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RESUMEN 
 

La hormona de crecimiento (GH) tiene la capacidad de modular al sistema inmune. Existe 

evidencia de sus efectos sobre la proliferación, diferenciación y supervivencia de células 

inmunitarias, y de su síntesis en los tejidos linfoides de distintos organismos. En este trabajo 

se exploró la expresión y la distribución de la GH durante el desarrollo de la bolsa de Fabricio 

(BF) y el timo en embriones y adultos de pollo, mediante hibridación in situ e 

inmunohistoquímica. En la BF y el timo se observaron células positivas a GH en el estroma y 

el epitelio. En etapas embrionarias la señal fue más intensa en ambos tejidos, con respecto a 

las etapas post-eclosión. En la BF la señal se localizó en linfocitos B, células dendríticas 

secretoras y células retículo epiteliales; durante la involución del tejido a las 20 semanas, se 

observó una disminución del 75 % de la señal respecto a las etapas previas. En el timo, un 

tejido de involución más tardía, la disminución de la concentración GH se observó después 

de las 4 semanas en un 50%, y se mantuvo con esa misma concentración en etapas 

posteriores. Las variantes moleculares en ambos tejidos presentaron formas oligoméricas de 

35-45 kDa en etapas embrionarias y un fragmento de 17 kDa en etapas post-eclosión. En la 

hipófisis, que es el principal sitio en el que se sintetiza la GH, se presenta la variante 

monomérica (22 kDa). Durante un estímulo inflamatorio con lipopolisacárido en pollos de 4 

semanas, se observó un incremento del 40% en la concentración de la GH en ambos tejidos 

con respeto al control. 

Nuestros resultados confirman la producción local de la GH y podrían sugerir su participación 

como un factor en la proliferación, diferenciación y modulación inmune a través de sus 

efectos autócrinos y/o paracrinos. 
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ABSTRACT 

 

Growth hormone (GH) can modulate the immune system. There is evidence that GH affects 

the proliferation, differentiation and survival of immune cells, and that it is synthesized in 

lymphoid tissues of several organisms. This work explores GH expression and distribution in 

embryonic and adult stages of the chicken bursa of Fabricius (BF) and thymus, using in situ 

hybridization and immunohistochemistry. In the BF and thymus, GH-positive cells were 

observed in stroma and epithelium. Embryonic stages showed more intense signal in both 

tissues in comparison with post-hatching stages. In BF, signal was localized in B 

lymphocytes, secretory dendritic and reticulo epithelial cells; during tissue involution at 20 

weeks, the GH signal and concentration decrease by over 75% with respect to previous 

stages. In thymus, a tissue with delayed involution, GH concentration decreased by 50% after 

4 weeks, and it did not change in later stages. Molecular variants in both tissues showed 

oligomeric forms of 35-45 kDa in embryonic stages and a 17 kDa fragment in post-hatching 

stages. The pituitary gland, the main site of GH synthesis, showed mainly the monomeric 

variant (22 kDa). In 4 weeks chicks given lipopolysaccharide as an inflammatory stimulus, the 

GH concentration increased 40% in both tissues relative to the control. 

Our results confirm local production of GH and suggest that it may participate as a modulator 

of proliferation, differentiation and immune function through its autocrine and/or paracrine 

effects.
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INTRODUCCIÓN 

 

Recientemente, gran variedad de péptidos que desde hace varias décadas se encontró que 

se sintetizan en el sistema neuroendócrino, se han encontrado en los tejidos linfoides, como 

la hormona de crecimiento (GH). Esta hormona tiene diversos efectos en las células del 

sistema inmune y existe evidencia de su producción en células como macrófagos, células T y 

B de distintas especies. Como aún no se conocía la localización de la GH en bolsa de 

Fabricio (BF) y timo de pollo, ni los cambios que sufre durante la ontogenia, se exploró la 

expresión y la distribución de la GH en estos tejidos, desde etapas embrionarias hasta la 

etapa adulta. La expresión del gen de la GH en BF y timo, se demostró mediante la 

hibridación in situ (HIS) con una ribosonda específica (690 pb) y señal proveniente de la 

marca de la sonda se observó principalmente en regiones de estroma y epitelio, y su 

localización sugiere que estas células podrían ser del linaje inmunitario. La 

inmunohistoquímica (IHQ) realizada con un anticuerpo específico que reconoce a la GH, 

reveló la presencia de células positivas en médula y corteza de ambos tejidos. En etapas 

tempranas del desarrollo (15DE, 18DE y 1d) de la BF y el timo, la señal es muy intensa, tanto 

por HIS como por IHQ. En la BF la señal disminuye significativamente hacia las 20 semanas 

un 75%, coincidiendo con la involución del tejido, mientras que en el timo, la señal disminuye 

después de las 4 semanas (50%) y en etapas posteriores ya no se observaron cambios y 

parece mantenerse constante, lo cual correlacionó con la involución tardía de este tejido 

(después de las 50 semanas). En la BF se realizó la co-localización de la GH con 

marcadores celulares específicos con anticuerpos contra IgG e IgM, donde se observó que 

las células GH+-IgG+ son más abundantes en etapas post-eclosión y las GH+-IgM+ fueron 

más abundantes en etapas embrionarias. Lo anterior confirmó que la mayoría de las células 

(90%) productoras de GH corresponde a linfocitos B. La concentración de la GH se evaluó 

mediante ELISA, donde se observó una mayor concentración de esta hormona en la BF a las 

4 semanas y en timo a las 2 semanas, con respecto al resto de las edades evaluadas en 

estos tejidos.  Esta concentración fue 30 veces menor en la BF y 200 veces menor en el 

timo, que la concentración de GH hipofisiaria, que se utilizó como control. Después de las 4 

semanas, la BF y el timo, presentaron una disminución en la concentración de la GH con 

respecto a la edad donde mostraron la concentración más elevada, y fue mucho más notoria 

en la BF que en el timo. Mediante SDS-PAGE/Western blot se detectó a la GH 

inmunoreactiva (IR) y se utilizó como control a la hipófisis, ya que es la glándula que produce 
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la mayor cantidad de esta hormona. En la hipófisis la principal forma que se sintetiza es la 

variante monomérica (22 kDa), mientras que en la BF y el timo la principal variante fue un 

fragmento de 17 kDa (50%) en aves post-eclosión. En los embriones, solo el 20% del total de 

las variantes de GH correspondió a la variante 17 kDa y el 60% a las formas oligoméricas de 

35-45 kDa. 

Con la finalidad de simular una respuesta inflamatoria para determinar los cambios en la 

concentración en la GH de la BF y el timo, pollos de 4 semanas se inyectaron con 

lipopolisacárido (LPS). En ambos tejidos se observó un incremento significativo en la 

concentración de la GH después de la administración de LPS al compararlos con su 

respectivo control. 

 

Los datos anteriores confirman la producción de la GH en la BF y el timo, y permiten sugerir 

que esta hormona podría participar como un factor en la proliferación, diferenciación y 

modulación de las células inmunitarias a través de sus efectos autócrinos y/o paracrinos. 
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1. ANTECEDENTES 

 

Hormona de Crecimiento (GH) 

 

La hormona de crecimiento (GH) es una proteína hipofisiaria constituida por alrededor de 191 

residuos aminoácidos, que pueden variar dependiendo de la especie en la que se encuentre. 

Se sintetiza en los somatotropos como una prehormona de 225 aminoácidos. La forma que 

se libera principalmente es un monómero de 22 kDa, aunque también se han descrito 

variantes de distintas masas moleculares. 

 

La estructura tridimensional de la GH (22 kDa) porcina y humana, se ha dilucidado gracias a 

la cristalografía de rayos X (Goffin y Kelly, 1996). En su estructura contiene un asa central 

grande y un asa pequeña cercana al extremo carboxilo terminal, las cuales se forman debido 

a los 2 puentes disulfuro entre las cisteínas de los residuos 57-165 y 182-189. Esta hormona 

es 50% α-helicoidal ya que contiene 4 α-hélices antiparalelas, distribuidas en los segmentos: 

7-34, 75-87, 106-127 y 152-183 (Abdel-Meguid et al., 1987). Estos segmentos contienen 4 

dominios (AGH, BGH, CGH y DGH) que se encuentran muy conservados en la escala filogenética 

y están presentes en todos los vertebrados (Chen et al., 1995). 

 

En las aves se conoce tanto la estructura primaria de la proteína (191 aminoácidos), como la 

secuencia de su ARN mensajero (ARNm). Se ha comparado la homología entre la GH del 

pavo, el pato y el pollo, donde sólo se encontraron diferencias en 3 aminoácidos sustituidos y 

una deleción en la hormona de pato con respecto a la GH de pollo (Chen et al., 1994; Hull y 

Havey, 1997). En el pollo, la forma de 22 kDa representa el 10% de la proteína hipofisiaria 

total (Arámburo et al., 1993). Los puentes disulfuro se localizan en las posiciones 53-164 y 

181-189, y tiene un punto isoeléctrico de 5.1 (Arámburo et al., 1993; Hull y Havey, 1997). 

 

La GH se une a su receptor mediante 2 sitios, el primero se localiza del centro al extremo 

carboxilo de la hélice 4, el segmento 54-74 de una de las asas y una porción de la hélice 1; el 

segundo sitio, que involucra la región amino terminal de la hélice 1, la hélice 3 y los residuos 

12, 16 y 19, se une de forma secuencial a otra molécula de receptor con menor afinidad que 

el primero (Cunningham y Wells, 1991). La dimerización del receptor es indispensable para 
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iniciar la activación de la transducción de señales a nivel intracelular (Goffin y Kelly, 1996). 

Cuando se modificó la glicina 119, contenida en uno de los segmentos de la hélice 3 

presente en todos los vertebrados, se encontró que es determinante en las acciones de la 

GH, tales como: la secreción del factor insulinoide tipo I (IGF-I) hepático, la lipólisis y el 

efecto tipo insulina (Chen et al., 1995). En ratones transgénicos se expresó GH bovina en la 

que se sustituyeron 3 aminoácidos, entre ellos la glicina 119 por una arginina, y se observó 

que el crecimiento y la concentración de IGF-I circulante estaban disminuidos. Estos estudios 

propusieron el primer antagonista funcional de la GH y la participación de la glicina 119 para 

permitir la correcta interacción con el receptor (Chen et al., 1991a y 1991b). 

 

La Hormona de Crecimiento (GH): una familia de proteínas 

 

La GH es una familia de proteínas con un patrón de variación estructural, que se ha descrito 

en peces (Kawauchi et al., 1986), anfibios (Andersen et al., 1989), reptiles (Yasuda et al., 

1989), aves (Houston y Goddard, 1988; Arámburo et al., 1989) y mamíferos (Hart et al., 

1984; Lewis, 1984; Bauman, 1999). Aún cuando la información disponible sobre la 

caracterización bioquímica y fisiológica de las variantes de la GH es contradictoria, existe 

evidencia de su importancia funcional. Se han propuesto algunos mecanismos mediante los 

cuales se pueden generar algunas de estas variantes, además se encontró que se secretan 

en distintas proporciones dependiendo del estado fisiológico del organismo. También se 

conocen algunos datos más específicos, como su actividad biológica, funcional y la potencia 

de sus efectos. 

