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RESUMEN

Se ha determinado que la hormona de crecimiento (GH) tiene efectos sobre la
proliferacion y diferenciacion de varios tejidos en el organismo. También,
tiene efectos moduladores sobre el metabolismo, y efectos sobre la apoptosis,
siendo capaz de inhibirla en varios modelos (cerebro de rata, células de la
granulosa bovina, cardiomiocitos de rata, lineas celulares de células
pancreaticas B, neutrdfilos de humano, etc). Uno de los tipos celulares
utilizados para estudiar el efecto antiapoptético de la GH es el sistema
inmune, en donde se ha observado que inhibe la apoptosis en la linea EL4 de
linfoma, en linfocitos T de humano y en células pro B de la linea Ba/F3 de
rata. En la bolsa de Fabricio de las aves, un tejido linfoide primario (sitio en
donde los linfocitos B maduran), el cual esta caracterizado por tener tres
etapas de desarrollo posteclosion: Una fase de crecimiento, una fase
estacionaria y una de involucién, se ha propuesto que durante su regresion
esta involucrado el fendmeno de apoptosis. Para dilucidar si la hormona de
crecimiento de pollo (cGH) esta involucrada en la modulacion de la apoptosis
en la bolsa de Fabricio, cortes de bursa (1, 4 y 18 semanas de edad) fueron
sometidos al ensayo de TUNEL. Los cortes de 18 semanas de edad mostraron
un incremento significativo en la proporcion de la apoptosis (2.57£0.12%) en
comparacion con 1 semana (0.64+£0.057%) y 4 semanas (0.04+0.002%). Para
determinar si la GH puede actuar como un factor de supervivencia, células de
bursa fueron tratadas con rcGH. Los datos muestran un incremento en la
viabilidad con 0.1, 1, 10 y 100 nM (15.7£2.6%, 17.84£5.1%, 22.07+4.6% y
17.34£5.02% respectivamente) en comparacion con las células no tratadas con
la hormona. Los mismos cultivos fueron sujetos al ensayo de caspasa 3, donde
se encontrd una disminucion significativa de 19% en su actividad con los
tratamientos de 1, 10, 100 nM en comparacion con el control.

Nuestros resultados sugieren que la apoptosis esté involucrada en la fase de
involucion de la bursa y que la hormona tiene un efecto antiapoptotico en las
celulas de la bolsa de Fabricio.
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INTRODUCCION

La hormona del crecimiento (GH) es una proteina que posee alrededor de 191
aminoacidos en la mayoria de los vertebrados (3), y es sintetizada y secretada
principalmente por los somatotropos del I6bulo anterior de la glandula
hipdfisis (4). Se ha determinado que la GH tiene efectos sobre la proliferacion
y diferenciacion de varios tejidos en el organismo (41), ademéas de que tiene
efectos moduladores sobre el metabolismo y algunos efectos sobre la
apoptosis, siendo capaz de inhibirla en varios modelos (cerebro de rata,
celulas de la granulosa bovina, cardiomiocitos de rata, lineas celulares de
células pancredticas B, neutrofilos de humano, etc) (44, 45, 47, 48). Uno de los
modelos utilizados para estudiar el efecto antiapoptético de la GH es el
sistema inmune, en donde se ha observado que inhibe la apoptosis en la linea
EL4 de linfoma, en linfocitos T de humano y en células pro B de la linea
Ba/F3 (65, 66). En las aves, la bolsa de Fabricio, un tejido linfoide primario,
presenta durante su desarrollo varias fases: crecimiento, meseta e involucion.
Se ha descrito que en el proceso de involucion de la bolsa de Fabricio esta
involucrado un proceso de apoptosis (25, 26, 27, 28, 29, 61). Estudios previos
realizados en nuestro laboratorio han mostrado que la concentracion y el
contenido de GH en la bolsa de Fabricio tienen una correlacion con el tamafio
y el peso del tejido a lo largo de la ontogenia del pollo lo cual parece sugerir
un papel modulador de la GH en el desarrollo de este drgano (29). En
particular nos interesa analizar la fase de involucion de la bolsa de Fabricio en
donde se ha determinado que existe un proceso apoptotico, por lo que en este
trabajo nuestro objetivo fue estudiar el efecto de la hormona de crecimiento

sobre la apoptosis en células de la bolsa de Fabricio.






ANTECEDENTES

HORMONA DE CRECIMIENTO

La hormona de crecimiento (GH) pertenece a una familia de
proteinas con actividad hormonal que incluyen entre otras a la
prolactina y al lactégeno placentario. Los genes que codifican
para estas hormonas contienen 5 exones y cuatro intrones y se
ha propuesto que evolucionaron por duplicacibn génica
durante los ultimos 350 millones de afios a partir de un gen
ancestral comun. La GH es sintetizada y secretada
principalmente por los somatotropos del I6bulo anterior de la
glandula hipofisis (1). El clasico efecto somatotropico que esta
hormona despliega sobre sus érganos blanco, promoviendo con
ello la diferenciacion y proliferacion celular (figura 1) (41) se
leva a cabo tanto de forma directa como indirecta, a través
del papel mediador de péptidos conocidos como IGF-l e IGF |l
(factores de crecimiento insulinoide, del tipo | y |
respectivamente) (2). Ademas de su efecto somatotrépico, la
GH muestra otros tipos de bioactividad que regulan el
metabolismo. Entre ellas se pueden mencionar las siguientes:
lipolitica, diabetogénica, similar a insulina, y actividad
lactogénica en humano. También inhibe la lipogénesis inducida
por insulina y la lipdlisis inducida por epinefrina. Se ha

determinado que la amplia diversidad funcional de esta



hormona podria explicarse al menos parcialmente, por la
heterogeneidad estructural asociada a esta molécula (2). En
efecto, se conoce que la GH en realidad constituye una familia
de proteinas similares, pero no idénticas, conocidas como
variantes o isoformas de la hormona de crecimiento. Estas
formas pueden generarse a partir de diversos mecanismos, por
ejemplo: por la multiplicidad génica en algunos organismos (GH
normal y GH variable); a través del procesamiento diferencial
del ARNm de GH (que da origen a las formas 22, 20, 17.5 kDA); o
bien por modificaciones postraduccionales (fosforilacion,
glicosilacion, amidacion, protedlisis limitada u oligomerizacion,
entre otras). Se ha descrito que algunas de estas variantes
pueden tener bioactividades discretas no compartidas por otros

miembros de la familia (2).
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ESTRUCTURA DE LA HORMONA DE CRECIMIENTO

La estructura primaria de la GH contiene alrededor de 191
aminoacidos (aunque existen variaciones en el numero de
residuos de especie a especie) y posee una masa molecular de
aproximadamente 22 kDa. Contiene dos enlaces disulfuro y 4 a-
hélices en su estructura primaria (figura 2) (3). A lo largo de la
escala evolutiva de los vertebrados se observa que la GH exhibe
grados significativos de identidad y similitud en la secuencia de
aminoacidos, por ello, cuando la estructura cristalina de la hGH
(Human Growth Hormone) fue resuelta mostré cualidades
moleculares similares a las encontradas en la molécula de GH
porcina que fue l|la primera en ser caracterizada por
cristalografia de rayos X. Las hélices 1, 2, 3 y 4 estan localizadas
entre los residuos 9 - 34, 72 - 92, 106 - 128 y 155 - 184 en la hGH y
se encuentran muy conservadas en la evolucion. Generalmente
los puentes disulfuro se encuentran entre los residuos de Cyssz —
Cysies Y Cysis2 — Cysige. La resolucion de la estructura cristalina de

la GH fue importante porque establecié la base para los



estudios estructurales de otros miembros de la familia de esta

hormona. (3).

Es importante recalcar que la GH existe no solo como una
proteina sino como una familia de proteinas (2). Estas variantes
pueden originarse a través de multiplicidad génica como es el
caso de la GH normal y GH variable donde en humanos la
primera se expresa en la hipofisis y la segunda en la placenta;
también existen variantes que se originan por procesamiento
diferencial del ARNm, por ejemplo la GH de 20kDa la cual
carece de los residuos correspondientes al segmento 32-46 (2).
Por dltimo, existen variantes que se pueden generar por
modificaciones postraduccionales como glicosilacion,
fosforilacion, rompimiento proteolitico u oligomerizaciéon entre
otras. Se ha propuesto que las multiples variantes de la hormona
de crecimiento podrian explicar parcialmente los diferentes
efectos y bioactividad de esta hormona (2). Un ejemplo claro
de lo anterior se observa en el estudio hecho por Aramburo,
Campbell y Scanes en el cual se determind que existen
diferencias en la bioactividad de dos variantes de carga de la
GH (Rf=0.22 y Rf=0.30), donde la variante de 0.22 tuvo una
actividad lipolitica mientras que la variante de 0.30 tuvo un

efecto antilipolitico (71).



