fibroblastos, células
musculares lisas y células estromales del foliculo linfoide que se locz;lizan por debajo del
epitelio de revestimiento (Ylikomi ef afl, 1985; 1987a; 1987b; 1989). Con nuestros
resultados podemos considerar que la DHEA tal vez sea metabolizada o transformada a
ofro tipo. de esteroide. Sin embargo, esto resulta poco probable ya que existe la evidencia
de que la DHEA no es metabolizada por la bursa de Fabricio (Bedrak ef al, 1971; Aspinal

el al, 1961).
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Recientemente se ha descrito Ia presencia de un receptor especifico para a DHEA en

células T de raton y en células de higado de rata (Kahmi y Regelson, 1988; Meikle ef al,
1992); estos hallazgos se han confirmado en linfocitos T de humano, en los cuales se ha
observado que existe una alta afinidad especifica por DHEA marcada y ademas, esta union
se incremén’ta cuando las células T estan activadas, por lo que se piensa que la DHEA
pueda regular la actividad de los linfocitos T activados (Okabe ef al, 1995). Esto
refacionandolo con lo observado en macrofagos, los cuales pueden ser regulados en su
funcionamiento por esteroides (Miller y Hunt, 1996) y presentan la enzima para desulfatar a
la DHEAS (Henneboid y Daynes, 1994), abre la posibilidad de la existencia de un receptor
para DHEA en algunas de las células que tienen equivalencia funcional con los macrofagos

en bursa,

Resulta interesante comentar que el efecto que se observa en la bursa podria ser mediado
por los macrofagos, los cuales se ha demostrado tienen la capacida.d de desulfatar la
DHEAS (Hennebold y Daynes, 1994) en asoctacién con la presencia de linfocitos T, que se
encuentran en pared dorsal del conducto cloacal (Cortés ef al, 1995; Khan y Hashimoto,
1996), pues el efecto inmunoregulador de la DHEA se ha observado en linfocitos T
(Daynes et al;, 1990a v b; Kim ef al, 1995)., por lo que tal vez el efecto observado en la
bursa este siendo mediado por la zona de infiltrado linfoide que contiene los linfocitos T,

provocando que estos liberen sustancias que promucvan el desarrofio de los linfocitos B.

El papel de la DHEA sobre el sistemma inmunoldgico dltimamente se ha visto bien

documentada (Daynes ef al, 1990a y b; Blauer ¢/ af, 1991; Regelson ef al, 1994;
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Regelson y Kalimi, 1994; Daynes ef al, 1995). Sin embatgo, recientemente se ha
demostrado que metabolitos de la DHEA como el androstenediol y androstenctriol son ain

més potentes que ésta (Padget y Loria, 1994; Loria ¢f af., 1996).

Por lo anterior, el presente trabajo sobre el efecto de la DHEA en la bursa de Fabricio, abre

varias posibilidades de estudios posteriores, ya que muestra que efectivamente existe un

efecto, pero no se aclara si es per se o a través de alguno de sus metabolitos, no se sabe si

el efecto es a través de un receptor especifico, o sca a través de un receptor para otro
esteroide o incluso si es que la DHEA esté mediando la aparicién de receptores para

esteroides.
Los resultados de éste trabajo muestran un efecto bioldgico de la DHEA por o menos

sobre una de las poblaciones funcionales de la bursa. La importancia de esta accion sobre la

funcion inmunoldgica de las aves serd motivo de futuros estudios.
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VIA. Conclusiones
Los resuftados obtenidos nos muestran que la DHEA administrada en dosis fisiologicas y

de manera sostenida durante el desarrollo embrionario provoca:

1.- Aumento en el area de las células epiteliales asociadas al foliculo.
2.~ Una mayor deandricidad de las células dendriticas secretoras.
3.-Una disminucién;en' Ia apoptosis de los foliculos en los organismos tratados.