 

Una de las posibles explicaciones para la diversidad funcional que presenta la GH se asocia 

a su heterogeneidad molecular (Arámburo et al., 1990, 2001), la cual puede originarse por 

diferentes mecanismos como: a) multiplicidad génica (Frankenne et al., 1987; Untergasser et 

al., 1996 y 1997), b) procesamiento diferencial del ARNm (Lewis, 1992; Bauman, 1991 y 

1999), c) modificación postraduccional (Arámburo et al., 1990b), y d) modificaciones post-

secreción. 

 

Como ejemplo de la multiplicidad génica, en los humanos se identificaron dos genes que 

codifican para la GH estructuralmente similar. Uno de los genes se denomina gen normal 

para la GH (hGH-N) y se expresa principalmente en los somatotropos hipofisiarios. El gen 
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variable (hGH-V) en cambio, se expresa en el sincitiotrofoblasto de la placenta (Chen et al., 

1989) y en testículo, y su producto es una proteína con 92% de homología a la GH-N, tiene 

una diferencia en 13 aminoácidos (Frankenne et al., 1987; Untergasser et al., 1996 y 1997). 

La GH-V tiene un PM de 22 kDa, tiene una glicosilación tipo N y se une a receptores de 

prolactina (PRL) y receptores hepáticos de la GH, al parecer con mayor afinidad que la GH-N 

de la hipófisis. Lo anterior explica porque la GH-V se encarga del metabolismo durante la 

segunda mitad del embarazo y sustituye a la GH-N (Frankenne et al., 1988; Bauman, 1991). 

En el caso de la GH-V de la placenta, así como en hipófisis, existen evidencias de distintas 

funciones de esta proteína y se ha corroborado en varias especies de primates, que han 

proporcionado mejores modelos de estudio (Rodríguez-Sánchez et al., 2010). 

 

En peces óseos (anguila, esturión, salmón) también se han identificado dos genes que 

codifican para la GH, ambos se expresan en la hipófisis: GH-I y GH-II (Kawauchi et al., 1986; 

Yasuda et al., 1992). En los esturiones los dos genes producen GH de 190 aminoácidos que 

solo difieren en 3 aminoácidos (Kawauchi et al., 1986; Yasuda et al., 1992). 

 

El procesamiento diferencial del ARNm es otra alternativa para la producción de variantes de 

la GH, que en el caso de humanos y roedores se ha documentado ampliamente. El gen hGH-

N puede producir 3 distintos ARNm: uno de ellos produce hGH de 22 kDa (191 aminoácidos). 

Otro de los ARNm dirige la síntesis de una proteína de 20 kDa que tiene una deleción del 

exón 3 (45 nucleótidos que representan la pérdida de 15 aminoácidos). La GH de 20 kDa 

constituye del 5-10% de la GH sintetizada en la hipófisis y también se ha encontrado en 

roedores (Sinha y Guilligan, 1984). La tercera modificación produce una variante de ~17 kDa 

(Lewis, 1992) que se ha detectado en el suero de humanos (Warner et al., 1993) y también 

se ha observado en hipófisis de roedores (Sinha y Guilligan, 1984). 

 

Otra forma en la que se pueden generar variantes de las proteínas es la modificación 

porstraduccional. Esta modificación se observa comúnmente en las proteínas y la GH no es 

la excepción. En el caso de esta hormona, las modificaciones que sufre después de su 

traducción incluyen la agregación que produce oligómeros, la desamidación, la proteólisis, la 

glicosilación, la fosforilación y la acetilación. 
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Resultados previos obtenidos en nuestro laboratorio, indican que la presencia de variantes 

de masa en el pollo se origina principalmente por modificaciones postraduccionales. La 

oligomerización, para la formación de dímeros (44 kDa), trímeros (66 kDa) etc., la 

glicosilación (Arámburo et al., 1991), fosforilación (Arámburo et al., 1990b), acetilación y la 

proteólisis para la generación de fragmentos (Arámburo et al., 2001b). También se encontró 

que estas variantes poseen distintas actividades biológicas (Tabla 1). Más aún, se tienen 

evidencias de que las variantes que se generan en la hipófisis también se secretan al 

torrente sanguíneo (Houston y Goddard, 1988; Arámburo et al., 1990; Montiel et al., 1992). 

 
Tabla 1. Caracterización de las variantes de la hormona de crecimiento (GH) de pollo. 

Isoforma     Caracterización Referencia 

Fragmento de GH 
15 kDa 

[  ] en embrión de pollo 
Baja afinidad RRA 
Angiogénesis     (+) 
Lipólisis             (+)  

 
Arámburo et al., 
2001b 
Arámburo et al., 
2001a        
 

GH monomérica 
22 kDa 

Actividades relacionadas 
con la GH           
Abundante en la hipófisis 

Houston et al., 1990 
 
Arámburo et al., 
2001a 
 

GH fosforilada 
 

Liberado por GHRH 
Fosforilado por PKA 
  

Arámburo et al., 1990  
 

GH cortada 
25 kDa 

 

Baja afinidad RRA 
Proliferación de NB2 
 

Arámburo et al., 
2001a 
 

GH glicosilada 
26 kDa 

 
Baja afinidad RRA Berúmen et al., 2004  

 

GH oligomérica 
44 kDa 

66, 88, 110 kDa 

Baja afinidad RRA 
[  ] en pollos adultos 

Arámburo et al., 
2001a 

 

Efectos de la Hormona de Crecimiento (GH) 

 

La GH presenta una gran diversidad de funciones, algunas de las más importantes son 

estimular el crecimiento de tejidos blandos y esquelético, así como la regulación del 

metabolismo de carbohidratos, lípidos y proteínas. Los efectos de la GH se realizan gracias a 

su receptor (GHR). El GHR se clasifica como miembro de la superfamilia de receptores  

clase I citocina/hematopoyetina (Kopchick y Andry, 2000). Esta superfamilia incluye las 
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subunidades del receptor a prolactina (PRL), a una variedad de receptores para citocinas y 

factores de crecimiento, como eritropoyetina (EPO), factores estimulantes de colonias de 

granulocitos y macrófagos, interleucinas (IL) 2-7, 9, 11 y 12, entre otros. Actualmente se sabe 

que la GH se une a 2 receptores (Cunningham y Wells, 1991), que a su vez están acoplados 

a Jak-2 tirosin cinasas que se encargan de activar, en respuesta a la GH, a varias moléculas 

de señalización (Kopchick y Andry, 2000). Se han estudiado el receptor y las vías de 

señalización que la GH activa con la finalidad de entender cómo es que esta hormona es 

capaz de llevar a cabo diversos efectos en el crecimiento y metabolismo de los organismos. 

 

Mucho de lo que ahora sabemos acerca de los efectos de la GH, es gracias al conocimiento 

de la estructura de su receptor, que se clonó por primera vez de bibliotecas genómicas de 

hígado humano y de conejo. A partir de estos experimentos se obtuvo una proteína de 

~70kDa, que podía sufrir glicosilación y ubiquitinación para mostrar una proteína de mayor 

tamaño (Harding et. al., 1994). 

 

El receptor de la GH ha sido estudiado ampliamente para determinar su transducción de 

señales, tanto en modelos in vitro como en modelos in vivo. Se ha encontrado que un evento 

crucial para que la GH lleve a cabo su efecto es la dimerización de su receptor, en la que los 

dos receptores se unen por puentes disulfuro formando un complejo de ~220 kDa (Frank et 

al., 1994). La dimerización del receptor conduce a la asociación de Janus cinasas (Jak-2) y a 

la fosforilación cruzada de otra Jak-2 (Wang et al., 1996). Parte de la cascada de 

señalización que la GH activa, incluye un incremento en la biosíntesis de insulina, el aumento 

en la proliferación de distintas células (pre-condrocitos, linfocitos), aumenta la actividad de 

las tirosinas que fosforilan diversas proteínas, aumenta la concentración intracelular de Ca++, 

la activación de proteínas STAT (signal transducer and activator of transcription), la expresión 

y la síntesis de c-fos (fos: FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog), la síntesis de 

proteínas y el transporte de la glucosa (Wang et al., 1996). 

 

La GH se considera, por lo anterior, un factor pleiotrópico que en conjunto, con la activación 

de diversas moléculas lleva a cabo el proceso de crecimiento de un organismo. Por esta 

misma razón es compleja la comprensión de las funciones que la GH lleva a cabo. 
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Uno de los efectos que más ha atraído la atención hacia la GH, es su efecto antiapóptotico 

en diferentes células. En los organismos vivos el control del desarrollo y crecimiento de 

diversos tejidos se encuentra regulado por una serie de procesos que interactúan de forma 

compleja mediante múltiples factores. Un tipo de muerte celular programada, la apoptosis, es 

uno de estos mecanismos, la cual incluye una secuencia de eventos que se realizan con 

base en el metabolismo y que tiene como objetivo la destrucción celular (Susan y Brad, 

2005). Algunos de los detonantes de este proceso son el daño irreversible celular o a su 

material genético, lo cual provoca la activación de una serie de proteínas para la eliminación 

de la célula. La falla de este mecanismo puede causar padecimientos como el cáncer, 

cuando la muerte celular disminuye, o enfermedades neurodegenerativas, cuando el proceso 

es excesivo (Delhalle et al., 2003). 

 

Este proceso de muerte celular programada, es mediado por proteínas con actividad 

enzimática llamadas caspasas. Además involucra características como la condensación 

nuclear y citoplasmática, el rompimiento de la cromatina, la formación de cuerpos 

apoptóticos, sin alterar la membrana plasmática. Las caspasas tienen actividad proteolítica y 

pueden activarse por varias señales, conocidas como proapoptóticas, el estrés celular, la 

privación de factores de supervivencia clásicos como diversos factores de crecimiento (EGF, 

VGEF, IGF-1) o algunas hormonas (PRL, GH). Así mismo, la administración de estos 

factores puede evitar la muerte celular, como se ha observado previamente (Lieberthal et al., 

1998). 

 

En la actualidad hay una gran cantidad de evidencias del efecto que la GH tiene en la 

supervivencia celular, en modelos in vitro e in vivo. La administración de GH en ratas mostró 

un aumento de IGF-I en cerebro, lo cual se asoció a la inhibición de la apoptosis en el tejido 

(Frago et al., 2002). El efecto de la GH se determinó en varios modelos in vitro, cultivos 

primarios de células de la granulosa (Sirotkin y Makarevich 1999), en cultivos primarios de 

cardiomiocitos (González-Juanatey et al., 2004), en células del sistema inmune (Jensen et 

al., 2005), y en todas estas células se encontró una disminución de la apoptosis en los 

tratamientos con la GH al compararlos con sus respectivos controles o tratamientos 

inductores de apoptosis. 
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Hormona de Crecimiento (GH) extrahipofisiaria 

 

Asimismo, en varios estudios en las últimas décadas se demostró que la GH se sintetiza no 

solo en la hipófisis, sino también en tejidos extrahipofisiarios. Se han encontrado, tanto a la 

GH como a su ARNm en varios tejidos como la glándula pineal, glándula mamaria, hígado, 

riñón, pulmón, músculo, colon, estómago y ovario, de varias especies (Rev. en Render, et al., 

1995). En el caso de la placenta y testículo (Untergasser et al., 1997) se ha demostrado la 

expresión específica del gen GH-V (hormona de crecimiento variable).  