Alfa

Figura 2. Estructura terciaria de la GH de humano (77)

La GH ejerce sus efectos a través de su receptor (GHR), el cual
pertenece a la familia de las citocinas tipo |. El GHR consiste de
dos dominios de fibronectinas tipo lll B unidas por un conector
flexible. Estos dominios estan conectados también a un udnico
dominio de hélice transmembranal a través de un conector
flexible. El dominio intracelular estd compuesto de los motivos
estructurales denominados caja 1 y 2, a los cuales se une la
tirosina cinasa JAK2 (Janus kinase 2), asi como algunos residuos
de tirosina que son substratos para la fosforilacion por JAK2. Una
vez fosforilados se vuelven sitios de unidn para proteinas con el

dominio SH2 (figura 3) (77).
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Figura 3. Estructura tridimensional de la unién de la GH a sus receptores (77)

REGULACION DE LA SECRECION DE LA HORMONA DE
CRECIMIENTO

La secrecion hipofisaria de Ila GH esta regulada
multifactorialmente por diversos mediadores y efectores, entre
los que sobresalen los péptidos hipotalamicos: somastostatina
(SRIF), la hormona liberadora de la hormona de crecimiento
(GHRH) y en algunas especies la tiroliberina (TRH), quienes
participan inhibiendo o estimulando la secrecion de la hormona
a partir de los somatotropos de la hipofisis anterior (4). La
secrecion también es regulada a través de asas que son
sensibles a las concentraciones circulantes de otros compuestos
importantes como las hormonas tiroideas, el factor de
crecimiento insulinoide tipo | (IGF-1), la glucosa, los aminoacidos

y las hormonas esteroides entre otras (figura 4). La GH es



secretada en varios pulsos discretos a lo largo del dia, siendo
mas abundantes durante la etapa 3 y 4 del suefio de ondas
lentas (4). Durante el desarrollo de los organismos la produccion
mayor de GH ocurre durante la pubertad aunque la secrecion
persiste después de la completa maduracion del sistema 6seo y
luego declina de manera sostenida con la edad. El patron de
secrecion de GH en los adultos esta caracterizado por pulsos
gue son cada vez menores y mas pequeifos en amplitud. Ello se
acompafa concomitantemente con la disminucion de los

niveles circulantes de IGF-1. (4).
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Figura 4. Principales factores que regulan la sintesis y la liberaciéon de la GH (87)



SISTEMA INMUNE Y HORMONA DE CRECIMIENTO

Desde hace algun tiempo se conoce que la GH puede modular
la actividad del sistema inmune y se ha demostrado que
algunas células componentes de dicho sistema son capaces de
producir GH (22). Estudios realizados 70 afos atras revelaron que
la remocion quirdrgica de la glandula hipofisis resulta en atrofia
timica y aunque el papel del timo como una fuente de linfocitos
T no fue apreciado en ese momento, este trabajo fue de los
primeros en sugerir una asociacion entre el sistema inmune y el
enddcrino (75). En afos posteriores surgido mas evidencia de la
union funcional entre el sistema inmune y el enddcrino obtenida
a partir de estudios que mostraban que el desarrollo y funcién
de los linfocitos era deficiente en el modelo de raton enano
Snell. Esta linea de ratones tiene defectos en la produccion de
PRL (prolactina), GH, IGF-l y hormonas tiroideas debido a una
mutacion en el gen que codifica para pit-l, factor de
transcripcion que regula el desarrollo de la hipdfisis y la sintesis
de PRL, GH y TSH (hormona estimulante de la tiroides) en las
células de la hipofisis anterior (76, 77, 78). En particular, se
observé que la GH tiene diversos efectos sobre el sistema
inmune. En experimentos in vivo en ratas y ratones, tanto

infantes como senescentes, a los cuales se les realizaron



tratamientos con GH, se obtuvo un incremento de la tasa de
crecimiento y el niumero de células del timo, ademas de que
revirtieron o previnieron la involucion y estimularon la
repoblacion del tejido en animales a los que se les indujo dafo
tisular por radiacion (75). Mas evidencia del papel de la GH
como molécula inmunomoduladora viene de trabajos
realizados en linfocitos B y T maduros usando modelos de
roedores deficientes en GH. Por ejemplo: en ratas
hipofisectomizadas y ratones enanos Snell se observé un
incremento en el peso del bazo cuando se les administré GH, asi
como un aumento en el numero de linfocitos B y T, ademas de
un incremento en la actividad de las células NK (natural killers) al

compararlas con los no tratados (75).

En experimentos in vitro se ha descrito la presencia de
receptores a GH en tejidos hematopoyéticos de murinos, con un
namero mas bajo de receptores en linfocitos T que en células B
o0 macrofagos. También se ha determinado que la hormona de
crecimiento estimula la proliferacién de células T activadas en
murinos y que dicho efecto es directo y no a través de IGF-1
(23). En timocitos humanos se comprobd que éstos son capaces
de sintetizar y secretar GH e IGF-1 y que ademas la GH funciona
como un factor de crecimiento autdcrino/paracrino  cuyo
efecto puede ser mediado a través de la sintesis local del IGF-1
(20).



En células leucémicas humanas y en leucocitos de sujetos
normales se observd la expresion de GH y de su receptor,
aungue este ultimo fue encontrado principalmente en células B
y con variacion significativa entre individuos (18). La GH
exdgena también regula directamente de manera positiva la
secrecion local de GH por células mononucleares de sangre
periférica humana (19). Ademas, se demostrd6 que GH se
sintetiza independientemente de GHRH en este mismo modelo
(18).

Se ha determinado que la GH tiene efectos antiapoptoticos y
promueve la proliferacion en células mononucleares de sangre
periférica de humano cuando estas son sometidas a estrés por
radiacion y que los efectos antiapoptoticos son mediados por
Bcl 2 (21). Estos antecedentes nos permiten destacar el papel de
la GH en la modulacion del sistema inmune, y en especifico en

los procesos de apoptosis que se llevan a cabo en este sistema.
HORMONA DE CRECIMIENTO Y APOPTOSIS

El control del desarrollo, crecimiento y eventual destruccion de
los tejidos en los organismos vivos esta finamente regulado por
una variedad de procesos que interactian de manera
compleja a través de multiples factores y mecanismos. Uno de
ellos, que posee gran importancia es el que corresponde a la
muerte celular programada. La muerte celular programada se

compone de una secuencia de eventos basados en el



metabolismo que lleva finalmente a la destruccidon celular (43).

La apoptosis (un tipo de muerte celular programada) es el
resultado de una serie de eventos que involucran varias familias
de proteinas que estan altamente conservadas a lo largo de la
evoluciéon. El inicio de este proceso biolégico ocurre no
solamente como consecuencia de dafno celular o del material
genético, sino que también es importante durante el desarrollo
de los tejidos y para mantener la homeostasis del organismo.
Algunos defectos en la regulacion del programa apoptético
pueden causar la acumulacion de células inmortales, mientras
gue su carencia puede llevar a anormalidades en el desarrollo
de las extremidades, enfermedades autoinmunes y neoplasia
entre otras; por otro lado un exceso de células apoptdticas
puede provocar por ejemplo: enfermedades
neurodegenerativas, neuromusculares o de inmunodeficiencia

(34).

Originalimente el término apoptosis fue definido puramente
basado en aspectos morfoldégicos y por tanto este nombre fue
aplicado a todo aquello que tuviera alguna caracteristica
estructural que indicara algun tipo de muerte celular
programada. Sin embargo, conforme se han conocido mejor los
mecanismos bioquimicos responsables de generar los cambios
gue ocurren en la morfologia celular, el término apoptosis se

asocidé con una amplia variedad de significados. Para evitar



confusiones, de manera simplificada se ha propuesto que la
apoptosis se defina como la muerte celular programada
mediada por las enzimas llamadas caspasas y que muestre las
siguientes caracteristicas morfologicas: condensacion nuclear y
citoplasmatica, rompimiento de la cromatina, formacidon de
cuerpos apoptoéticos y mantenimiento de una membrana
plasmatica intacta (43). Especificamente, Ila definicidn
molecular de l|a apoptosis puede estar basada sobre |a
actividad proteolitica de las caspasas 2, 3, 6, 7, 8, 9 y 10 en
vertebrados. En cultivos de células de vertebrados, la apoptosis
puede ser inducida por una gran variedad de sefiales
proapoptodticas y estrés celular, incluyendo el retiro de factores
de supervivencia [Factor de crecimiento endotelial vascular
(VGEF), Factor de crecimiento epidermal (EGF), PRL, GH, IGF-1],
y puede ser prevenida suplementando al medio con suero o
algunos de los factores presentes en el mismo (IGF-I, GH, PRL,
VEGF) (43). Las citocinas constituyen uno de los grupos de
factores de supervivencia celular mejor caracterizados. Se ha
planteado que la GH pueda actuar como una citosina (7).
Existen evidencias de que la GH puede tener efectos sobre la
supervivencia celular tanto in vivo como in vitro. En un trabajo
realizado en cerebros de ratas macho adultas, en donde los
animales fueron tratados con GH, GHRP-6 (péptido liberador de
la hormona de crecimiento) o solucién salina como control, a

través de una canula colocada en la vena yugular, se



determinaron los niveles de fosforilacion de BAD mediante
Western blot, los niveles de ARNm de IGF-1 mediante RT-PCR, y el
nivel de apoptosis mediante el ensayo de TUNEL en cortes
histolégicos. Se demostr6 que tanto el tratamiento con GH
como GHRP-6 estimularon la expresion de IGF-1 local por una
parte, e inhibieron la apoptosis en el tejido. Se propuso que uno
de los mecanismos responsables de ese efecto fue a través de
la via de fosfatidil inositol 3"-OH cinasa/serina treonina cinasa
(PI3K/Akt) y la inactivacibn de BAD de manera directa o
indirecta, a través de IGF-lI (44). Por otra parte también se
determin®, en cultivos primarios de células de la granulosa de
bovinos tratadas con GH (0-10pg/ml), en presencia o ausencia
de inhibidores de PKA (proteina cinasa A), a través del ensayo
de TUNEL que la GH es capaz de inhibir la apoptosis y que la via
gue media este efecto es a través del sistema de PKA/AMPc, ya
gue en presencia del inhibidor el efecto de GH sobre la

apoptosis fue anulado. (45).