4. Un incremento en la captacion de tinta china por bursa mostrado en las células FAE.

De las observaciones cualitativas se abtuvo que:
" 1.~ Existe una disminucion en la presencia de heterofitos
2.- Se observa una mejor definicion de la corteza y de la médula

3.- Se observa la presencia de corpiscutos timicos o de Hassall

Este trabajo establece bases para posteriores estudios en los que se puede valorar la
interrelacion inmunoendocrina, asi como la posibilidad de poder esclarecer como es que fa

DHEA participa en la regulacion de la respuesta inmune,
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IX. Fotomicrografias

104




Figura 16a. Corte transversal de bursa de Fabricius de hembra tratada. Se observan las
cuatro capas que constituyen este 6rgano linfoide. En la parte mas externa esta presente
una capa serosa constituida por tejido conjuntivo {tc), que tiene adherido algo de tejido
conjuntivo laxo, que esta acompafiado de vasos sanguineos (v) y nervios (n),
posteriormente se encuentra una capa de tejido muscular (m). Las plicas de la bursa (p) se
proyectan hacia el interior de la luz del 6rgano (1), en plicas se distinguen los foliculos

linfoides (), que se observan como estructuras es{¢ricas a ovoides. Tricromica de Masson.

31.25X.

Figura 16b. Corte transversal de bursa de Fabricio de hembra testigo. Se observan la capa
serosa (s), la capa muscular {m) que tiene fibras que corren en sentido longitudinaf y en
sentido circular. Las plicas (p) se proyectan hacia c! interior de la luz. En el interior de las
plicas se encuentran los foliculos linfoides (f) y tejido conjuntivo (tc). Tricrémica de

Masson 62.5X.

Figura 16¢. Corte transversal de bursa de Fabricio dc hembra tratada Se observan Ja capa
serosa de la bursa (s), la capa muscular (m} que tiene fibras que corren en sentido
longitudinal y en sentido circular. Las plicas (p} se proyectan hacia el interior de la luz. En
el interior de las plicas se encuentran los foliculos linfoides (f) y tejido conjuntivo (tc).

Tricromica de Masson 62.5X.
L ]
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Figura 17. Plica que muestra varios foliculos linfoides de macho tratado. El epitelio de
revestimiento de la plica estd conastituido por elpitelio cilindrico pseudoestratificado
sécretor (), el cual, es interrumpido por la presencia de células epiteliales asociadas al
foliculo (FAE). Los foliculos linfoides estan delimitados por tejido conjuntivo (tc). En el
tejido conjuntivo se observan vasos sanguineos de diferentes calibres (v).Corte semifino

Azul de toluidina borax 400X,

Figura 18 a Bordes de dos plicas de una hembra testigo que muestra el epitelio
interfolicualr constituido por un epitelio cilindrico pseudosetratificado secretor (e) v
botones de células FAE en los bordes de los foliculos linfoides. Se observa la apariencia

laxa de las células contenidas en el interior de los foliculos linfoides. Hematoxilina-Eosina

788X






Figura 18b. Bordes de dos plicas de una hembra tratada con DHEA que muestra el
epitelio interfolicualr constituido por un epitelio cilindrico secretor (€) y células FAE que
semejan tapones sobre el borde apical de los foliculos linfoides. Se observa un mayor

cantidad de cétulas el el interior de los foliculos linfoides. Hematoxilina-Eosina 788X

Figura 18c. Plica con foliculos linfoides de una hembra testigo, que muestran en su
porcion apical botones de células FAE, entre estas células se encuentra el epitelio
interfolicular (¢). Se aprecia en los foliculos linfoides de los organismos testigo una

densidad celular menor que en los organismos tratados con DHEA. Hematoxilina-Eosina '

200X

Figura 18d. Plica con foliculos linfoides de hembra tratada, que muestran en su borde
apical gran cantidad de botones de células FAE, los que claramente se observan mas
grandes que los de los animales testigo. Se aprecia una mayor densidad ceiulz;.r dentro de
los foliculos linfoides de los organismos tratados con DHEA con respecto a los testigo.