 

Otros sitios en los que también se ha encontrado a la GH son las células y tejidos del sistema 

inmune (Hattori et al., 1990 y 2001; de Mello-Coelho et al., 1998a), en cultivos de linfocitos 

humanos (Weigent et al., 1988; Hattori et al., 2001), en células mononucleares in vivo 

(Weigent y Blalock, 1991; Baxter et al., 1991) entre otras. La síntesis de la hormona también 

se ha demostrado mediante la incorporación de aminoácidos radioactivos (Weigent y Blalock 

et al., 1992) y la localización de su ARNm (Wu et al., 1996). El receptor para GH también 

está presente en los linfocitos y los monocitos (Badolato et al., 1994; Bresson et al., 1999). 

Los receptores de la GH pertenecen a la superfamilia de los receptores para citocinas, ya 

que son estructuralmente homólogos (Wlodawer et al., 1993), por lo que no es extraño 

encontrarlos en las células del sistema inmune. 

 

La relación que existe entre el sistema neuroendócrino y el sistema inmune es estrecha, ya 

que ambos sistemas utilizan ligandos y receptores similares para establecer un circuito de 

comunicación, intra e intersistemas, que es muy importante para mantener la homeostasis 

(Berczi y Gorczynski, 2001).  
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Función de la GH en el sistema inmune 

 

Las primeras observaciones en relación a la función de la GH en el sistema inmune se 

realizaron en casos con deficiencia de esta hormona: por causas genéticas (enanismo), 

fisiológicas (envejecimiento) o experimentales (hipofisectomía). Estos casos se asociaron 

con un funcionamiento inmunológico deficiente, el cual se corregía al administrar GH 

exógena (Clark, 1997). En cambio, cuando había incrementos patológicos en la 

concentración de la GH (acromegalia producida por adenomas hipofisiarios), se observó un 

hiperfuncionamiento del sistema inmune, que incluía tanto la inmunidad celular como la 

humoral (Hull y Harvey, 1997). Los efectos del exceso de GH pueden ser disminuidos o 

completamente bloqueados por inmunoneutralización de la GH circulante. La administración 

de anticuerpos contra la GH provoca la disminución en el peso y el número de células del 

bazo y del timo, así como la producción de anticuerpos en células B estimulada por linfocitos 

T (Crilly et al., 1994). Estas observaciones reflejan la presencia de receptores para la GH en 

linfocitos tisulares y circulantes, así como en células epiteliales de bazo y timo. La inducción 

de citocinas y otros factores inmunológicos por la GH, parecen ejercer un efecto de 

retroalimentación en hipotálamo e hipófisis, para regular la liberación de la GH hipofisiaria 

(Besedovsky y del Rey, 1996). Ahora, se han evaluado los mecanismos mediante los cuales 

se genera la comunicación bidireccional entre células inmunes y células liberadoras de GH y 

se ha propuesto que factores inmunes también pueden regular factores del sistema 

neuroendócrino. La GH desempeña papeles importantes en el desarrollo y funcionamiento 

del sistema inmune: aumenta la actividad de las células asesinas naturales (células NK: 

natural killer), estimula la eritropoyesis, linfopoyesis, granulopoyesis y la producción de 

aniones superóxido por neutrófilos y macrófagos (Hattori et al., 2001). Se ha reportado que 

en los linfocitos humanos se sintetiza y secreta la GH (Kooijman et al., 1996), también se han 

evaluado los efectos de la administración exógena de la GH (Tabla 2.). 

 

Como los linfocitos poseen receptores para la GH (GHR) (Hull et al., 1996; de Mello-Coelho 

et al., 1998a; Hattori et al., 2001), la hormona sintetizada por ellos mismos podría actuar 

sobre sus propios receptores en forma autocrina y/o paracrina. La localización de los GHR y 

las proteínas que unen a la GH inmunorreactiva podría indicar que la GH juega un papel 

importante para la proliferación, diferenciación, y/o la actividad de las células inmunes.
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Tabla 2. Efectos de la hormona de crecimiento (GH) en el sistema inmune. 

       Efectos de la GH Especie Referencia 
Proliferación de linfocitos 
T y B (in vitro) 
 

Humano y pollo 

 

Kelley, 1990; 

Yoshida et al., 1992  

Actividad metabólica de 
monocitos, células NK 
 

Humano y pollo 

 

Kelley, 1990; 

Shimizu et al., 2005  

Diferenciación  de precursores 
a neutrófilos 

Humano 

 

Kelley, 1990 

Producción de timulina y 
proliferación de timocitos  
 

Rata y perro Kelley, 1990 

La producción de citocinas            
(IL- 2, IL- 6, IgE, IgG) 
 

Humano, aves y 

ratón 

Kimata y Fujimoto, 

1994; Savino et al., 

2003 

Estimula el crecimiento de  
tejidos linfoides (in vivo)  

Aves y mamíferos Marsh et al., 1992; 

Villanua et al., 1992 

 

Además, se sabe que la GH puede afectar indirectamente la maduración de los linfocitos y su 

vía de almacenamiento en células del estroma de bazo y timo (Hull et al., 1996). 

 

Con la finalidad de determinar el nivel al que la GH lleva a cabo sus acciones, se ha 

investigado en varias especies, entre ellas el pollo, la presencia y localización celular de sus 

receptores. Se detectó el ARNm del receptor para la GH (GHR) en bazo, bolsa de Fabricio y 

timo del pollo (Hull et al., 1996). El ARNm de la GH encontrado en estos órganos presenta 

homología y sitios de corte equivalentes a los del ARNm de la hipófisis con las enzimas de 

restricción Bam HI y Rsal (Render et al., 1995). Resultados de nuestro laboratorio mostraron 

la presencia de la hormona en órganos como bazo, timo y bolsa de Fabricio en pollos, similar 

en tamaño y antigenicidad a la hormona hipofisiaria. Así mismo se han caracterizado algunos 

de los tipos celulares responsables de la producción de la GH (Luna et al., 2008). El papel de 

la GH extrahipofisiaria se desconoce y existen pocas evidencias acerca de su función, 

aunque parece ser que también está directamente relacionada con la proliferación y 

diferenciación celular, hay trabajos que demuestran diferencias en sus actividades. 
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Como se mencionó previamente, la GH ha mostrado efectos antiapoptóticos en células del 

sistema inmune, en donde se ha encontrado que estimula la síntesis de ADN (Berczi et al., 

1991). En cultivos de linfocitos, monocitos y neutrófilos, tratados con GH demostró citometría 

de flujo de las células mostró que la GH fue capaz de inhibir la apoptosis en neutrófilos 

(Matsuda et al., 1998). El efecto también se ha probado en otras líneas celulares, como las 

de precursores de linfocitos B (Ba/F3) que normalmente no expresan el receptor a GH. Estas 

células se transfectaron para expresar el receptor funcional de la GH y se encontró que la 

administración de la GH disminuía hasta en un 70% la proporción de células apoptóticas 

(Jeay et al., 2000 y 2002). Lo anterior sugiere que la GH podría tener un efecto 

paracrino/autocrino. 

 

El sistema inmune del pollo 

 

Parte de los componentes esenciales de defensa del sistema inmunológico en la mayoría de 

los vertebrados son las células B, T y asesinas naturales (NK), las cuales protegen de 

agentes patógenos potenciales. El sistema inmune de las aves está formado por órganos 

linfoides primarios y secundarios (Fig.1). Los órganos primarios proveen de microambientes 

necesarios donde los linfocitos se diferencian y proliferan para formar distintas clonas y de 

ahí se distribuyen hacia la médula ósea, el bazo y el resto de los órganos linfoides 

secundarios. 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig.1. Órganos inmunes primarios y secundarios del pollo. 

 

Los órganos linfoides primarios, en las aves, son la bolsa de Fabricio (BF) y el timo, y los 

órganos secundarios son la glándula de Harder y pineal, el bazo y los bazos accesorios, los 

nódulos linfáticos y la amígdala cecal. La inmunofisiología de las aves depende de la 
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presencia de células inmunocompetentes y accesorias. Las primeras se derivan de la bolsa 

de Fabricio o del timo. 

 

La bolsa de Fabricio (BF) es un órgano específico de las aves, responsable de la 

maduración de los linfocitos B (Glick et al., 1956). Se localiza en la cloaca del pollo, detrás de 

la última porción del tracto intestinal. Tiene una forma redonda u ovalada que contiene 

pliegues funcionalmente organizados en folículos, alrededor de 800 folículos por pliegue. El 

folículo bursal contiene una población celular heterogénea: esta recubierto por células 

epiteliales asociadas al folículo (FAE) e interfoliculares (IFE). Posee dos compartimentos: 

una médula y una corteza con linfocitos, linfoblastos, reticulocitos, macrófagos y células 

plasmáticas (Fig.2). La actividad pinocítica de las FAE permite que gran cantidad de 

sustancias solubles entren a la médula de la bolsa de Fabricio, lo cual estimula la producción 

de anticuerpos en el lumen bursal. Otra característica de este órgano es que comienza a 

involucionar después de las 10 semanas de edad, antes de la madurez sexual y se convierte 

en tejido fibroso al llegar a las 25 semanas de desarrollo (Ciriaco et al., 2003). 

 
Fig.2. Estructura del folículo linfoide de la bolsa de Fabricio (Modificado de Ciriaco et al., 2003). 

 

La región medular de la bolsa de Fabricio está constituida por linfoblastos y linfocitos 

inmersos en una red formada por las prolongaciones citoplasmáticas de las células 

reticuloepiteliales y dendríticas secretoras (Fig.2). En la periferia entre la región medular y la 

cortical existe una capa de células epiteliales que limitan a los dos compartimentos junto con 

la membrana basal, que en conjunto se llaman epitelio cortico-medular. 
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La región cortical (Fig.2) está formada por varias capas de linfocitos (de 8 a 10), 

macrófagos, algunas células epiteliales y mesenquimatosas de la lámina propia. En la 

corteza se encuentran vasos sanguíneos asociados a la membrana basal, lo que permite que 

exista una salida continua de linfocitos. 

 

Durante la embriogénesis, la BF se coloniza por células precursoras esenciales para el 

desarrollo normal de los linfocitos B. En la BF, los linfocitos se dividen y diferencian antes de 

migrar a la periferia como linfocitos B maduros, donde funcionan ante los antígenos para 

convertirse en células plasmáticas productoras de anticuerpos (Rev. Glick 1991; Ratcliffe 

2002). En el microambiente de la bolsa de Fabricio los linfocitos proliferan en la región 

medular y migran a la corteza para abandonar la bolsa. Así mismo se ha observado que el 

crecimiento en la corteza y la médula es diferencial durante la etapa embrionaria y que tiende 

a igualarse post-natalmente, por lo que se ha propuesto la posibilidad que estos 

compartimentos tengan funciones distintas. 

 

Ontogenia de la bolsa de Fabricio (BF). La BF se desarrolla a partir del apéndice 

localizado en la porción dorsal de la cloaca. Los primordios de la BF se forman a partir del 

4to día de incubación, en la superficie del epitelio ectodérmico (Fig. 3A). Entre el día 3-4 de 

incubación se encuentran células precursoras B en la región para-aórtica intraembrionaria. 