Otro modelo usado para evaluar el efecto antiapoptotico de la
GH corresponde a los cultivos primarios de cardiomiocitos de
rata neonatal (células PC) y la linea celular de cardiomiocitos
HL-1. En cultivos de células PC tratadas con 1lug/ul de GH en
medio sin suero se determind, a través de la tincion de Hoechst y
analizadas en microscopio de fluorescencia que presentaron un
niamero de células apoptdticas menor que los cultivos en el

grupo control. Los mismos hallazgos se corroboraron usando el



analisis de fragmentacion de ADN por electroforesis en gel de
agarosa. Ademas, se observo por citometria de flujo a través del
ensayo de TUNEL, que la GH también tuvo un efecto
antiapoptotico sobre los cultivos de las células HL-1(47). En otro
estudio, usando las lineas celulares del sistema inmune INS-1 e
INS-1E de células P pancreaticas productoras de insulina, se
describié un efecto antipoptotico de GH que es mediado a
través de la via JAK/STAT. Para evaluar el efecto de la GH se
realizaron cultivos de lineas celulares pancreaticas tratadas con
diversas citocinas [Interleucina 1- B (IL-1- B), Interferon-y (IFN-y),
Factor de necrosis tumoral a (TNF-a)], para inducir apoptosis, e
iIncubados en presencia o ausencia de GH (500 ng/ml). Para
determinar si el efecto antiapoptético de GH estaba mediado
por la via JAK/STAT las células fueron transfectadas con la
mutante dominante negativa de STAT5, o solo con el vector
como control. Los resultados obtenidos por citometria de flujo a
través del ensayo de Anexina V y la incorporacion de yoduro de
propidio (PI) como un marcador determinante de apoptosis
tardia, indican que la GH tiene mayor efecto antiapoptotico
sobre las células que tenian el tratamiento combinado de las
citocinas (48). Estos datos nos indican que la GH tiene efectos
antiapoptoticos en diversos tipos celulares, incluyendo al sistema

iInmune, al cual nos avocaremos en el siguiente apartado.

HORMONA DE CRECIMIENTO, SISTEMA INMUNE Y APOPTOSIS



Ademas de los efectos ampliamente descritos de la GH sobre el
sistema inmune como un factor de proliferacion, de activaciony
diferenciacion, esta hormona es capaz de ejercer efectos
antiapoptoticos en dicho sistema y algunas evidencias que

apoyan esta aseveracion se mencionan a continuacion.

Se evalud el efecto antiapoptético de la GH en cultivos
celulares de neutréfilos, monocitos y linfocitos de sangre
periférica de humano a través del analisis de fragmentacion de
ADN por electroforesis en gel de agarosa y citometria de flujo, y
se observdé que en los cultivos tratados por 12 horas con
concentraciones de 100 ng/ml de GH se inhibié la apoptosis en
neutrofilos (48). También, en la linea celular EL4 de linfoma de
células T a las cuales se les hizo sobre-expresar GH, y tratadas
con metilmetanosulfonato (MMS) para inducir apoptosis, se les
evalu6 a través de electroforesis en gel de agarosa para
determinar fragmentacion de ADN, asi como con micro-arreglos
para determinar la expresion de bax, BAD y las caspasas 3, 8, y
9. Los resultados indicaron que las células que sobreproducian
GH mostraron una importante reduccion en la fragmentacion
del ADN, un indicativo del efecto inhibitorio sobre la apoptosis, y
también se observé que la GH inhibio la expresion de BAD, Bax y
caspasas 3, 8 y 9 (62). En otra linea celular de precursores de
linfocitos B (Ba/F3) que normalmente no expresan el receptor a
GH, se demostré a través del andalisis del contenido de ADN por

incorporacion de yoduro de propidio cuantificado por



citometria de flujo, que las células transfectadas que
expresaban el receptor funcional a GH en presencia o ausencia
de tratamientos de hormona de crecimiento bovina (bGH) (1
ng/ml) presentaban una disminucion en la proporcion de
células en apoptosis de hasta un 73%. Esto sugiere que el efecto
de la GH no solo es enddcrino sino también paracrino y/o
autocrino (63). A fin de ahondar en el estudio del papel que
tiene la GH sobre la inhibicion de la apoptosis en el sistema
inmune de los vertebrados, en este trabajo hemos decidido
evaluar el efecto de la GH en la bolsa de Fabricio, un tejido

linfoide primario exclusivo de las aves.
BOLSA DE FABRICIO

La bolsa de Fabricio es un érgano linfoide primario de las aves
localizado en la parte terminal del tracto intestinal (Figura 5).
Este érgano esta constituido por 12 a 15 pliegues, y dentro de
éstos existe tejido linfoide que se organiza en foliculos (50, 51).
Anatdmicamente la bolsa de Fabricio se divide en cuatro
capas:. una capa delgada de tejido conjuntivo con un epitelio
plano simple, una capa muscular de musculo liso, una capa
submucosa y un epitelio superficial cilindrico pseudoestratificado
(51, 52, 53).



Figura 5. Localizacion de la bolsa de Fabricio y el timo en las aves (88)

Dentro de los pliegues se encuentran los foliculos (figura 6). Estos
estan constituidos por una region medular y una region cortical,
separadas por una membrana basal bien definida que tiene
continuidad con la membrana basal del epitelio interfolicular. En
la regidon medular del foliculo se encuentran linfoblastos y
linfocitos inmersos en un estroma constituido por las
prolongaciones citoplasmaticas de células reticulo epiteliales,
las cuales se encuentran unidas por desmosomas. Ademas de
las células linfoides, también se encuentran macroéfagos y
células dendriticas en la regidon medular del foliculo. En la
periferia, entre la regiobn medular y cortical, existe una capa de
células epiteliales que limitan estos dos compartimentos junto
con la membrana basal, denominado regidn corticoepitelial

(54, 55).
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Figura 6. Representacion esquematica de la bolsa de Fabricio (88)

La corteza esta formada hasta por diez capas de linfocitos B,
entre las que se disponen algunas células epiteliales y en menor
namero células mesenquimatosas de la lamina propia. No hay
uniones entre los linfocitos, ni entre éstos y las células epiteliales.
En la corteza, la red celular se continda con el tejido conjuntivo

gue rodea al foliculo (56, 57, 58).

Las células que constituyen al foliculo linfoide son las: células
epiteliales asociadas al foliculo (FAE), células reticuloepiteliales
(REP), células dendriticas secretoras (SDC), macrofagos, células

plasmaticas, linfoblastos y linfocitos (59).



Los linfocitos medianos y grandes son los elementos
predominantes en los foliculos Ilinfoides y se localizan
principalmente en la periferia de la médula de la bursa. En el
centro de la meédula los Ilinfocitos estan organizados
densamente y se encuentran situados entre las células

reticulares y rodeados por epitelio cortico-medular (60).

La bolsa de Fabricio tiene un crecimiento marcado durante el
desarrollo embrionario. Después del nacimiento se han
identificado tres fases de crecimiento. Una fase rapida, desde el
nacimiento hasta 3 6 4 semanas de edad, una fase de meseta,
periodo durante el cual incrementa su peso hasta alcanzar un
maximo entre las 10 y 15 semanas y una fase de involucion la

cual termina alrededor de la semana 20 de edad (61).

El papel de la bolsa de Fabricio como tejido linfoide es llevar a
cabo la maduracion de las células B inmaduras. También sirve
como un sitio para el procesamiento de antigenos y desarrollo
de la respuesta inmune humoral, asi como el sitio primario para
la diferenciacion de las células B y la diversificacion de las
inmunoglobulinas. En este Ultimo proceso, los mecanismos
apoptoticos estan involucrados en la seleccion de linfocitos B
para generar un repertorio de ceélulas inmunocompetentes (26).
Trabajos previos han demostrado que los linfocitos de la bolsa
de Fabricio de pollo llevan a cabo una activacion enddégena

de la apoptosis cuando se encuentran en cultivo (26, 27).



También se ha descrito que tanto GH como su receptor se
expresan en la bolsa de Fabricio, lo cual sugiere un papel de GH
en el desarrollo de este tejido (28, 29). Con base en esta
informacion es factible considerar a la bolsa de Fabricio como
un modelo adecuado para estudiar los efectos de la GH sobre

la regulacion de los mecanismos de la apoptosis en las aves.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se ha descrito que la hormona de crecimiento ejerce diversos efectos

moduladores sobre la actividad del sistema inmune. En particular se ha
postulado que la GH podria estar involucrada en la regulacion de algunos
mecanismos apoptoticos en las células inmunocompetentes, actuando como un
factor de supervivencia o antiapoptotico. A fin de ahondar en el papel que la
GH tiene en la regulacion de la apoptosis en el sistema inmune de los
vertebrados, en este trabajo se analiz6 la capacidad de esta hormona para
inhibir dicho proceso en cultivos primarios de células provenientes de bolsa de
Fabricio de pollo.