Hematoxilina-Eosina 200X
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Figura 19a. Foliculo linfoide de macho tratado que muestra la regién cortical Gy
medular {M). El limite entre estas dos regiones esta marcado por la presencia de células
epiteliales planas (-»)..La corteza folicular presenta vasos sanguineos (v). En la médula
folicular se encuentran linfocitos («), células en mitosis {(<),asi como células en
apoptosis (>). El epitelio de revestimiento esta constituido por un epitelio cilindrico
pseudoestratificado secretor {e), que descansa sobre una membrana basal. Corte semifino

Azul de toluidina borax 788X,
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Figural9b. Se muestran foliculos linfoides de macho testigo, con cuerpos apoptoticos

(™), localizados hacia la periferia del foliculo. Hematoxilia-Eosina 984X

Figura 19¢. Foliculo linfoide de macho tratado, con células en mitosis (W) tanto en la

region cortical (C) como medular (M). Hematoxilia-Eosina 984X






Figura 20a. Foliculos linfoides de machos testigo, que muestran cuerpos apoptoticos (™)
en la region medular (M) principalmente. El tejido conmjuntivo de la plica emite
proyecciones de fibras (tc) para delimitar a cada uno de los foliculos (f), existen vasos
sanguineos de diferente calibre (v). En el borde apical existen botones de células FAE y

epitelio cilindrico pseudoestratificado secretor (e). Hematoxilina-Eosina 400X.

Figura 20b. Foliculo linfoide de macho tratado, que muestra la presencia de cuerpos
apoptaticos (> ) y mitosis (=-). En el borde apical del foliculo se localizan las células FAE
y un epitetio pseudoestratificado secretor. En la porcion basal del foliculo se encuentra la

capa muscular (m) y tejido conjuntivo (tc). Hematoxilina-Eosina 500X.







Figura 21a. Foliculos linfoides delimitados por tejido conjuntivo (té) de macho testigo
con cuerpos apoptoticos (™ ),linfocitos (=) y algunas células en mitosis (#). Corte

semifino. Azul de toluidina 988X,

Figura 21b. Foliculo linfoide de macho tratadoe con su boton de células FAE, linfocitos
(=), células en mitosis (W) y algunos cuerpos apoptoticos (> ). Corte semifino. Azul

de toluidina 984X






Figura 22a. Foliculo linfoide de macho testigo que muestra cuerpos apoptoticos (). Los
cuerpos apoptoticos se observan tanto en la region del borde folicular como hacia el

interior del foliculo linfoide. Hematoxilina-Eosina 984 X.

Figura 22b. Foliculo linfoide de macho tratado con DHEA que muestra células en mitosis
(®). Las mitosis se observan en la periferia del foliculo y en la region medular.

Hematoxilina-Eosina 984X.

Figura 23a. Foliculos linfoides de hembra testigo, que muestran en el borde apical de
algunos de los foliculos botones de células FAE, asi como corpusculos de Hassal (h) en la
porcion medular del foliculo. Estas estructuras son acidofilas y estan constituidas por
células Rep palidas. Entre los foliculos linfoides existe una gran cantidad de heteréfilos (e)

y tejidos conjuntivo que tiene una apariencia laxa (tc). Hematoxilina-Eosina 200X.

Figura 23b. Foliculos linfoides de hembra tratada que muestran la presencia de
corpusculos de Hassal (h) en la porcién medular. Estas estructuras son acidofilas y estan
constituidas por células Rep palidas. También se observan botones de células FAE en el
borde apical de los foliculos linfoides. Existen pocos heterofilos (e} en el espacio
interfolicular y el tejido conjuntivo (tc) presenta un arreglo menos laxo que en los animales

testigo. Hematoxilina-Eosina 200X






Figura 24 aFoliculos linfoides de hembra testigo que presentan en su borde basal gran
cantidad de heterdfilos (e). En la parte central de uno de los foliculos se observa la
presencia de un corpusculo de Hassall (b). El tejido conjuntivo (tc) que se encuentra entre
los foliculos linfoideés presenta una apariencia laxa y algunos vasos sanguineos (v).