Estas células precursoras migran hacia el saco vitelino entre los días 5-6 de desarrollo 

embrionario (DE), y es posible detectar marcadores de superficie específicos de linfocitos B 

como la IgM y Bu-1 (Reynaud et al., 1994). En el día 7 DE las células precursoras inician el 

rearreglo de la cadena ligera de las inmunoglobulinas (Ig’s) en el tejido mesenquimatoso 

embrionario extra-bursal, aún cuando estas células no han colonizado la BF, por lo que se 

plantea que dicho rearreglo sea independiente de la BF (Mansikka et al., 1990). Este 

rearreglo es lo que permite a las células precursoras migrar hacia los órganos linfoides como 

la BF y colonizarlos (Reynaud et al., 1994). La diversificación de la región variable de las Ig’s 

se inicia poco después, cuando las células expresan IgM de superficie durante la etapa de 

proliferación en los folículos linfoides de la BF (Mansikka et al., 1990). 

 

Al quinto día de desarrollo embrionario se observa la formación de un esbozo endodérmico 

rodeado por una cápsula de tejido mesenquimatoso, y se puede distinguir una evaginación 

dorsocaudal de la cloaca. Entre el día 6 y el 8 el cordón epitelial desarrolla una luz y se 
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conecta con el rudimento de la luz cloacal, así la BF crece como un tallo cilíndrico. Más tarde, 

hacia el día 10 de desarrollo embrionario aparecen las plicas o pliegues y a los 12-18 días ya 

se pueden observar varios esbozos epiteliales (Romppanen, 1982).  

 

Otras células que juegan un papel importante para el desarrollo adecuado de la BF y la 

respuesta inmune especifica, son las células dendríticas secretoras bursales (BSDC). Las 

BSDC se derivan de células precursoras conocidas como células mesenquimatosas oscuras. 

Estas células ingresan al epitelio a través de la membrana basal durante los días 11-13 DE, 

poco antes de que los precursores linfoides arriben para dar lugar a los primordios foliculares 

(Olah y Glick 1978; Olah et al., 1992). Las BSDC presentan la característica de inmobilizar 

IgG en sus membranas, por lo que se ha propuesto que esta es la manera en la que 

interactúan con las células B para facilitar su expansión (Glick, 1995). 

 
Fig.3. Ontogenia de la bolsa de Fabricio del pollo. (A) La colonización de la bolsa de Fabricio embrionaria se 
da por células basófilas dendríticas y precursores linfoides. (B) Se observan las primeras células basófilas que 
colonizan el tejido para formar los primordios del folículo linfoide. (C) los precursores de las células B con 
inmunoglobulina de superficie (sIg+) colonizan cada primordio folicular. (D) Las células sIg+ (principalmente 
IgM+ y escasas IgG+) sufren una rápida proliferación antes de la eclosión. (E) Para el día del nacimiento el 
folículo ya está formado. (F) Las células epiteliales asociadas al folículo (FAE) tienen actividad pinocítica para 
permitir el contacto de antígenos en la región medular. (G) Algunos de los linfocitos migran a través de la 
membrana basal y se desarrolla la membrana cortico-medular. (H) Folículo bursal maduro en el período post-
eclosión (Modificado de Ratcliffe, 2006). 
 
La migración de las células precursoras linfoides (Fig. 3B) se lleva a cabo del día 8-15 (7.5-

14) DE (Houssaint et al., 1976) a través de la vascularización general (Moore y Owen, 1965), 
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y van del mesénquima extrabursal al tejido en desarrollo donde empiezan la formación y 

proliferación de los folículos bursales (Pink y Lassila, 1987; Glick, 1995). Las células 

precursoras y las células mesenquimatosas oscuras colonizan la BF a través del epitelio e 

inducen la formación del folículo linfoide (Reynaud et al., 1994). La migración de estas 

células está ligada a la expresión de moléculas de superficie (carbohidrato X Lewis) que 

funcionan como ligandos para selectinas pertenecientes a la familia de receptores de 

adhesión vascular (Masteller y Thompson, 1994). 

Existe evidencia de que la BF es colonizada casi simultáneamente por dos linajes 

hematopoyéticos entre los días 9 y 10 DE, uno de los linajes dará lugar a linfocitos y 

macrófagos, mientras que el segundo grupo dará lugar principalmente a macrófagos y 

algunos granulocitos y desaparecerán al final de la vida embrionaria (Houssaint, 1987). Los 

precursores hematopoyéticos se observan en el mesénquima y hasta después del día 10 DE 

penetran en el epitelio. Los precursores que no alcanzan el epitelio se comprometen para 

diferenciarse en la línea mieloide, principalmente en granulocitos (Houssaint, 1987). 

 

A los 14 DE se distinguen cúmulos de células en el interior del epitelio: primordios epiteliales 

que representan la médula folicular temprana e indican el inicio de la formación de los 

folículos linfoides (Paniagua y Nistal, 1983). Los primordios epiteliales están formados, 

principalmente, por células precursoras, pero en esta etapa no es posible distinguir entre 

corteza y médula (Betti et al., 1991). Las células indiferenciadas que se observan son 

probablemente derivadas del saco vitelino (células basófilas ricas en ribosomas), y algunos 

autores las consideran linfoblastos (Paniagua y Nistal, 1983). La migración de los linfoblastos 

se lleva a cabo a través de la lámina basal de los primordios en el día 15 DE (Paniangua y 

Nistal 1983). 

 

Una de las características de las células B del pollo, es que se desarrollan en una sola 

oleada de diferenciación, que inicia cuando las células precursoras B se comprometen entre 

los días embrionarios 10 y 15 (McCormack et al., 1989; McCormack y Thompson, 1990). Las 

células precursoras se encuentran de manera abundante en la BF embrionaria (14-18 DE), 

es relativamente raro encontrarlas en etapas post-eclosión y no se observan en animales 

adultos (Betti et al., 1991). 
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Durante esta etapa de desarrollo el epitelio bursal parece desempeñar un papel fundamental 

al proveer a las células precursoras de un estímulo para inducir la aparición de antígenos 

mayores de histocompatibilidad clase II (MHC II), aún cuando la producción de Ig’s no 

depende de la BF (Ratcliffe et al, 1986). Al día 15 DE las células precursoras B también 

presentan IgM+ de superficie, estas células desaparecen gradualmente después del 

nacimiento (Pink y Lassila, 1987).  

 

El número de células precursoras B que colonizan inicialmente a cada folículo es pequeño 

(de 2-7 células) (Pink et al., 1985) y el crecimiento del mismo se debe a la proliferación de 

estas células. Se forman alrededor de 104 folículos durante la colonización y este número 

permanece constante en la BF madura (Olah y Glick, 1978). Entre el día 18 embrionario y las 

2 semanas post-eclosión, las células B sufren una diferenciación dependiente de la BF. Al 

término de esta etapa dependiente de la BF, los pollos tienen la capacidad de montar la 

respuesta inmune primaria, prácticamente contra todos los antígenos (McCormack y 

Thompson, 1990). 

 

También entre los días 12-15 DE se desarrolla el epitelio que delinea los pliegues 

(Naukkarinen et al., 1978), las células epiteliales se alargan y desarrollan prolongaciones 

citoplasmáticas que se interconectan para formar una red (Paniagua y Nistal, 1983). Así 

mismo, empieza su diferenciación en epitelio interfolicular (IFE) y epitelio asociado al folículo 

(FAE) (Naukkarinen et al., 1978). Aún cuando las células FAE se encuentran presentes 

desde el día 15DE, su actividad pinocítica es detectable hasta el 19-21 (Fig. 3F) 

(Naukkarinen et al., 1978). En la BF post-eclosión el FAE está soportado por 3-5 capas de 

células epiteliales estratificadas que son la continuación de las células epiteliales 

corticomedulares (Olah et al., 1992). El FAE consiste en células M y células dendríticas 

secretoras. La comunicación entre el FAE y la médula se lleva a cabo mediante las células 

de soporte del FAE (Olah et al., 1992). 

 

Durante la etapa tardía de desarrollo embrionario y en pollitos recién nacidos, se observan 

pocas células B IgG+, incluso algunos autores no reportan señal positiva en estas etapas 

(Olah et al., 1991). Una de las principales funciones de la BF en etapas embrionarias y 

tempranas post-eclosión es proporcionar un microambiente adecuado para que los linfocitos 

B proliferen y se diferencien antes de su migración a los tejidos periféricos como linfocitos B 
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maduros, donde llevaran a cabo su función inmune (Rev. Glick, 1991; Ratcliffe, 2002). 

Además se sabe que la BF permite que se lleve a cabo la diversidad inmunológica a través 

del rearreglo de los genes de las Ig’s, gracias a la liberación de diversos factores humorales 

que inciden sobre los precursores linfoides (Weill y Reynaud, 1987; Rev. Scott, 2004). Justo 

antes de la eclosión, las células bursales de los primordios epiteliales, migran a través de la 

membrana basal, lo cual permite distinguir algunos folículos linfoides con corteza y médula 

separadas por la membrana basal que ahora se convierte en membrana corticomedular 

(Reynolds, 1987) como se observa en la Fig. 3G. 

 

Después de la eclosión, el número de células en la BF continúa aumentando aunque a una 

proporción mucho menor, de manera que su tamaño se dobla cada semana (Lydyard et al., 

1976). A pesar de elevada proliferación celular de precursores B en la BF por día, solo el 5% 

de las células sobreviven y el resto muere in situ (Motyka y Reynolds, 1991). Las células de 

la corteza y de la médula se dividen rápidamente, pero el aumento en el tamaño no es 

proporcional debido a la muerte celular en la BF post-eclosión (Paramithiotis et al., 1995). 

 

Los valores de apoptosis en la BF son muy elevados, probablemente mayores a los 

observados en el timo de mamíferos y de aves, y marca a la BF como uno de los sitios de 

mayor muerte celular del sistema linfoide (Motyka y Reynolds, 1991). Los valores de 

apoptosis estimados hasta ahora, subestiman la verdadera proporción de muerte celular que 

sucede en la BF, ya que las células sufren rápidamente apoptosis y son fagocitadas de 

manera eficiente por los macrófagos, no solo en la BF, también en distintos órganos (Motyka 

y Reynolds, 1991). Existe evidencia que demuestra que las células que pierden la expresión 

de Ig’s son inducidas a sufrir apoptosis (Paramithiotis et al., 1995). 

 

En los pollos post-eclosión la BF contiene de 10 a 15 pliegues o plicas, con 8000-12000 

folículos bursales poliédricos (Olah y Glick, 1978). Cada folículo está organizado en una 

médula central y una corteza periférica (Grossi et al., 1977). Y durante el desarrollo post-

eclosión la BF también funciona como órgano linfoide secundario (Ekino et al., 1985). Se ha 

observado que en la BF de pollos post-eclosión las células dendríticas secretoras bursales 

(BSDC) expresan la cadena completa de IgG (Glick y Olah, 1993). La evidencia anterior 

sugiere que la IgG y los productos granulares de las BSDC podrían estar funcionando como 

ligandos y señales para la expansión de las células B y la conversión génica (Glick y Olah, 
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1993). También se ha demostrado que la localización de las BSCD es estratégica, se 

localizan dentro y debajo de las células epiteliales asociadas al folículo (FAE), indicando su 

contacto con los antígenos que ingresan al órgano linfoide. También se observan en el borde 

corticomedular, sitio regenerador para las células BSCD (Gallego et al., 1996). En la fase de 

crecimiento rápido (1d a las 4 semanas), el número de BSDC aumenta alrededor de 18 

veces, posiblemente por la proliferación de precursores en los arcos del borde corticomedular 

(Olah et al., 1992). 