HIPOTESIS

La hormona de crecimiento tiene un efecto antiapoptdtico en

la bolsa de Fabricio.

OBJETIVO GENERAL

Determinar si la hormona de crecimiento tiene un efecto sobre
los mecanismos de apoptosis en cultivos primarios de células de

bolsa de Fabricio.

OBJETIVOS PARTICULARES

- Determinar la proporcion de apoptosis en los foliculos de
bolsa de Fabricio de pollos durante el desarrollo.

- Establecer las condiciones 6ptimas de un cultivo primario
de células de la bolsa de Fabricio.

- Analizar si la GH tiene una actividad como factor de
supervivencia en cultivo primarios de células de la bolsa de

Fabricio, a través de un mecanismo antiapoptotico.
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MATERIALES Y METODOS

MODELO EXPERIMENTAL

Se utilizaron pollos machos de la linea Ross obtenidos de las
granjas Abrego en la ciudad de Querétaro, Querétaro de 1, 4y
18 semanas de edad, los cuales fueron sacrificados por
decapitacidon. Se les extrajo la bolsa de Fabricio y los tejidos
fueron colocados en solucion Bouin Holland (174mM Acido
picrico, 125mM acetato cuprico, 4% formol en H.O desionizada)
para ser fijados y posteriormente usados en el ensayo de TUNEL
(muerte celular POD in situ de ROCHE). Ademas, para realizar los
cultivos primarios de células de la bolsa de Fabricio, se usaron
pollos de 4 semanas de edad, de la linea ya mencionada, los
cuales también fueron sacrificados por decapitacion y su bursa

fue colectada de manera aséptica.

DETERMINACION DE LA PROPORCION DE APOPTOSIS EN
FOLICULOS DE LA BOLSA DE FABRICIO POR EL ENSAYO DE TUNEL

Con el fin de determinar las diferencias en la proporcion de

foliculos en apoptosis se utilizaron cortes histolégicos de bolsa de



Fabricio de pollo y se analizaron mediante el ensayo de TUNEL.
Se utilizaron cortes de bursa de pollos de 1, 4 y 18 semanas de
edad. Para cada edad se usaron 4 pollos y de cada pollo se
usaron 4 cortes, con el fin de evaluar diferencias en los patrones
de muerte celular de los tejidos, para lo cual los mismos fueron

tratados de la siguiente manera:

Los tejidos se fijaron en Bouin-Hollande por 24 horas y
posteriormente se lavaron con agua corriente para eliminar el
fijador. Luego se deshidrataron en soluciones de concentracion
creciente de etanol (50, 70, 96 y 100%) y después en xilol. Una
vez deshidratados, los tejidos fueron incluidos en bloques de
parafina. Se obtuvieron cortes longitudinales de 7-8 um con el
microtomo, los cuales fueron montados en portaobjetos de

cristal (Fisherbrand).

Los tejidos fueron desparafinados con solucién de citrisolv y se
rehidrataron con concentraciones decrecientes de etanol
(Absoluto, 95%, 70%, 50%) y agua destilada por periodos de 5
minutos en cada solucion. Luego se continué con lugol,
tiosulfato de sodio al 5% y agua destilada (2 minutos en cada
solucioén). Los tejidos ya rehidratados fueron lavados tres veces
con PBS1X (solucion PBS 0.01M, NaCl 0.15M, pH 7.8) e
inmediatamente fueron incubados con proteinasa K (solucion
de trabajo 10ug/ml en 10mM de Tris/HCI pH 7.4) por 15 min a

temperatura ambiente (de 21 a 37°C) en una camara humeda



para permeabilizarlos y después lavados tres veces con PBS 1X.
Posteriormente se procedié con el ensayo de TUNEL [Terminal
deoxynucleotidyl transferase (TdT)-dependent polymerization of
labeled nucleotides to free 3'-OH DNA ends in a template-
independent manner por sus siglas en ingles, que significa:
Polimerizacion de extremos 3°-OH libres marcados por
transferasa deoxinucleotidica terminal de manera
independiente a un templado], el cual consiste en incorporar las
bases analogas dUTPs (deoxynucleotidyl uracil triphosphate por
sus siglas en ingles que significan deoxinucleotidil uracilo
trifosfato) marcadas con fluoresceina a las partes terminales 3"-
OH del ADN. Para realizar el ensayo de TUNEL se utilizo el estuche
para deteccion de muerte celular POD in situ de ROCHE (No. de
Cat. 11684795910) siguiendo las instrucciones indicadas por el
proveedor de la manera siguiente: A cada corte se le
agregaron 50ul de la mezcla de TUNEL (50ul de la solucién con
TdT en 450ul de la solucién con los dUTPs) y se cubrieron con
cuadros de parafiim de 1cmz2. Los portaobjetos (Fisher Superfrost,
No. cat. 12-550-15) fueron incubadas por 1 hora a 37 °C en una
camara humeda. Después de la incubaciéon se realizaron tres
lavados con PBS1X. Para realizar la tincion de DAPI (4'-6-
Diamidino-2-phenylindole) se colocd 1 ml de la solucion de DAPI
(1 mg/ml DAPI en H>O desionizada) y se incubaron a

temperatura ambiente en oscuridad por 30 minutos. Después de



este tiempo se montaron usando medio para montaje

fluorescente DakoCytomation (No. cat. S3023)

Los cortes fueron observados en el microscopio de fluorescencia
Olympus BX51 y se calculo la proporcion del area relativa de la
sefial de TUNEL a través de la herramienta de conteo y
determinacion de area del software Image Pro Plus en 6
campos. El programa detecta una Iintensidad de sefal
predeterminada, y en cada sitio de un campo en donde es
identificada dentro del intervalo de intensidad como positiva se
le cuantifica el area. Posteriormente las areas se suman y se
dividen entre el area total del campo para obtener una

proporcion.

OBTENCION, DISPERSION Y CULTIVO DE CELULAS DE BURSA

Se sacrificaron pollos de 4 semanas de edad. Se colectaron las bursas de
manera aséptica con pinzas y tijeras estériles. El tejido fue colocado en 10 ml
de medio Hanks (Invitrogen No. cat. 14170-120) para transportarlo y ya en
condiciones estériles en la campana de flujo laminar se descartd el medio y se
agregaron 10 ml de medio Hanks para lavar el tejido. Esto se repitié dos veces
maés. El tejido fue entonces colocado en una caja petri estéril en medio RPMI
1640 (Sigma R8758) suplementado con 5% SFB (suero fetal bovino Gibco
No. Cat. 16000-036) y 5% SP (suero de pollo Gibco No. Cat. 16110-082) y

fue fragmentado en pedazos de aproximadamente 1mm?® con bisturi. Estos



fragmentos se pasaron a un homogenizador de vidrio (Wheaton) y se
homogeneizaron con 15 a 20 golpes con el pistilo de vidrio. El
homogeneizado fue filtrado con una malla con un poro de 40 um (Biochem,
No. cat. 2340) a otro tubo y centrifugado a 300 g por 5 minutos (centrifuga
Beckman Coulter, rotor de 1.12 r a 1800 RPM). Posteriormente la pastilla fue
resuspendida y filtrada de nuevo. Se centrifugd y resuspendié con 5 ml de
medio RPMI 1640 y se realizo un conteo celular utilizando un hemocitémetro
(Houser Scientific Horsham). Se contd el ndmero de celulas de las cuatro
areas de la cuadricula de la camara y se obtuvo un promedio del nimero de
celulas por area. El promedio fue multiplicado por la dilucién (dilucion 1:20)
y por 10,000 para obtener el nimero de células por mililitro. Para realizar el
ensayo de viabilidad con azul de tripano (Allied Chemical and Dye
Corporation, No. cat 477), una alicuota de la suspension celular se diluyo6 1:10
v/v con medio y a 20 ul de esa dilucion se le agregaron otros 20 ul de azul
tripano. De esta mezcla se tomaron 10ul y se colocaron en el hemocitémetro.
Se realiz6 el conteo celular como ya se describio pero ademas se contaron las
celulas tefiidas con el colorante vital. Se suma el numero de células no tefiidas
y se dividié entre la suma de las células tefiidas con azul de tripano y las
ceélulas no tefiidas para obtener el porcentaje de viabilidad.

En cultivos tratados con rcGH (recombinant chicken Growth
Hormone) se prepar6é medio RPMI 1640 con concentraciones de
1x109, 1x108, 1x107, 1x10%6, 1x105, 1x104 mM de rcGH. Después
del conteo celular y el analisis de viabilidad en el tiempo 0, se
procedid a realizar una dilucidon de la suspension original de

células para tener aproximadamente 4x10¢ cel/ml por tubo de

cultivo, en un volumen de 1 millitro. Las células fueron



incubadas a 37 °C y una atmosfera con 5% CO: en una
incubadora (Nuaire, US autoflow) con tiempos de 0, 2, 4 y 6
horas. En cada tiempo se realizé el conteo celular y el analisis de
viabilidad como ya se describié anteriormente. El resto de las
células fue centrifugado, retirado el medio y congelado a -70
°C.