Hematoxilina-Eosina 320X

Figura 24b. Foliculos linfoides de hembra tratada con DHEA que muestran en la parte
central corpusculos de Hassall (h). La presencia de estas estructuras fue muy frecuente en
los organismos tratados. En el intetior de los foliculos linfoides es notoria apariencia
apretada entre las celulas. Se distingue en los foliculos linfoides la presencia de corteza C
y médula (M). Se observa tejido conjuntivo (tc) entre los foliculos con una apariencia

poco laxa y la presencia de algunos vasos sanguineos. Hematoxilina-Eosina 320X,






Figura 25a. Foliculo linfoide de hembra tratada, que muestra la estructura semejante al
“corpisculo de Hassal” (h), las células Rep claras tienen un citoplasma claro y se arreglan
en forma conceéntrica. En la médula se observan linfocitos (1). Los cuerpos apoptdticos se
ubican en diferentes regiones de la médula () Las células FAE con apariencia globosa,
muestran un citoplasma claro y un niicleo grande, se encuentran en el borde apical del

foliculo en contacto directo con la médula Corte semifino. Azul de toluidina borax 320X

Figura 25b. Foliculo linfoide de hembra testigo que muestra la formacién del corpusculo

de Hassall (#) por debajo de las células FAE. Tricromica de Masson 320X






Figura 26a. Foliculos linfoides de hembra testigo que muestran la ausencia de corteza. En
el espacio interfolicular se observan gran cantidad de heteréfilos (e), el tejido comjuntivo

se aprecia con vasos sanguineos de diferente calibre (v). Hematoxilina-Eosina 788X,

Figura 26b. Foliculos linfoides de hembra tratada que muestra una médula (M) y una
corteza (C) bien definida, se observan algunas mitosis (#) en estos dos compartimentos.
El espacio interfolicular son pocos los heterdfilos (e) que hay, el tejido conjuntivo (tc)

presenta una apariencia poco laxa. Hematoxilina-Eosina 788X.







Figura 27a. Foliculos linfoides de macho testigo, que en su interior presentan c€lulas con
nicleos picnoticos que corresponden a células en apoptosis. entre los limites de los

foliculos se encuentran una gran cantidad de heterofilos (e). Hematoxilina-Eosina 200X.

Figura 27b. Foliculos linfoides de macho tratado que muestran en su borde apical botones
de células FAE. Entre los limites foliculares se observan pocos heterofilos (e).

Hematoxilina-Eosina 200X,

Figura 28a. Fibras reticulares que constituyen el estroma de las plicas de la bursa de
Fabricio de hembra testigo. La fibras reticulares (r) delimitan a cada uno de los foliculos

linfoides (f). Gomori 62.5X.






Figura 28b. Fibras reticulares que delimitan los foliculos linfoides de la bursa de hembra
testigo. La trama de fibras reticutares que forman la membrana basal (mb) se interrumpen
a nivel de las células FAE, quedando estas células en contacto directo con la médula
folicular. Pequefias fibras muy delgadas comienzan a penetrar al interior del foliculo a nivel

de la corteza {€).Gomon 400X.

Figura 28c. Fibras reticulares que delimitan los foliculos linfoides de la bursa de hembra
tratada. La trama de fibras reticulares que forman la membrana basal (mb) se interrumpen
a nivel de las células FAE. Fibras reticulares muy delgadas penetran hacia el interior del
foliculo linfoide (f) en lo que corresponde a la corteza (€). La presencia de fibras
reticulares finas a este nivel en los foliculos linfoides, se presentd con una frecuencia

mayor en los organismos tratados. Gomori. 400X .