 

Durante la vida del pollo la BF incrementa su peso, alcanzando el valor máximo entre las 10-

15 semanas. Después de este tiempo, el peso disminuye e inicia la formación de quistes, 

principalmente en la médula folicular (Naukkarinen y Sorvari, 1984). Con respecto a la tasa 

de proliferación de linfocitos también existen cambios dependiendo de la etapa de desarrollo. 

En el desarrollo embrionario la proliferación es de 6.4%/h, en pollos neonatos aumenta a 

10%/h, y disminuye nuevamente al 6.4%/h después de las 6 semanas (Ekino, 1993). 

Después de las 10 semanas de edad, las células BSDC disminuyen dramáticamente, 

sugiriendo que la actividad pinocítica de las células FAE decrece debido a la regresión de la 

BF (Gallego et al., 1996). En la semana 17.5, las células del FAE comienzan a perder su 

actividad pinocítica y los cúmulos de mucina comienzan a aparecer en la región de la 

médula, lo que forma los cúmulos mucoides que se observan en las fases tardías de la 

involución (Naukkarinen y Sorvari, 1984). 

 

De acuerdo a lo anterior se ha determinado que la BF tiene un crecimiento marcado durante 

el desarrollo embrionario. Después del nacimiento su crecimiento se puede clasificar en tres 

etapas: la 1era fase es de crecimiento rápido, que va desde el nacimiento hasta las seis u 

ocho semanas de edad. En este periodo la BF incrementa su peso hasta alcanzar su máximo 

entre las 9 y las 15 semanas. La 2da fase, llamada de meseta, se inicia a partir de que la BF 

alcanza su peso máximo, después de las 9-10 semanas, donde no hay un cambio en el peso 

del tejido. Y posteriormente la fase de regresión que inicia alrededor de la semana 15 y se 

caracteriza por la involución del tejido, hasta cerca de las 23 semanas de edad, en donde la 

BF solo es un residuo de tejido fibroso (Frazier, 1974; Glick, 1984; Paniagua y Nistal, 1983; 

Ciriaco et al., 2003). 
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Existe evidencia de que durante la etapa embrionaria y hasta las 6 semanas post-eclosión, la 

BF juega un papel de tejido linfoide primario para la proliferación y maduración de las células 

B, y que posterior a las 6 semanas y hasta la semana 16 funciona como órgano linfoide 

secundario (Naukkarinen y Sorvari, 1984). Gracias a la actividad pinocítica de las células 

epiteliales asociadas al folículo linfoide (FAE) y a su localización estratégica de la BF (en la 

parte posterior de la cloaca), se facilita el ingreso de diversas partículas antigénicas que al 

tener contacto con las células B diversifican el repertorio de anticuerpos. 

 

Uno de los cambios que la BF sufre durante su regresión es la pérdida de peso, esto último 

debido a la involución histológica que sucede a las 18 semanas, y que consiste en el 

plegamiento del epitelio interfolicular (Glick, 1984; Ciriaco et al., 2003). Otro de los 

fenómenos observados en la BF es la sustitución del tejido linfoide por tejido fibroso en la 

región subepitelial, que se conoce como involución mucoide (Zapata y Cooper, 1990). Los 

procesos de proliferación decrecen significativamente entre la semana 10 y 16, así mismo la 

actividad pinocítica se pierde en las células FAE y desaparecen hacia la semana 19-20 de 

desarrollo. Finalmente, después de la semana 23, la BF se encuentra como un residuo 

fibroso, sin estructuras linfoepiteliales (Zapata y Cooper, 1990). 

 

El proceso de involución de la BF se ha asociado a la madurez sexual, ya que coincide con el 

incremento en el tamaño de las glándulas adrenales y el incremento en la producción de 

esteroides gonadales/adrenales (Glick, 1984). Algunos experimentos que apoyan dicha 

hipótesis, han demostrado que la administración de esteroides en etapas prepuberales 

induce la regresión de la BF (Glick et al., 1956; Meyer et al., 1959). Está bien documentado 

que los glucocorticoides tienen la capacidad de inducir apoptosis en células inmaduras T y B 

(Compton et al., 1990) y también funcionan como inmunosupresores durante la respuesta 

inmune e inflamatoria. Se ha observado en experimentos in vitro realizados con células 

dendríticas secretoras, que la administración de dexametazona disminuye su la expresión de 

moléculas clase II del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC II), por lo que los 

linfocitos T no sufren activación (Schwiebert et al., 1995). 
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La Hormona de crecimiento (GH) y la bolsa de Fabricio (BF) 

 

El efecto de la GH se ha evaluado ampliamente en diversos tejidos inmunes y la BF no es la 

excepción. En investigaciones previas demostraron que los linfocitos de la BF sufren 

apoptosis a las pocas horas de haberse extraído del tejido (Neiman et al., 1991). Los efectos 

de la GH se han explorado porque previamente se encontró la expresión del ARNm de la 

hormona, así como de su receptor (Render et al., 1995; Hull et al., 1996). En trabajo de 

nuestro grupo de investigación se ha descrito la concentración de la GH en distintas etapas 

del desarrollo de la BF (Luna et al., 2005), así como la distribución de la GH y de su ARNm 

en pollos de 4 semanas (Luna et al., 2008). La localización de la proteína y su ARNm en la 

región cortical de los folículos linfoides de la BF, sugieren que su producción se realiza en 

linfocitos B (Luna et al., 2008). Así mismo, se ha inferido su participación en la supervivencia 

de los precursores linfoides, ya que se ha encontrado a la GH en células dendríticas 

secretoras (Luna et al., 2008), que proporcionan diversos factores para la maduración de 

precursores B (Glick y Olah, 1993). 

 

El timo  

 

El timo es un órgano linfoide primario donde las células precursoras provenientes de la 

médula ósea se diferencian y maduran en células T inmunocompetentes (Rev. por Silva et 

al., 2008). El proceso de timopoyesis o diferenciación intratímica es dirigida esencialmente 

por las señales del microambiente del timo (Fig.4.), una red tridimensional formada por las 

células tímicas epiteliales (TEC), células dendríticas, macrófagos, fibroblastos y 

componentes de la matriz extracelular (Rev. por Savino y Dardenne, 2000). El microambiente 

permite a los timocitos sufrir el proceso de selección, proliferación y diferenciación, para 

establecer el repertorio de células maduras, inmunocompetentes que expresan el complejo 

principal de histocompatibilidad (MHC) característico de las células T circulantes (Anderson 

et al., 2001). 

 

Dentro de los lóbulos las células inmaduras TCR- CD4- CD8- y TCR+ CD4+ CD8+ se localizan 

en la región cortical, mientras que las células maduras TCR+ CD4+ CD8- y TCR+ CD4- CD8+ 

se encuentran en la médula (Savino et al., 2004). La migración es compleja, se controla por 

varias interacciones moleculares, incluyendo aquellas mediadas por la matriz extracelular 



 22  

(ECM), quimosinas y semaforinas (Savino et al., 2002 y 2004; Takahama, 2006; Lepelletier et 

al., 2007). Este proceso es regulado, tanto por moléculas de superficie, como por factores 

solubles derivados del microambiente (Anderson y Jenkinson 2001; Savino et al., 2004). Sin 

embargo el papel de algunas de estas señales no se conoce. La secuencia compleja de 

eventos que da lugar a la generación de células T en aves y mamíferos parece estar 

conservada (Moore y Owen, 1967; Moore, 2004), por lo que la información obtenida hasta 

ahora proviene tanto de mamíferos como de aves. 

 

En las aves, el timo está conformado por siete lóbulos a cada lado del cuello hasta el tórax, 

algunas veces el último lóbulo se encuentra embebido en la tiroides. Los estudios 

histológicos muestran que el timo se divide en corteza y médula, y las células que conforman 

al tejido son semejantes a las descritas en el timo de los mamíferos. 

 

El timo se desarrolla a partir del endodermo de la 3era bolsa faríngea con las interacciones 

subsiguientes del mesénquima epitelial y la participación de otros factores como Notch 

(Parreira et al., 2003). La estratificación del epitelio inicia entre el 7mo y 8vo día de desarrollo 

embrionario (DE), y al mismo tiempo inicia un incremento en la expresión del MHC II, Delta 1 

y el ligando de Notch, que juegan un papel crítico en el desarrollo de las células T (Parreira et 

al., 2003).  

 
Fig.4. Estructura del timo de pollo (Modificado de Ciriaco et al., 2003). 

 
En las aves, el timo parece ser colonizado en tres oleadas de células precursoras. En la 

1era, las células troncales migran desde la región paraórtica al timo entre los 6.5 y 8 días de 
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DE y se pueden observar en el tejido del 11vo día de embrión. Las oleadas subsecuentes se 

llevan a cabo de en el 12vo y 18vo DE, provenientes de la médula ósea y del bazo (Coltey et 

al., 1989). 

 

El timo provee del microambiente necesario para la diferenciación de las células troncales en 

tres distintas subpoblaciones, los linfocitos T cooperadores, T reguladores y T citotóxicos. La 

conformación del timo es, básicamente, de linfocitos T en distintas etapas de maduración 

(Fig.4), células epiteliales (TEC), células dendríticas, macrófagos y fibroblastos, que forman 

la red del microambiente para la proliferación y diferenciación (Kendall, 1980).  

 

La red de las células epiteliales, tanto corticales como medulares (Fig.4), son el principal 

componente del microambiente tímico y son responsables de la selección positiva de los 

timocitos. También produce varias citocinas quimosinas y matriz extracelular (ECM) (Savino 

y Dardenne, 2000). Es un tejido heterogéneo y las células en diferente ubicación de los 

lóbulos del timo pueden relacionarse con etapas específicas en la maduración de las células 

T. 

 

Algunos de los cambios durante el desarrollo que se han descrito en el timo, incluyen 

variaciones en la densidad celular, donde se ha observado que la distinción entre corteza y 

médula se pierde durante el envejecimiento (Franchini y Ottaviani, 1999). 

 

En pollos de la raza White Leghorn, se ve una reducción progresiva del área cortical, así 

como en el número de células epiteliales de la corteza y médula entre las 12 y las 24 

semanas de desarrollo. Sin embargo, existen datos de que las células remanentes 

mantienen su capacidad funcional en el órgano (Aita et al., 1995). También se ha observado 

que las células epiteliales liberan y/o son blanco de varios péptidos, y parece que sufren 

cambios dependientes de la edad (Kendall, 1980). Se ha determinado que en el timo hay un 

incremento, dependiente de la edad, en la expresión de receptores, y que su expresión 

aumenta durante la ontogenia (Franchini y Ottaviani, 1999). 