PREPARACION DE LAS MUESTRAS DE LOS CULTIVOS
PRIMARIOS DE BOLSA DE FABRICIO

Las células obtenidas de Ilos cultivos primarios fueron
resuspendidas en 100 pl de amortiguador de lisis [HEPES/NaOH
10 MM pH 7.4, EDTA 2 mM, DTT 1 mM, e inhibidores de proteasas
(Complete Mini, EDTA-free Roche, No. Cat. 1836170)].
Posteriormente, las células fueron lisadas por sonicacion
(sonicador Fisher FSH9) por 5 minutos y Iluego fueron
homogeneizadas con pistilo de plastico (Micro tissue grinder
Wheaton) y centrifugadas a 12000 RPM (centrifuga SORVALL
RMC 14 rotor FAMicro/1.5ml) a temperatura ambiente. El
sobrenadante fue colectado para cuantificar las proteinas

totales por el método de Bradford (67).

CUANTIFICACION DE LA ACTIVIDAD DE CASPASA 3 EN CULTIVOS
PRIMARIOS DE LA BOLSA DE FABRICIO



Para realizar la cuantificacion de la actividad de caspasa 3 se
utilizd el ensayo colorimétrico para caspasa 3 (Caspase-3
Colorimetric Assay Kit de Assay Designs, No. de cat. 907-013). En
la placa de 96 pozos (incluida en el estuche) se colocaron 50 pl
de amortiguador activo de reaccidbn de caspasa 3
(amortiguador de reaccion de caspasa 3 y dethiothreirol) en los
pozos blanco. En dos pozos de la placa se colocan 125 ul de
calibrador de p-nitroanilina [Solucidn de p-nitroanilina (pNA)
50uM en amortiguador de reaccidén de caspasa 3]. Para hacer
los estandares se utilizan 4 tubos donde se colocan 125 pl del
amortiguador de reaccion activo de caspasa 3. Se reconstituye
el vial del estandar de caspasa 3 con el amortiguador de
reaccion activo de caspasa 3 (el vial se toma como tubo 1). Se
toman 125 pul del tubo 1 se pasan al tubo 2, se mezcla y 125 yl
del tubo 2 se pasa al tubo 3y se repite lo mismo para el tubo 4y
el 5. Una vez hechos los estandares, se pipetean 50 pyl de cada
tubo por duplicado en cada pozo de la placa. Después de
colocar los estandares se colocan 50 pl de las muestras y en
todos los pozos se pipetean (excepto en los pozos con pNA) 75
ul del substrato de caspasa (incluido en el estuche), se mezcla
suavemente, se cubre la placa y se incuba por 3 horas a 37 °C.
Para detener la reaccion se colocan 10 pl de la solucion de
bloqueo del estuche en cada pozo y se lee en el lector de ELISA

(Biorad 3550-UV) a 405 nm de longitud de onda. Para realizar la



determinacion de la actividad de caspasa 3 en las muestras se
calcula el promedio neto de la densidad Optica (OD) para
cada estandar y muestra, substrayendo el promedio de la
densidad Optica de los blancos del promedio de densidad de
cada estandar y muestra. La medicion de la actividad puede
ser cuantificada al comparar las densidades 6pticas obtenidas
con los estandares y el calibrador con pNA. La densidad optica
del calibrador es equivalente a la densidad 6ptica obtenida de
34.72 unidades de caspasa 3 activa cuando reacciona con su
substrato. Los calculos para determinar la actividad son los

siguientes:

Factor de conversion (OD/unidades) = Promedio de la densidad Optica neta del

pNA

34.72 unidades

Actividad (unidades/ml) = Promedio de la densidad 6ptica neta de los estandares

+0.05ml

Factor de conversiéon

Para determinar los valores de las muestras se grafican los

valores de los estandares y se interpolan en la recta.



ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos se analizaron mediante una ANOVA de una
via con una prueba post hoc de Tukey y Dunnet (GraphPad

Prism 4).



RESULTADOS

Proporcidon de apoptosis durante el desarrollo en la bolsa de

Fabricio

Con el fin de determinar las diferencias en la proporcion de
foliculos en apoptosis se utilizaron cortes histolégicos de bolsa de
Fabricio de pollo y se analizaron mediante el ensayo de TUNEL.
Los resultados mostraron que existen diferencias en el patron de
distribucion de la sefal fluorescente. En el caso de las muestras
provenientes de los pollos de 1 semana de edad, se observo
gue la mayoria de los foliculos no presentan sefal fluorescente
gue refleje la presencia de cuerpos apoptoticos. Sin embargo,
una pequeia proporcion de foliculos presenta una sefal clara e
intensa localizada principalmente en el area cortical (figura 7A).
En cambio, a las 4 semanas, se observé un patron de
distribucion de la sefial mas homogéneo pero menos intenso
gue estuvo presente en la mayoria de los foliculos, ubicado
principalmente en el area medular (figura 7B). En los pollos de 18
semanas de edad l|la sefial presentd una distribucion
homogénea localizada en el area medular, en agrupaciones de
“granulos” fluorescentes de sefial muy intensa y distribuida en
casi todos los foliculos (figura 7C). La tincibn de DAPI tifie
nucleos celulares y de esta manera nos permite observar la

citoarquitectura de los foliculos y obtener una mejor perspectiva



de la ubicacion de la sefal fluorescente de TUNEL en cada

corte histoldgico (figura 7 D, E, F).

Los resultados de la cuantificacion de la proporcion del area
relativa de la sefial de TUNEL mostraron una proporcion de area
relativa de marca fluorescente de 0.645+0.561% para 1 semana,
0.04+0.025% para 4 semanas y 2.57+1.22% para 18 semanas de
edad (Figura 8). Existen diferencias significativas entre estos
datos, lo que nos indica que durante la fase de involucion hay
una mayor proporcion de células apoptoticas. Esto es
consistente con la propuesta de un papel relevante de la
apoptosis en la regresion de la bolsa de Fabricio. Los patrones
de distribucidn observados son consistentes con las proporciones
de area relativa obtenidas; sin embargo, las diferencias entre
ellas nos indican distintos procesos fisiolégicos propios de cada

fase de desarrollo.
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Figura 7. Micrografias de cortes histolégicos de bolsa de Fabricio correspondientes
a pollos de edades de 1, 4 y 18 semanas de edad, analizados por medio del
ensayo de TUNEL para determinar la apoptosis, evaluados en microscopio de
fluorescencia por cuantificacién de porcentaje de area con el programa image
pro plus. A) Pollo de 1 semana de edad (10X), D) mismo campo observado con
tincién de DAPI (10X), B) pollo de 4 semanas de edad (10X), E) mismo campo
observado con tincion de DAPI (10X), C) pollo de 18 semanas de edad (10X), F)

mismo campo observado con tincién de DAPI (10X).
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Figura 8. Determinacion de la Proporcion del area relativa de la sefial de TUNEL en
cortes histolégicos de bolsa de Fabricio analizados en microscopio de
fluorescencia por medio del ensayo de TUNEL de edades de 1, 4 y 18 semanas.

Cada barra representa la media y el error estandar (n = 4, P < 0.05)

Establecimiento de las condiciones Optimas de los cultivos

primarios de bolsa de Fabricio

Con el fin de poner a punto la metodologia de cultivos primarios
de bolsa de Fabricio se determiné el niumero de células y el
porcentaje de viabilidad en cultivos primarios. Inicialmente se
homogeneiz6 gentimente el tejido para dispersar las células
linfoides de la bolsa de Fabricio. Por otra parte, para determinar
el efecto del tiempo sobre los cultivos primarios, se incubaron las

células de la bursa por 0, 2, 4 y 6 horas y se determind la



viabilidad. Todos los cultivos de este grupo fueron incubados
suplementando suero fetal bovino y suero de pollo (30). Al
tiempo cero se obtuvo un promedio de 70.28 x106 cel/ml con
una viabilidad promedio de un 95.0+1.06%. De esta suspension
celular inicial se realizaron alicuotas de 4x10¢ cel/ml. Se observo
una disminucidn en el nimero de células y viabiidad al
incrementar el tiempo de incubacion. A las 2 horas (3.4x106
cel/ml) no se encontraron diferencias significativas en la
viabilidad al compararlas con el tiempo 0, obteniéndose una
viabilidad de 92+2.69%; sin embargo, a las 4 y 6 horas de

incubacion

(3.2x10¢ cel/ml y 2.4 x108 cel/ml respectivamente), hubo una

Horas de incubacion Células/ml Viabilidad %

disminucion significativa de la viabiidad de 78.3t4.71% vy
55.8+£3.96%, respectivamente, al comparar estos tiempos con las

0 horas de incubacion (Figura 9, 10).



0 4 x106 95.0+1.06

2 3.4 x1068 92.0+2.69
4 3.2 x1068 78.3+4.71
6 2.4 x106 55.8+3.96

Figura 9. Promedio de células por mililitro y porcentaje de viabilidad a diferentes tiempos

de incubacion de los cultivos primarios de la bolsa de Fabricio (n=10, P < 0.05)
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Figura 10. Porcentaje de viabilidad de cultivos primarios de células de bolsa de Fabricio en

condiciones optimas [RPMI 1640 suplementado con 8% SFB (suero fetal bovino) y 10% SP



(suero de pollo)] incubados a 37°C y 5% de CO: a distintos periodos de tiempo. Cada

barra representa la media y el error estandar (n = 10,**, P < 0.001).