Figura 29a. Células Tap 1" (Ia") de macho testigo, localizadas de manera irregular en los
foliculos linfoides y escasamente en el médula. La reaccion positiva se observa cerca del
borde del epitelio, como si las células Ia” estuvieran por debajo con las células FAE (>).
Se nota ta ausencia de prolongaciones citoplasmicas. Inmunocitoquimica estreptavidina-

biotina-peroxidasa, acoplado con amino-etil-carbazol contrastada con hematoxilina 200X

Figura 29b. Células Tap 1™ (Ia") de macho tratado, se localizan en la porcion del borde
folicular v hacia el interior de la médula (>). La reaccion positiva se observa también en el
borde del epitelio, como si las células Ia” estuvieran intercaladas con las celulas FAE ().
Las células Ia* se observan con pequeiios brazos que parecen envolver a las demas células
que se encuentran en ¢l foliculo. Inmunocitoquimica estreptavidina-biotina-peroxidasa,

acoplado con amino-etil-carbazol 200X.






Figura 30a. Células Tap 1 (Ia") de macho testigo, en los foliculos linfoides. La
distribucién de las células es muy difusa en estos foliculos; se observan prolongaciones
citoplasmaticas cortas y escasas (7). Inmunocitoquimica  estreptavidina-biotina-

peroxidasa, acoplado con amino-etil-carbazol contrastada con hematoxilina 500X.

Figura 30b. Células Tap 1* (la") de macho tratada en los foliculos linfoides. La cantidad
de células Ia" es mas evidente que en los testigo y se e.ncuentran en el borde y en la
porcion medular del foliculo. Se observan prolongaciones citoplasmaticas un poco mas
largas y gruesas () y el soma (s} de las células Ta”. Inmunocitoquimica estreptavidina-

biotina-peroxidasa, acoplado con amino-etil-carbazol contrastada con hematoxilina 500X






Figura 31a. Células Tap 1" (la") de macho testigo en un foliculo linfoide, que muestra los
somas (s) de las células la' y la ausencta de proyecciones citoplasmaticas.
Inmunocitoquimica estreptavidina-biotina-peroxidasa, acoplado con amino-etil-carbazol

contrastada con hematoxilina 1250X.

Figura 31b. Células Tap 1" (Ia') de macho tratado en un foliculo linfoide, que muestra la
trama que forman las proyecciones citoplasmaticas de las células Ia" (»), dando la
apariencia de que estuvieran envolviendo a los demas elementos celulares contenidos en el
foliculo linfoide. Se observa una célula Ia” con su micleo y su nucledlo rodeada por un
citoplasma con una reaccin positiva intensa. Inmunocitoquimica estreptavidina-biotina-

peroxidasa, acoplado con amino-etil-carbazol contrastada con hematoxilina 1250X.






Figura 32a. Foliculo linfoide de hembra testigo, que muestra cuerpos apoptéticos

(>).Bromuro de etidio 1250X.

Figura 32b. Foliculo linfoide de hembra tratada, con células en mitosis (W), Bromuro

de etidio 1250X.







Figura 33a. Foliculos linfoides de hembra tratada, que muestran la presencia de células
epiteliales asociadas al foliculo (FAE) cargadas de tinta china (>}, aunque existen
heterofilos en el limite entre los foliculos linfoides (e) estos se encuentran en menor

cantidad que en los testigos. Eosina 250X.

Figura 33b. Revestimiento epitelial de la bursa de hembra testigo, que muestra la pequena
cantidad de tinta china en el interior de las células FAE (). Es notable la cantidad de

heterofilos presentes en el borde de los foliculos (e). Eosina 400X.






Figura 33c. Células FAE de hembra testigo, que muestran pequefias particulas de tinta
fagocitada en su interior después de tres boras de haber sido inyectada por la cloaca ().
La tinta china que no fue fagocitada parece como adherida al epitelio de revestimiento.

Existen heterofilos entre los foliculos (e). Eosina 788X,

Figura 33d. Células FAE de hembra tratada, que contiene particulas de tinta china después

de tres horas de haber sido inyectada por la cloaca.(>). Eosina 788X.
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