 

La interacción de las células B, T y células accesorias es necesaria para una respuesta 

inmunológica óptima. Tanto el timo como la bolsa de Fabricio son de gran importancia para la 

función inmune de las aves, sobre todo en etapas tempranas de su desarrollo. 
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La Hormona de Crecimiento (GH) y el timo 

 

Desde 1930 se observó la involución tímica en animales a los cuales se les había sometido a 

hipofisectomía (Smith, 1930). Se sabe que la GH modula una gran cantidad de procesos en 

los animales, entre ellas, la proliferación y migración de los timocitos, la secreción de matriz 

extracelular, quimocinas y hormonas tímicas de las células tímicas epiteliales (TEC, por sus 

siglas del inglés) (Savino, 2007). 

 

El efecto del aumento en los niveles de la GH en el timo de ratones se ha evaluado en 

distintos modelos. Y de manera consistente se ha encontrado que la GH aumenta el número 

de timocitos con respecto a los animales control. En ratones inyectados con GH se 

observaron de 10-15% más células en fase M, en comparación con su respectivo control 

(Smaniotto et al., 2004 y 2005). Los ratones tratados con la GH también muestran un 

aumento en la migración de timocitos. Dicho efecto podría estar mediado por el incremento 

en la producción de fibronectina y laminina de las células tímicas epiteliales (TEC), que se 

incrementa en presencia de la GH en TEC en cultivo (de Mello-Coelho et al., 1997). En el 

timo de mamíferos se ha evaluado de forma extensa el efecto de la GH. En el caso de las 

aves la información obtenida es menor. 

 

En el timo de las aves el efecto de la GH se ha evaluado en pollos hipofisectomizados, en los 

que se observó un aumento en el peso del timo (Scanes et al., 1986). En pollos enanos se ha 

observado que la administración de la GH incrementa significativamente la respuesta inmune 

humoral (Marsh et al., 1984). También se ha encontrado la presencia del receptor a la GH 

(Hull y Harvey, 1998), por lo que se explica que el timo sea blanco de la GH. 

 

La respuesta inmune en aves 

 

La respuesta inmune en las aves tiene varias características en común con la respuesta 

inmune de los mamíferos. Varias infecciones involucran a dos de los tipos de inmunidad: 

celular y humoral, y en ambos casos las células T están involucradas. Los microorganismos y 

virus dentro de células fagocíticas pueden liberar antígenos que pueden presentarse en el 

MHC I de la superficie celular. De esta manera los antígenos se reconocen por receptores de 

superficie CD8+ de las células T e inician su división celular y la liberación de sustancias 
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químicas que matarán a la célula infectada. Los macrófagos también pueden destruir 

microorganismos invasores y presentar péptidos en sus moléculas de superficie MHC II. 

Estos péptidos son reconocidos de forma específica por los linfocitos T CD4+ (Th1) y 

empiezan la liberación de citocinas, particularmente interferón- (IFN-). De esta manera se 

estimula a los macrófagos para producir factor de necrosis tumoral α (TNF-α), óxido nítrico y 

radicales de oxígeno, lo cual potencia la eliminación de microorganismos. Se ha propuesto 

que el reconocimiento específico se lleva a cabo gracias a las moléculas CD80 y CD86 que 

interactúa con el CD28 de la superficie de la célula T. 

 

En el caso de las infecciones de aves causadas por bacterias gram negativas (Salmonella 

spp., Escherichia coli) se han estudiado algunos detalles. La respuesta humoral se ha 

monitoreado mediante técnicas como la de ELISA (Hassan et al., 1991). Se demostró en 

experimentos previos, que el suero de pollos de 4 semanas infectados con Salmonella 

typhimurium presentan títulos altos de anticuerpos específicos (IgM, IgG, IgA) contra las 

proteínas del flagelo y membrana de la bacteria una semana después de la infección 

(Barrow, 1992). Las bacterias gram negativas como Salmonella, Escherichia coli, contienen 

lipopolisacáridos (LPS) en la superficie de su pared celular, los cuales también son llamados 

endotoxinas. Se cree que estas moléculas juegan un papel fundamental en la patogénesis 

causada por la invasión de estas bacterias (Rietschel, et al., 1994). La estimulación de los 

macrófagos con LPS resulta en la producción de varias citocinas y lípidos proinflamatorios 

(prostaglandinas, leucotrienos, entre otros), lo que se conoce en conjunto como respuesta 

inflamatoria (Beutler y Rietschel, 2003). La respuesta inflamatoria aguda que se observa 

durante una infección se caracteriza por vasodilatación, aumento en la permeabilidad 

vascular, activación y reclutamiento de neutrófilos y fiebre (Rosenberg y Gallin, 1999). La 

fiebre en respuesta a la infección está muy conservada evolutivamente (Kluger et al., 1975) 

incluyendo a los vertebrados. 

 

En la actualidad se conocen bien a los mediadores locales y sistémicos que generan la 

fiebre. Estos factores se conocen como citocinas inflamatorias, tales como el TNF-α, la 

interleucina-6 (IL-6), IL-1β que son liberadas por neutrófilos y por monocitos/macrófagos, 

entre otros. La IL-1 y el TNF-α activan al estroma adyacente y el endotelio para que liberen 

una segunda oleada de TNF-α, IL-6 e IL-1, así como citocinas quimiotácticas como IL-8 y la 

proteína quimiotáctica para monocitos (Monocyt Chemotactic Protein) (Baumann y Gauldie, 
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1994). El TNF-α, la IL-1 y la IL-6 funcionan en el organismo como pirógenos endógenos, 

afectando el mecanismo de regulación de la temperatura por el hipotálamo. El TNF-α es un 

importante mediador de la inmunidad celular contra bacterias y parásitos, así como 

estimulador de neutrófilos (Ostberg et al., 2000). Estas citocinas también provocan 

respuestas sistémicas como la estimulación de los hepatocitos para liberar proteínas de fase 

aguda (Baumann y Gauldie, 1994). 

 

Las infecciones y traumas en el organismo además de producir inflamación, también generan 

claras alteraciones en el eje de la hormona de crecimiento–factor insulinoide tipo1 (GH-IGF-I) 

tal y como se ha observado en modelos animales y en humanos (Lang, et al., 1996 y 1997). 

En ratas se encontró que la administración de LPS induce cambios en el sistema de IGF, 

esencialmente idéntico al que se produce durante la infección con bacterias gram negativas 

(Lang, et al., 1996). En humanos la administración de LPS aumenta los niveles circulantes de 

TNF-α 2 horas después de su administración, mientras que la IL-6 tuvo un aumento máximo 

hacia las 3 horas. También provoca una marcada, pero transitoria elevación en la 

concentración de la GH y un aumento de 2-3 veces en la concentración del cortisol circulante 

(Lang et al., 1997). Los glucocorticoides pueden ejercer una retroalimentación negativa, 

disminuyendo la transcripción y la estabilidad del ARNm de las citocinas proinflamatorias 

(Almawi et al., 1996) Así mismo, se observó una disminución gradual de IGF-I en la 

circulación, la cual 5 horas después de la administración disminuyó 20% en comparación con 

los individuos control (Lang et al., 1997). 

 

Los estudios acerca del efecto de LPS y su mecanismo de acción en las aves son limitados 

en comparación con la cantidad de estudios realizados en mamíferos. Se sabe que los pollos 

son más resistentes a las endotoxinas de bacterias gram negativas (Roeder et al., 1989). Sin 

embargo existen estudios que demuestran que es posible inducir una respuesta inflamatoria 

en pollos (Xie et al., 2000). El efecto del LPS en el sistema inmune se lleva a cabo gracias al 

reconocimiento en los receptores TLR’s, por sus siglas del inglés: Toll-like receptor, y se 

expresan en las células B (Akira et al., 2001; Kawai y Akira, 2006). La administración de LPS 

estimula la producción de TNF-α en pollos, al igual que en mamíferos, sólo que su actividad 

máxima se observó hasta las 6 horas, a diferencia de lo observado en humanos (Lang et al., 

1997) y roedores (Roeder et al., 1989) que fue a las 3 horas. Esta diferencia puede 

explicarse por la diferencia de especies, así como por la resistencia que las aves presentan a 
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los lipopolisacáridos, como se señaló anteriormente (Roeder et al., 1989). Pero en general 

los mecanismos con los que responden las aves son igual a los de mamíferos durante una 

respuesta inflamatoria (Gehad et al., 2002). Durante la endotoxemia, la primera citocina en 

aparecer es el TNF-α, que aparece a las 2 horas de la administración de LPS, siguiéndole IL-

1 e IL-6 (Givalois et al., 1994; Ottaway et al., 1998). El TNF-α puede mediar la respuesta a la 

exposición de LPS, como la fiebre, cambios metabólicos y la activación del eje hipotálamo-

hipófisis-adrenal (HPA) (Perlstein et al., 1993).  

En las aves se ha observado que el LPS activa el HPA, incrementa los niveles de 

glucocorticoides circulantes, que a su vez inhiben la secreción de varias citocinas, lo que 

evita que exista una sobreactivación del sistema inmune (Gehad et al., 2002). En humanos 

este efecto se ha estudiado más ampliamente, la activación de este eje es notoria por el 

aumento transitorio de la GH. La GH es un potente estimulador de la expresión de IGF-I 

(Schwander et al., 1983; Bichell et al., 1992), y aunque el aumento de GH pueda llegar a 

estimular la producción de IGF-I, su concentración tiende a disminuir gradualmente, tanto en 

humanos como en roedores, después de 4-6 horas. Esto último se explica debido al efecto 

de resistencia a GH que existe en el tejido hepático, tal como se ha observado en ratas 

sometidas a endotoxemia, en las que se observa una disminución en la síntesis de ARNm 

del receptor a la GH en el hígado (Defalque et al., 1999).  

 

La regulación neuroinmunoendócrina se ha estudiado ampliamente en los últimos años, y ha 

mostrando que el funcionamiento de estos sistemas tiene una comunicación bidireccional 

que permite la homeostasia del organismo. Por lo anterior, el objetivo de varias 

investigaciones se ha relacionado con localización de moléculas descritas previamente en 

otros sistemas. Por ejemplo citocinas en el sistema endócrino, neurotransmisores y 

hormonas en el sistema inmune. 