Con el fin de determinar la viabilidad de los cultivos primarios de
la bolsa de Fabricio en condiciones de estrés para inducir
apoptosis, asi como para eliminar la posible interferencia de los
sueros en los tratamientos de la GH, se decidid realizar los
cultivos primarios sin suplementar con suero fetal bovino y suero
de pollo. Los resultados obtenidos para estos cultivos mostraron
una viabilidad de 95.25%+0.49 en el tiempo 0 de incubacion y
de 94.32%+3.29 a las dos horas. A las 4 horas se obtuvo una
viabilidad de 64.6+13.4% (grafica 3). Debido a que las células
en el cultivo se encontraban en un medio sin suplementos, se
puede observar que a las 4 horas de incubacion la viabilidad
disminuye a niveles inferiores a aquellos a los que se observan a
las 4 horas de incubacién en el grupo con medio suplementado

con sueros (78.314.71%) (figura 11).
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Figura 11. Porcentaje de viabilidad de cultivos primarios de células de bolsa de
Fabricio en medio empobrecido (RPMI 1640) incubados a 37°C y 5% de CO: a
distintos periodos de tiempo. Cada barra representa la media y el error estandar
de la viabilidad (n =10, **, P < 0.001).

Efecto de la GH sobre la viabilidad de cultivos primarios de

bolsa de Fabricio

Un primer andlisis de los efectos de la GH fue determinar el
efecto de la hormona sobre la viabilidad celular. Con este fin,
los cultivos primarios de bolsa de Fabricio fueron incubados en
presencia de las siguientes concentraciones de rcGH: 1x10-10,
1x10°, 1x108, 1x107, 1x106, 1x105, 1x104, 1x10-3 mM (figura 12). Se
realizd el conteo celular y el analisis de viabilidad alas 0,2y 4
horas de incubacion. A las cero horas la viabilidad del control y
los cultivos tratados fue de 95.26+1.07. A las 2 horas tanto el

control como los cultivos tratados no mostraron diferencias



significativas en la viabilidad (96.58+2.25%) con respecto al
tiempo 0. A las 4 horas de incubacion se observdé un patron de
incremento de la viabilidad hasta los 10 nM de GH con una
viabilidad de 94.3+14.9% al comparar con el control que tiene
una viabilidad de 64.6+13.4%; sin embargo, a los 100nM la
viabilidad disminuye a 89.6£15.4% y con 1000 nM de GH a

Tiempo de
incubacion 0 2 4

78%£4.2%. No hay diferencias significativas entre los tratamientos y
el control (grafica 5). Estos datos indican que existe una
tendencia de la GH a rescatar la viabilidad de los cultivos

primario (figura 13).



Error Error Error

[rcGH] nM | Media | estandar | Media | estandar | Media | estandar
Control |95.26+ 1.07 92+ 2.70 64.6x 134
0.0001 92.14+ 6.23 | - - 80.33+ 3.67
0.001 92.14+ 6.23 | - - 82.14+ 3.67
0.01 95.95+ 0.41 97.86x 1.12 87.04+ 3.49
0.1 95.95+ 041 98.95+ 0.47 87.99+ 3.43
1 95.84+ 0.34 97.53+ 1.05 90.05+ 3.46
10 96.00+ 1.13 95.84+ 0.95 94.33+ 3.43
100 96.00+ 1.37 96.45+ 0.75 89.64+ 3.53
1000 97.00+ 1.24 97.46+ 0.07 78.4+ 4.22

Figura 12. Porcentaje de viabilidad de cultivos primarios de células de bolsa de Fabricio
tratados con rcGH (0.0001nM, 0.001nM, 0.01nM, 0.1, 1nM, 10nM, 100nM, 1000nM)
incubados por 0, 2,4y 6 horas a 37°C y 5% de COs.. Se determiné la media y el error

estandar de la viabilidad (n = 19).

Cuando se calculo la diferencia de la viabiidad de cada
tratamiento con el control (6), este analisis nos permitié observar
el aumento de la viabilidad con respecto al control. Se observo
gue no hay diferencias significativas de la delta de la viabilidad
entre el control y los tratamientos de 0.0001nM (6=3.1%),
0.001(6=3.1) y 1000nM (6=13.37%) de GH. Sin embargo, los
tratamientos de 0.01nM (6=19.5%), 0.1nM (6=21%), 1nM



(6=25.2%), 10nM (6=28.1%), 100nM (6=25.4%) si mostraron
diferencias significativas con respecto al control. A través del
calculo de la delta de la viabilidad se pudo observar un patron
mas claro del efecto dosis respuesta de la GH sobre la viabilidad

de los cultivos primarios (Figura 13).
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Figura 13. Delta de la viabilidad de los cultivos primarios de la bolsa de Fabricio tratados
con rcGH (0.0001nM, 0.001nM, 0.01nM, 0.1, 1nM, 10nM, 100nM, 1000nM) incubados por 4
horas a 37°C y 5% de CO.. Cada barra representa la media y el error estandar de la delta
de la viabilidad (n = 21, *, P < 0.05, **, P<0.01).

Efecto de la GH sobre la actividad de CASPASA 3 en los cultivos

primarios de la bolsa de Fabricio.



Para determinar el efecto de la rcGH sobre la apoptosis en los
cultivos primarios de la bolsa de Fabricio se cuantificé la
actividad de caspasa 3, en ausencia o presencia de rcGH con
concentraciones desde 0.0001 hasta 100 nM. Los resultados
mostraron que la actividad de caspasa 3 para los tratamientos
de 0.0001, 0.001, 0.01 y 0.1nM de rcGH (53.6+£3.62, 44.18+2.42, y
43.97+2.87 U/ml respectivamente) no mostraron diferencias
significativas con respecto al grupo control (49.2+3.37). Por otro
lado los tratamientos de 1, 10 y 100 nM de rcGH (29.2+3.2,
31.6£2.2 y 30.5£3.5 U/ml, respectivamente) muestran una
actividad significativamente menor con respecto al control.
Estos resultados nos indican que a concentraciones mayores de
1InM la 60g;u:tividad de la enzima caspasa 3 disminuye

ra 14).
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Figura 14. Actividad de caspasa 3 (U/ml) en los cultivos primarios de la bolsa de Fabricio
tratados con rcGH con concentraciones de 0.0001 a 100 nM. Cada barra representa la

media y el error estAndar de la actividad de caspasa 3 (n =4, **, P <0.01)



DISCUSION

La primera evidencia del papel de la GH como factor
modulador del sistema inmune surge de estudios in vivo en |os
cuales se utilizaron modelos de roedores hipofisectomizados y
de la linea de ratones enanos Snell. EIl modelo de ratas
hipofisectomizadas produjo una deficiencia de todas las
hormonas hipofisarias [TSH, GH, PRL, hormona foliculo
estimulante (FSH) y hormona luteinizante (LH), entre otras] y la
administracion de GH a estos animales llevd a una recuperacion
del desarrollo de los diferentes érganos que integran el sistema
inmune (bazo, timo, nodos linfaticos), asi como de la repuesta
humoral y celular. Por otra parte los estudios realizados con los
ratones enanos Snell-Bagg, los cuales son deficientes en PRL, GH
y TSH debido a una mutacion en el gen del factor de
transcripcion Pit-1, mostraron que la administracion de GH
exogena es capaz de incrementar la poblacion de las células T

en el timo (78).

Las evidencias posteriores que apoyaron el papel de la GH
como molécula inmunomoduladora se originaron de estudios in
vitro que mostraron la presencia del receptor en linfocitos Ty B
de modelos tanto animales (rata y ratbn) como humanos, asi
como efectos sobre la proliferacion, la supervivencia y
producciéon de inmunoglobulinas en células B, de cultivos

primarios que fueron tratados con GH. Todos estos resultados



sugieren un papel relevante de la GH en el sistema inmune de
mamiferos (78). Con respecto a las aves, trabajos con modelos
de animales hipofisectomizados demostraron que la
administracion de GH exdgena revierte la atrofia del timo, el
bazo y la bolsa de Fabricio. En pollos enanos la GH provoca una
mejoria de la respuesta humoral. En adicion a lo anterior,
también se ha determinado la presencia del receptor a GH en
estos tejidos inmunes. Toda esta evidencia apoya la idea de
gue, asi como en mamiferos, la GH tiene una participacion en la
modulacion del sistema inmune de las aves y de manera

particular en la bolsa de Fabricio (86).

Proporcion de apoptosis en los foliculos de la bolsa de Fabricio

Como ya se mencion0, la bolsa de Fabricio tiene distintas fases
de desarrollo y se ha propuesto que en la fase de involucion la
apoptosis es la responsable de la regresion del tejido; por tanto,
consideramos relevante determinar si la proporcion de
apoptosis cambia durante las fases de desarrollo de la bursa y si
los cambios en la concentracibn de GH a través de la
ontogenia del pollo reportada previamente corresponden con
la proporcidon de apoptosis (65). Los resultados mostraron que
durante la fase de involucidon se incrementa significativamente
la proporcion de apoptosis (2.5%) con respecto a las fases de

crecimiento (0.6%) y estacionaria (0.04%), lo cual nos sugiere un



papel de la apoptosis en la regresion del tejido. Es importante
sefialar que los porcentajes que se obtuvieron a través del
analisis de proporcion del area relativa, no reflejan la proporcion
sobre el total de células presentes en el corte, sino que son un
indice que se obtiene al calcular el area que ocupa la sefial
fluorescente solo en el plano bidimensional visible, discriminando
las sefiales de menor intensidad a la preestablecida en el
programa, y dividiendo la sumatoria de estas areas entre el area
total del campo. Este analisis permite obtener datos
comparables que permiten observar las diferencias en

proporcion de apoptosis entre las diferentes edades.