 

Resultados previos mostraron la presencia de la GH, su receptor y el ARNm de esta 

hormona, en los tejidos inmunes de aves post-eclosión (Render et al., 1995; Hull et al., 1996; 

Luna et al., 2005). Así mismo se han caracterizado algunas de las células responsables de la 

síntesis de la GH en la bolsa de Fabricio (BF) (Luna et al., 2008). Sin embargo aún no se ha 

determinado cuál es el papel que la GH desempeña en estos tejidos y si existe un cambio en 

su localización durante el desarrollo, que se correlacione con la fisiología de estos órganos 

linfoides. 
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

Se han encontrado suficientes evidencias sobre la presencia de variantes de carga y de 

masa para la GH tanto en adenohipófisis (Arámburo et al., 1990, 2001a; Houston y Goddard, 

1988), como en plasma (Montiel et al., 1992). En el caso de los órganos del sistema inmune 

del pollo, como bazo, bolsa de Fabricio y timo, se encontró evidencia sobre la presencia, 

tanto del ARNm de la GH, la presencia del receptor de esta hormona (Render et al., 1995; 

Hull et al., 1996), y se determinó la concentración total de la GH mediante 

radioinmunoensayo en los tejidos inmunes de animales de 4 semanas. En resultados previos 

obtenidos por nuestro grupo de investigación, además de corroborar la presencia de la GH 

en los diferentes tejidos inmunes, se determinó que esta hormona se modifica con respecto a 

la edad en la bolsa de Fabricio de pollos. Por otra parte, se observó que al igual que en la 

hipófisis también presenta un patrón de heterogeneidad molecular (Luna et al., 2005). Las 

evidencias anteriores sugieren que la GH es sintetizada localmente en el bazo, la BF y el 

timo, donde posiblemente desempeña un papel importante, ya sea mediante una acción 

paracrina y/o autocrina. Hasta ahora se sabe que existe la GH, su ARNm y el receptor a la 

GH en estos tejidos, aunque aún no esta completamente definido el papel de la GH que se 

sintetiza localmente y no se conoce cuál es el linaje celular específico que lleva a cabo su 

síntesis en la BF y el timo, ni la concentración de la GH en el timo. Todavía quedan muchas 

interrogantes por contestar, ya que aún cuando ya se ha demostrado la presencia 

extrahiposiaria de la GH, existen pocos trabajos que demuestren claramente cuál es el papel 

de esta hormona sintetizada de forma local. Más aún, existe la duda si en realidad es 

relevante la síntesis de la GH de manera extrahipofisiaria, ya que todas las evidencias 

señalan que la hormona que se produce en la hipófisis es 1000 veces mayor a la detectada 

en los distintos tejidos extrahipofisiarios. 

 

Por lo anterior, este trabajo permitirá avanzar en la caracterización y en el entendimiento del 

papel fisiológico que desempeña la GH local (paracrino y/o autocrino) en los tejidos linfoides 

primarios en pollo. 
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3. HIPÓTESIS GENERAL 

La GH que se expresa en órganos primarios del sistema inmune de pollo puede tener una 

actividad a nivel local, con implicaciones funcionales sobre la respuesta inmunológica. 

 

3.1 Hipótesis Particulares 

 La GH se expresa específicamente en ciertos linajes celulares de los órganos del sistema 

inmune. 

 Esta proteína presenta un patrón de heterogeneidad molecular en los tejidos inmunes. 

 Los niveles de la GH y sus variantes moleculares pueden cambiar durante el desarrollo o 

en respuesta a un reto inmunológico. 

 

4. OBJETIVO GENERAL 

Localizar y caracterizar la presencia de la GH en órganos primarios (bolsa de Fabricio y timo) 

del sistema inmune de pollo. 

 

4.1 Objetivos Específicos 

Determinar en órganos inmunes primarios de pollo: 

 La distribución celular del ARN mensajero de la GH durante el desarrollo. 

 La distribución celular de la GH durante el desarrollo. 

 La concentración de la GH. 

 El patrón de heterogeneidad molecular de la GH. 

 La concentración de la GH de pollos sometidos a un estímulo inflamatorio con 

lipopolisacárido (LPS). 

 

5. ESTRATEGIA 

 Determinar la localización del ARN mensajero de la GH mediante hibridación in situ. 

 Definir el tipo celular que produce la GH por inmunohistoquímica. 

 Obtener los extractos a partir de la bolsa de Fabricio y timo, de diferentes edades, en 

animales control y en animales con una respuesta inflamatoria. 

 Cuantificar proteínas por el método de Bradford y la concentración de la GH mediante 

ELISA. 

 Determinar las variantes moleculares utilizando SDS-PAGE/Western blot en condiciones 

reductoras y no reductoras. 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

6.1 Materiales 

 

Se utilizaron pollos Ross machos de diferentes edades (15DE, 18DE, 1d; 2, 4, 10 y 20 

semanas), al menos 10 animales por edad. Los pollos se mantuvieron con ciclos de luz-

oscuridad de 12 h/12 h, con agua y alimento ad libitum, antes de sacrificarlos. Las sales y los 

solventes empleados fueron de J.T. Baker (Xalostoc, México), SIGMA Chemical Co. (St. 

Louis MO), Fisher Scientific (Fair Lawn, NJ), los reactivos de biología molecular fueron: 

Invitrogen (Carlsbad CA), Roche Diagnostics (Mannheim, Germany) y BIO-RAD (Hercules 

CA). El resto de los reactivos utilizados fueron todos de grado analítico. 

 

6.2 Métodos 

 

6.2.1 Preparación de las muestras 

 

6.2.1.1 Animales y tejidos del sistema inmune.  

Huevos fertilizados White Leghorn se incubaron a 38º C en una atmósfera húmeda. Los 

huevos se rotaron un cuarto de revolución cada 50 min durante la incubación. Los tejidos 

inmunes, bolsa de Fabricio (BF) y timo, de embriones de 15 y 18 días de desarrollo 

embrionario (DE), se extrajeron mediante disección, se congelaron y almacenaron 

inmediatamente a -70 C, o se fijaron en sublimado de Bouin-Hollande durante 48-72 h a 

temperatura ambiente. Los tejidos fijados se deshidrataron en un gradiente de alcoholes (50-

100%) y se incluyeron en parafina, para obtener cortes de 5-7 µm. 

Los animales post-eclosión (1 día, 2, 4, 10, 20 semanas) fueron sacrificados por 

decapitación. Los tejidos inmunes se obtuvieron mediante disección y se congelaron de 

inmediato (-70º C) o se fijaron en sublimado de Bouin-Hollande, como se mencionó 

anteriormente. 

 

6.2.1.2 Obtención de los extractos.  

Los tejidos se homogeneizaron y el extracto se obtuvo al agregar, en una proporción de 1/10 

p/v, amortiguador de extracción (Tris 50 mM, pH 9) con un coctel de inhibidores de proteasas 

(Mini-Complete, Roche Mannheim, Germany) y 1 mM PMSF. La extracción de la GH se 
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realizó con agitación, a 4C, durante 2 h. El sobrenadante se recuperó mediante 

centrifugación (30 min, a 12,500 rpm en una centrífuga Beckman modelo TJ-6 rotor Beckman 

TH-4) a 4C. 

 

6.2.1.3 Cuantificación de proteínas. 

En los extractos se determinó la concentración de proteínas mediante el método de Bradford 

(1976). Las lecturas de absorbencia se realizaron en un espectrofotómetro (Beckman DU 

640), a 595 nm, usando albúmina sérica bovina como estándar. Este ensayo tiene una 

sensibilidad de 0.5 µg, un intervalo útil de medición de 1 a 25 µg de proteína, y un coeficiente 

de variación intra e interensayo menor al 5% (1.0 y 1.3%, respectivamente). 

 

6.2.1.4 Histología de la bolsa de Fabricio con hematoxilina y eosina (HyE).  

Secciones seriadas de los tejidos fueron desparafinadas en Citrisolv (Fisher) 3 veces (3X, 5 

min c/u), se rehidrataron en un gradiente de etanol (100-50%, 5 min en c/u) y se lavaron en 

agua desionizada (5 min). Las preparaciones histológicas se incubaron 3 min en hematoxilina 

de Harris (hematoxilina Merck, Darmstadt, Germany al 0.5% en etanol, con 10% de sulfato 

de aluminio y potasio Sigma, St. Louis, MO., 0.25% óxido rojo de mercurio II Aldrich, St. 

Louis, MO), se lavaron con agua por 1 min y después se sumergieron rápidamente (5X) en 

agua amoniacal (NH4OH al 1% en agua desionizada) y se lavaron nuevamente con agua (1 

min). Después las preparaciones se incubaron (15 s) con eosina Y (Sigma) 0.25% en alcohol 

al 60% acidificado, se lavaron con agua y se deshidrataron en un gradiente de etanol (50-

100%, 1 min en c/u). Posteriormente se sumergieron en xilol (3X) antes de montarlas de 

forma permanente utilizando resina Entellan (Merck). 

 

6.2.1.5 Histología de las células epiteliales de la bolsa de Fabricio con azul alcian (AA). 

Preparaciones histológicas rehidratadas como se describe previamente, se incubaron (3 min) 

en ácido acético al 3% y después en una solución de azul alcian (1% p/v de alcian blue 8GX 

Sigma, St. Louis, MO., en ácido acético glacial al 3%, pH 2.5) durante 45 min, para teñir a las 

células con alto contenido de mucopolisacáridos (Phillips et al., 2004). Después, las 

preparaciones se lavaron en agua 2 min y se montaron para su observación en el 

microscopio. 
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6.2.2 Expresión del gen de la GH en bolsa de Fabricio y timo  

 

Para determinar la presencia y distribución del ARNm de la GH, se montó la técnica de 

hibridación in situ. Los tejidos se fijaron en sublimado de Bouin-Hollande (BHS) por 48 horas, 

ó paraformaldehído (PFA) al 4% toda la noche, se deshidrataron e incluyeron en parafina. Se 

realizaron cortes (5-7µm) que se procesaron mediante hibridación in situ (Baudet et al., 

2003). 
 

6.2.2.1 Preparación de las sondas. 

El cDNA de la GH, se obtuvo mediante RT-PCR a partir del ARN total extraído de hipófisis de 

pollo (7s) con Trizol (Invitrogen). El ARN total libre de ADN se sometió a transcripción reversa 

utilizando 15 U de Thermoscript (Invitrogen), 2.5 µM de Oligo(dT)20, desoxiribonucleótidos 

trifostafato (1mM), amortiguador de síntesis para cDNA (1X), ditiotreitol (5mM) y 40 U de 

Rnase OUT (Invitrogen). La mezcla se desnaturalizó (5 min a 65C) y se incubó a 59º C 

durante 1 hora. La reacción terminó con 5 min de incubación a 85º C, entonces se eliminó el 

templado de ARN utilizando RNAse H (Invitrogen) a 37º C por 20 min. Como control negativo 

se utilizó ARN en ausencia de Thermoscript. El ADN complementario (ADNc, 1µl) se 

amplificó utilizando los oligos GH3 (5’-CGTTCAAGCAACACCTGAGCAACTCTCCCG-3’) y GH5 (5’-

GCCTCAGATGGTGCAGTTGCTCTCTCCGAA-3’) diseñados para amplificar un fragmento de 690 pb 

(Render et al., 1995). El ADNc amplificado se evalúo mediante electroforesis en geles de 

agarosa (1.5% p/v) teñidos con bromuro de etidio y se observó con luz UV en comparación 

con el marcador de pares de bases. Posteriormente, el ADNc se purificó (Purification Kit de 

Qiagen), y se subclonó en el vector pCR 4BluntTOPO (Invitrogen). El vector se introdujo en 

células de Escherichia coli (TOP10F’ One Shot chemiclly competent de Invitrogen). Las 

células se sembraron en placas de cultivo con medio Luria-Bertani (LB) (1% triptona, 0.5% 

extracto de levaduras, 1% NaCl, pH 7) con 50 µg/ml de kanamicina o penicilina y se 

incubaron a 37º C toda la noche. Al día siguiente, se seleccionaron 10 colonias del cultivo y 

se sembraron nuevamente en placas de medio LB con kanamicina y se incubaron durante 14 

horas a 37º C. Cada colonia se sometió a amplificación por PCR, usando los oligonucleótidos 

GH3 y GH5, y el producto se observó en geles de agarosa. Después de 14 horas colonias 

individuales se cultivaron en 10 ml de medio LB/kanamicina y se incubaron a 37º C con 

agitación vigorosa por 8 h. Los cultivos celulares se centrifugaron, se desecho el medio de 

cultivo y el precipitado de células se utilizó para purificar el vector (HiSpeed Plasmad MidiKit 



 33  

de Quiagen). Los insertos del vector se aislaron mediante digestión con EcoRI (Gibco) y se 

visualizaron en geles de agarosa con bromuro de etidio. Los insertos se secuenciaron 

utilizando oligonucleótidos T7 (DNA Core Facility, University of Alberta) y la secuencia se 

analizó con el software BLAST (NCBI, Bethesda, MD, USA). El vector se linearizó con las 

endonucleasas de restricción Pst I y Not I para la producción de las sondas antisentido y 

sentido, respectivamente. Las sondas marcadas con digoxigenina (DIG) se sintetizaron 

mediante transcripción in vitro con T7 y T3 ARN polimerasa respectivamente, y la mezcla de 

DIG RNA labeling (Roche Diagnostics) de acuerdo a las instrucciones del proveedor. La 

concentración de las sondas se determinó mediante la técnica de dot blot, utilizando como 

referencia ARN marcado con DIG (Roche) de concentración conocida. 