Estudios realizados en nuestro laboratorio, utilizando la técnica
de inmunocitoquimica, mostraron que la distribucion de la GH
en la bolsa de Fabricio de pollos de edades de 2 y 10 semanas
de edad estaba localizada principalmente en la region
medular, aunque a las 10 semanas de edad la senal
inmunoreactiva parece ser mas tenue. Para las 20 semanas casi
no se observan células inmunoreactivas. Algo muy similar se
observa en la distribucion del ARNm de la GH, en donde
también a las 20 semanas hay muy poca sefial (Rodriguez MA,
datos no publicados). Estos resultados se correlacionan con los
obtenidos en el ensayo de TUNEL, pues a las 18 semanas la
proporcion de apoptosis en el tejido se incrementa
significativamente. En adicidon a lo anterior, Luna y col. (65)

determinaron que los niveles de GH en la bolsa de Fabricio



presentan un aumento de la concentracion desde el primer dia
post eclosion hasta las 4 semanas y posteriormente, a las 9
semanas, inicia una disminucidon en la concentracion que
continua hasta la involucion del tejido. Este comportamiento se
correlaciona con el patron de proporcion de apoptosis
observado en nuestro estudio, esto es, mientras que en la fase
de crecimiento la proporcion de apoptosis se mantiene
relativamente baja (1ly 4 semanas de edad) y los niveles de GH
a esta edad se incrementan (22ug por 6rgano). Cuando los
niveles de GH disminuyen (7.6 ug por érgano), la proporcion de
apoptosis aumenta significativamente. Esto seflala una
correlacion negativa entre los niveles de GH y la proporcion de
apoptosis de la bursa, asi como, un posible papel de la GH en

proteger al tejido de la apoptosis durante su regresion.

En trabajos realizados en bolsa de Fabricio se ha observado que
durante el desarrollo una gran mayoria (95%) de los linfocitos
gue se encuentran en la médula de los foliculos, no llegan a la
corteza y sufren de apoptosis in situ (69). Se ha propuesto que
aquellos linfocitos que se seleccionan para llevar a cabo
apoptosis poseen defectos en la produccion de
inmunoglobulinas que pueden identificar antigenos propios
(respuesta autoinmune), lo cual puede explicar la proporcion de
apoptosis observada en nuestros resultados, en cortes de bolsa

de Fabiricio.



Nuestros resultados han demostrado que efectivamente de
manera fisioldgica, la apoptosis se incrementa
significativamente poco antes de iniciar la pubertad en el pollo
(18 semanas de edad), lo cual sugiere una correlacion entre la
esteroidogénesis y la involucion de la bursa. La bolsa de Fabricio
involuciona al iniciar la pubertad por lo que se ha propuesto
gue los esteroides (estrogenos, androgenos, glucocorticoides),
pueden tener un papel relevante en la induccidon de su
regresion (68). Experimentos hechos por el grupo de Compton
(68) encontraron que al administrar dexametazona (un
glucocorticoide sintético) sistémicamente, con dosis de 0.02 a 1
mg en pollos de 4 semanas de edad, se induce tanto una
marcada regresion de la bursa como un incremento en la
apoptosis, por lo que la posibilidad de un efecto directo de los
esteroides sobre la involucion y la apoptosis en la bolsa de
Fabricio es probable. Sin embargo, estudios realizados en pollos
de 1 dia de edad, tratados tanto con dexametazona y con 19-
nortestosterona (1lmg/kg), y evaluados a través del ensayo de
TUNEL realizado en cortes histologicos de bolsa de Fabricio, no
mostraron ningun efecto sobre la apoptosis al compararlos con
los pollos control. Estas diferencias entre los trabajos del grupo
de Compton y de Higgins (68,69) se deben a las diferencias en
las edades usadas en cada estudio (4 semanas versus 1 dia de
edad) las cuales corresponden a dos fases de desarrollo de la

bursa muy diferentes. En este ultimo estudio se discute que



aunqgue no existen diferencias significativas entre los
tratamientos y el control, si se observa un patron de distribucion
muy particular, en donde la mayoria de los foliculos estan
constituidos por células no apoptoéticas. Sin embargo, hay
foliculos que presentan sefial de TUNEL predominantemente en
las zonas corticales, lo cual es consistente con lo observado en
los cortes de 1 semana de nuestro estudio. Una manera de
explicar este patron de sefial es que probablemente una
fraccion de la poblacion de linfocitos de los foliculos que
presentan sefal fluorescente, derivan de un primer linfocito que
colonizo el foliculo. Si este linfocito presentaba defectos en la
produccion de inmunoglobulinas, cuando proliferd, todas las
células resultantes presentaron el defecto, por lo que entonces
estos linfocitos maduraron y migraron a la zona cortical,

seleccionados para llevar a cabo apoptosis (69).

Estandarizacion de los cultivos primarios de la bolsa de Fabricio

Con el fin de establecer un modelo in vitro para evaluar el
efecto de la GH sobre la apoptosis, se estandarizd6 un cultivo
primario de células de la bolsa de Fabricio. En trabajos previos,
para evaluar la eficiencia del cultivo se utilizo la tincion de azul
de tripano para determinar la viabilidad. Compton y Waldrip
(26) realizaron el ensayo de viabilidad incubando las células en

medio DMEM suplementado con 4.5 mg/ml de glucosa, 5% de



suero fetal bovino por calor, 5% de suero de pollo inactivado por
calor, 50 unidades/ml penicilina G, 50 mg/ml de sulfato de
estreptomicina, y 25 mM de 2-mercaptoetanol, incubados a
37°C y 5% CO2. Las condiciones en las cuales nuestros cultivos
fueron mantenidos poseen algunas variaciones. Se utilizé medio
RPMI 1640 suplementado con 4.5 mg/ml glucosa, 5% de suero
fetal bovino inactivado por calor, 5% de suero de pollo
inactivado por calor y 1% de penicilina/estreptomicina. La
principal diferencia entre las dos condiciones es el uso de
distintos medios en donde la composicion de los medios difiere
tanto en el contenido de aminoacidos (RPMI contiene: L-
arginina, L-asparagina, L-acido aspartico, L-cisteina, L-acido
glutamico, L-alanina, glicina, L-histidina, L-hidroxiprolina, L-
isoleucina, L-leucina, L-lisina, L-metionina, L-fenilalanina, L-
prolina, L-serina, L-treonina, L-triptofano, L-tirosina, L-valina vy
DMEM contiene: L-arginina HCI, L-cisteina 2HCI, L-glutamina,
glicina, L-histidina HCI H2O, L-isoleucina, L-leucina, L-lisina HCI, L-
metionina, L-fenilalanina, L-serina, L-treonina, L-triptofano, L-
tirosina 2Na 2H.0O, L-valina) y de sales (RPMI 1640 contiene:
Ca(NO3)2 4H,0, KCI, MgSO. 7H.0O, NaCl, NaHCOs, Na;HPO4 7H.O
y DMEM contiene: CaCl,, Fe(NOz3)s 9H.O, MgSO4, KCI, NaHCOs3,
NaCl, NaH:PO4H20) Nuestros resultados mostraron una
viabilidad inicial similar a la obtenida por Compton y Waldrip
(26), que fue de aproximadamente 97%; sin embargo, alas4y 6

horas de incubacion la viabiidad disminuye un 18 y 29%,



mientras que en el estudio de Compton y Waldrip la viabilidad
sOlo disminuye un 7% a las 6 horas de incubacion; esto podria
deberse a la composicion de los medios, aunque no hay
evidencia experimental que apoye esta hipotesis. Sin embargo,
cuando Compton et al. realizé la evaluacidon de la proporcion
de apoptosis a través del ensayo de TUNEL y la determinacion
del contenido de DNA por incorporacion de yoduro de
propidio, se determiné que la apoptosis se incrementaba hasta
un 42% a las 6 horas de incubacion. Las diferencias entre la
viabilidad y la proporcidon de apoptosis en los cultivos primarios
en el estudio realizado por Compton (26), sugiere que durante la
apoptosis la membranas celulares permanecen intactas. Puesto
gue la tincion de azul de tripano es un colorante que requiere
gue las membranas celulares sean permeables, es factible que
existan estas diferencias entre la proporcion de células viables
(azul de tripano) y apoptodticas. En el caso de nuestro estudio es
posible adjudicar las diferencias en nuestros resultados a las
diferencias en las condiciones en que se mantuvieran las células
en los cultivos al compararlo con los resultados obtenidos por

Compton.

Una de las caracteristicas de los cultivos primarios de la bolsa de
Fabricio es su corta duracion. Una de las explicaciones que se
han propuesto para justificar esto es el hecho de que la
disgregacion rompe las interacciones de las células del foliculo,

y genera la activacion de un mecanismo enddégeno de



apoptosis. Lo anterior ha sido fortalecido por el trabajo de
Neiman y col. (27) en donde se realizaron cultivos primarios de
bolsa de Fabricio y cultivos de explantes. Estos se incubaron por
2y 4 horas, y posteriormente se realizd un ensayo de escalera de
DNA para determinar la proporcion de apoptosis y se observo
gue existe una proporcion de degradacion de DNA mucho
menor en los explantes que en los cultivos primarios. Estos
resultados se han tomado como evidencia de la importancia

del microambiente en la bolsa de Fabricio.

Efectos de la GH sobre la viabilidad y la apoptosis en células de

la bolsa de Fabricio

La apoptosis es un proceso finamente regulado por diversos
factores. Una forma en la que las células pueden comunicarse
para prevenir o promover la muerte celular es a través de
mensajeros quimicos. Durante las ultimas décadas han surgido
estudios que evaluan el papel de estos mensajeros quimicos en
la regulacion del proceso apoptodtico. En este estudio nos hemos
centrado en la GH; sin embargo, es importante mencionar que
existen muchas otras moléculas que también pueden ejercer
efectos sobre la apoptosis y que ademas utilizan mecanismos
similares a la GH para ejercer tales efectos. La PRL, VGEF, EGF y
angiopoietina-1 son algunos ejemplos de mensajeros quimicos

gue pueden inhibir la apoptosis. La PRL es una hormona que



esta relacionada directamente con la GH pues derivan de un
gen ancestral, ademas de que ambas actiuan como citocinas, y
son sintetizadas y secretadas en la hipofisis anterior por células
especializadas llamadas lactotropos y  somatotropos,
respectivamente (77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85). La PRL, al igual
gue la GH, inhiben la apoptosis en diversos tipos celulares como:
células de la granulosa de humano, condrocitos de rata o
células T de ratones, entre otros. Sin embargo, estos estudios
sefialan que los mecanismos que median el efecto
antiapoptotico de la PRL aun faltan por ser dilucidados (79, 80,
81, 82). Por otra parte, VEGF, EGF y angiopoietina-1 son factores
de crecimiento que también se unen a receptores de la familia
de las citocinas y pueden activar vias de sefalizacion comunes.
En VGEF y EGF median su efecto antiapoptdético principalmente
sobre células endoteliales por la via de PI3K/Akt. En el caso de
EGF también se ha comprobado que en células vasculares de
musculo liso la via involucrada en inhibir la apoptosis es ERK1/2
(83, 84,85). GH, al igual que estas hormonas y factores de
crecimiento, puede actuar como un factor inhibidor de la
apoptosis ya que, como se menciond en los antecedentes, la
GH ha demostrado inhibir la apoptosis en diversos modelos,
(células del sistema nervioso y cardiomiocitos de ratas, células
de la granulosa de bovinos, lineas inmortalizadas de células
pancreaticas p de humano, asi como lineas celulares de

precursores de linfocitos B como Ba/F3 entre otros). Los



mecanismos que median los efectos antiapoptoticos fueron
igual de diversos; en el caso de los experimentos realizados en
cerebros de rata se encontr0 que la via de sefalizacion
involucrada en mediar el efecto de la GH era PI3K/Akt (44),
mientras que en los experimentos realizados con las células de
granulosa de bovinos el efecto de GH fue a través de la via de
PKA/cAMP (45) y finalmente en las células pancreaticas B la via
involucrada fue JAK/STAT (47). Estos resultados muestran que la
GH puede modular la apoptosis por diversas vias de

transduccion de sefales dependiendo del tipo celular.

Ya que existen estudios que sefialan que la GH puede tener un
papel en la inhibicion de la apoptosis en células del sistema
iInmune, y que en la bolsa de Fabricio existe el receptor, la
proteina y el mensajero de GH y que la concentracion de la GH
disminuye durante la fase de involucion en este tejido, se ha
propuesto que la GH puede tener un efecto antiapoptotico en
los cultivos primarios de la bolsa de Fabricio. Los resultados de
esta tesis muestran que los efectos de la GH sobre |la viabilidad y
la apoptosis en células de la bolsa de Fabricio pueden estar
mediados por la inhibicion de la actividad de caspasa 3, La
actividad de la caspasa 3 se determind a través del ensayo
colorimétrico para caspasa 3 (Caspase-3 Colorimetric Assay Kit
de Assay Designs) y muestran que la actividad disminuyé de
manera significativa al tratar las células de bursa con

concentraciones de GH de 1, 10 y 100 nM en comparacion con



el control. La caspasa 3 pertenece a la familia de caspasas
efectoras o ejecutoras y su activacion o inhibicion depende de
vias tanto intrinsecas como extrinsecas de la apoptosis, por lo
gue no es de sorprender que la GH pueda incidir sobre su
activacion. Y una gran mayoria de las vias apoptoéticas
convergen en las caspasas efectoras y cualquier factor que
inhiba la apoptosis es probable que bloquee las moléculas que
median la activacion de la caspasa 3. Sin embargo, los
mecanismos por los cuales la inhibicibn de la apoptosis es

mediada se desconocen en este modelo.

En estudios previos se ha demostrado que la GH inhibe la
apoptosis en diferentes tipos celulares (células T de humano,
cerebro de rata, células de la granulosa bovinas, cardiomiocitos
de rata, células pancreaticas INS-1, linfocitos de ratén, etc.),
incluyendo a células del sistema inmune. Se ha demostrado que
la GH tras unirse a sus receptores activa la proteina Janus cinasa
(JAK2) la cual a su vez puede fosforilar y activar a otras proteinas
como cinasa focal de adhesion (FAK), Ras y Raf, fosfatidilinositol-
3 (PI-3) cinasa, Akt/proteina cinasa B, proteina cinasa
activadora de mitdgeno (MAPK), c-Jun cinasa (JNK), fosfolipasa
C (PLC) y proteina cinasa C (PKC), todas estas proteinas median
los efectos de la GH en las células blanco. De manera
especifica se ha determinado que en la linea celular Ba/F3
(precursoras de linfocitos B), los cuales normalmente no

expresan el receptor a GH, se les hace expresar el receptor y al



evaluar el efecto de la GH sobre la apoptosis se encontré que
inhibia la apoptosis y que este efecto estaba mediado a través
de la via de PI3K/Akt (70), lo cual es una clara evidencia de que
esta via podria estar involucrada en mediar el efecto
antiapoptotico de la GH en células del sistema inmune, y para
efectos de este trabajo los linfocitos de la bolsa de Fabricio (los
cuales expresan de manera normal el receptor a GH). Sin
embargo esto no descarta que alguna otra de las vias que
pueden ser activadas por la GH sea responsable de este
proceso. Por tanto queda abierta la pregunta sobre cual es la
via de sefalizacion que esta mediando los efectos de la GH en

la bolsa de Fabricio.

Este es el primer trabajo que sefala la relacién entre la GH y su
papel en la apoptosis en la bolsa de Fabricio, los datos
obtenidos nos permiten sefalar que la GH inhibe la apoptosis en
las células de la bolsa de Fabricio y que, en verdad la apoptosis
en este organo se incrementa durante la fase de involucion, lo
cual puede correlacionarse con los estudios previos realizados
en nuestro laboratorio, los cuales sefalaron un decremento en
la concentracion de la proteina y el mensajero de la GH
durante la fase de involucion. La posibiidad de un efecto
indirecto de la GH a través de IGF-I no se descarta por lo que
estudios posteriores deberan contestar a esta pregunta y ya sea

gue el efecto de la GH sea directo o indirecto, los estudios que



se realicen en el futuro deberan centrarse en los mecanismos

moleculares especificos que median el efecto de la GH.



CONCLUSIONES

Hay un incremento significativo de la apoptosis en la bolsa de
Fabricio de pollo con respecto a la edad. A las 18 semanas de
edad la proporcion de apoptosis fue mayor (2.5+1.22%) con

respecto aly 4 (0.04+.002% ,0.06+£0.025% respectivamente).

Se determin® el efecto del tiempo de incubacion sobre la
viabilidad de los cultivos primarios de la bolsa de Fabricio en
condiciones con suero y sin suero, en donde el primer grupo
tuvo una viabilidad al tiempo 0 de 95.0+1.06%, a las 2 horas de
92.0+2.69%, a las 4 de 78.38t4.71% y a las 6 de 55.88+3.96%,
mientras que los cultivos primarios incubados sin suero mostraron
una viabilidad al tiempo 0 de 95.25x0.49%, a las 2 horas de
94.32+3.29%, y a las 4 horas de 64.6+£13.46.

Se determino que la viabilidad fue significativamente mayor a
las 2 y 4 horas al comparar los cultivos en ausencia o presencia

de suero.

Los cultivos primarios de bolsa de Fabricio mostraron un

incremento significativo en la A% de la viabilidad directamente



proporcional con la concentracion de rcGH adicionada
[0.01nM (14.78£2.3%), 0.1nM (15.73+2.68%), 1nM (17.8+5.18%),
10nM (22.07+4.64%) y 100nM (17.38+5.02%)].

La proporcion de apoptosis disminuye significativamente con
respecto al control (49.20£3.37 U/ml) con concentraciones de 1,
10 y 100nM de rcGH (29.23+3.24, 31.64+2.26, 30.55+3.52 U/ml

respectivamente)
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