 

6.2.2.2 Hibridación in situ. 

Las secciones de tejido (6-7µm) se colocaron en laminillas como se mencionó anteriormente, 

se desparafinaron con Citrisolv (Fisher), se rehidrataron en un gradiente de etanol (100-50%) 

y se lavaron en agua con dietilpirocarbonato (H2O-DEPC) y en PBS-DEPC. Después, las 

preparaciones histológicas se incubaron en PBS-DEPC recién preparado (2X15 min); para 

remover Rnasas, se trataron con proteinasa K (10 µg/ml, 10 min, 37º C), se post-fijaron en 

PFA al 4% (10 min), y se incubaron con 0.1 M de trietanolamina (pH 8) por 10 min. Las 

preparaciones se prehibridizaron (30 min, 60º C) con 50% de formamida/2X de solución 

salina de citrato de sodio (SSC) en una cámara húmeda. A continuación se incubó (16 h, 60º 

C) con la solución de hibridación (50% formamida, 2X SSC, 250 g/l tRNA, heparina, solución 

bloqueadora y la sonda antisentido o sentido marcada con DIG a una concentración de 2 

µg/ml previamente desnaturalizadas 5 min a 80C). Posteriormente se realizaron lavados 

consecutivos en 2XSSC (10 min), 2XSS/50% formamida 45 min a 45 C, 2XSSC (3X15 min), 

2XSS (30 min a 37 C), 0.1XSSC (60 min, 60 C). Las preparaciones se lavaron (2X5 min) en 

amortiguador uno (0.1 M Tris, 0.15 M NaCl, pH 7.5), y la detección inmunohistoquímica de 

las sondas se realizó incubando (2h) con un anticuerpo anti-DIG conjugado con fosfatasa 

alcalina (Roche) en 1% de solución bloqueadora. Después, las preparaciones se lavaron en 

amortiguador uno (2X15 min), se equilibraron 5 min en amortiguador dos (0.1 M Tris, 0.15 M 

NaCl, 0.05 M MgCl2, pH 9.5), y se incubaron con un sustrato comercial para fosfatasa 

alcalina [5-bromo-4cloro-3-indolil-fosfato (BCIP) y cloruro de tetrazolium nitro azul (NBT), 

Roche] en amortiguador dos hasta que el precipitado es evidente. La reacción se detuvo 
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lavando las preparaciones con amortiguador de Tris-EDTA (2X5 min). Al final las secciones 

se lavaron con PBS (3X15 min) y se montaron con un medio acuoso. Las secciones de 

hipófisis se trataron de forma similar, aunque con una concentración de las sondas de 200 

ng/ml, y la señal observada en el lóbulo caudal (CA) proporcionó nuestro control positivo 

como parámetro de comparación. 

 

6.2.3 Localización de la GH en bolsa de Fabricio y timo  

 

6.2.3.1 Inmunohistoquímica. 

Para determinar la localización de la GH a nivel celular, los tejidos se fijaron con sublimado 

de Bouin-Hollande (BHS), por 48 h. Posteriormente los tejidos se deshidrataron en 

soluciones de etanol de concentración creciente, desde 60% hasta alcohol absoluto, una 

mezcla xilol/etanol 1:1, xilol concentrado y, finalmente los baños de parafina. Los tejidos se 

incluyeron en bloques de parafina y se obtuvieron de dos a tres cortes seriados de 5-7 µm, 

que se montaron sobre laminillas de alta fijación (superfrost), utilizando un baño de agua tibia 

con gelatina (0.03%). Las preparaciones histológicas se desparafinaron en un gradiente de 

solventes: xilol 100%, xilol 100%, etanol 95%, etanol 70%, etanol 50%, agua destilada, 5 min 

en cada uno. Después se continuó con lugol (para eliminar el mercurio del fijador BHS), 

tiosulfato de sodio 5% (para eliminar el yodo del lugol), y agua destilada, 2 min en cada 

solución. Posteriormente se incubó durante 1 h con una solución salina amortiguada con Tris 

50 mM pH 7.6 (TBS), 50% metanol y 3% H2O2 para eliminar la peroxidasa endógena. Al 

término de la hora se realizó un lavado con TBST (TBS con 0.1% de Triton X-100) y se 

incubó 1 h con leche descremada al 3% en TBST, como agente bloqueador. Se lavó con 

TBST y se eliminó el exceso de líquido para transferir las preparaciones a una cámara 

húmeda. A cada preparación histológica se le agregaron 500-750 µl de anticuerpo primario 

policlonal contra GH de pollo (anticuerpo C1, generado contra GH recombinante de pollo, 

1:200 en TBST con 1% de leche descremada [Arámburo et al., 1989]) y se incubó toda la 

noche a temperatura ambiente. Se conservaron una o dos preparaciones histológicas sin 

anticuerpo como controles negativos. Al día siguiente, se lavaron con TBST (3X10 min). 

Posteriormente, se incubó durante 2 h con el anticuerpo secundario (1:200 en TBST-leche 

1%). Una de las preparaciones sin anticuerpo primario se utilizó como control negativo para 

verificar la presencia de peroxidasa endógena o tinción excesiva inespecífica de fondo, por lo 

que no se le adicionó el anticuerpo secundario. Las preparaciones se lavaron con TBS y se 
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revelaron en solución de diaminobencidina (0.025 g de DAB en 100 ml TBS 1x, 35 µl H2O2) 

recién preparada, dejando que la reacción procediera por 10-30 min hasta que el precipitado 

café fue evidente a simple vista. Los controles negativos se incubaron 15 min adicionales 

para garantizar la ausencia de señal. La reacción se detuvo lavando con TBS. 

 

La solución de DAB se desechó en un contenedor al que se adicionó hipoclorito (cloro). Las 

preparaciones se deshidrataron de nuevo, desde alcohol hasta xilol, y se montaron con 

resina (Entellan), para preservarlas. 

 

De forma alternativa, algunas de las preparaciones fueron inmunoteñidas para determinar la  

presencia de células IgG+ con una anticuerpo (Ac) específico contra IgG (anti-IgG de 

pollo/pavo generado en conejo 1:200, Zymed Laboratories, San Francisco, CA) y un Ac 

secundario marcado con peroxidasa (anti IgG de conejo generado en cabra acoplado a 

peroxidasa de rábano picante, 1:200). Las preparaciones se revelaron con DAB y 

preservaron como se indica previamente. 

 

6.2.4 Co-localización de la GH en bolsa de Fabricio  

Así mismo se utilizaron cortes histológicos, previamente rehidratados como se menciona 

antes, para realizar la co-localización de células inmunoreactivas (IR): GH-IgG, GH-IgM, 

mediante inmunofluorescencia. Para las células GH-IgG positivas se determinó su proporción 

de co-localización con el programa MetaMorph (Meta Imaging Series Software, Molecular 

Devices, Sunnyvale, CA) utilizando el método descrito previamente por Ramírez-Amaya et 

al., 2005 y 2006. 

 

Las células IgG+ fueron teñidas con un Ac primario de conejo anti-IgG de pollo/pavo, 1:200 y 

un Ac secundario contra IgG de conejo generado en cabra marcado con isotiocianato de 

fluoresceína 1:100 (FITC, verde); y las células GH+ con un Ac primario monoclonal de ratón 

anti-GH (ascitis del hibridoma IH7, Berghman et al., 1988) 1:100, y un Ac secundario de 

cabra anti-IgG de ratón acoplado a rodamina (TRITC con rojo, 1:100) en los folículos 

bursales. La co-localización en las células linfoides se determinó por el color amarillo 

después de la superposición de las imágenes obtenidas en un microscopio confocal Carl 

Zeiss LSM 510 con laser a las longitudes de onda de excitación de 488 nm (FITC), 514 nm 

(TRITC) y 561 nm (Cy3). 
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Para la co-localización GH-IgM (amarillo), se marcó a las células IgM+ con un Ac primario de 

cabra anti-IgM de pollo [específico para la cadena µ] conjugado con fluoresceína (FITC, 

verde), Rockland, Gilbertsville, PA., 1:200), y las células cGH+, con un Ac primario policlonal 

de conejo anti-GH de pollo [C1] 1:200, y un Ac secundario de cabra anti-IgG de conejo 

acoplado a Cy3 (rojo, Zymed, 1:2000). La co-localización se determinó en condiciones 

similares a las anteriores en un microscopio confocal Carl Zeiss LSM 510. 

 

En ambos casos los núcleos celulares se tiñieron con el colorante de contraste 4′,6-

diamidino-2-fenilindol (DAPI, 300 nM en PBS) y se observó utilizando un laser multifotónico 

(Coherent-XR) a una longitud de onda de 350 nm o alternativamente con otro lasser (META) 

a 650 nm. 

 

6.2.5 Cuantificación de la hormona de crecimiento (GH) 

 

6.2.5.1 Ensayo de ELISA. 

De cada extracto se cuantificó la GH mediante el ensayo inmunoenzimático, ELISA indirecto 

por competencia, previamente estandarizado en el laboratorio (Martínez-Coria, et al., 2002). 

El ensayo se llevó a cabo de la siguiente manera: primero se forraron las placas de 

inmunoanálisis (Dynatech-Immulon de 96 pozos) con una solución de antígeno (12 ng de GH 

recombinante de pollo en 10 ml de amortiguador de carbonatos, 0.1 M pH =10.3) y se 

incubaron durante 16 horas a 4C. Simultáneamente, se prepararon las muestras y las 

diluciones del estándar para la curva patrón, que se incubaron (16 h, 4C) con un anticuerpo 

policlonal de conejo contra la GH (1:100,000) en amortiguador TPBS (Tris 20 mM, NaCl 500 

mM, pH=7.5, Tween 20 0.05%) con 1% de leche descremada. Después de la incubación, se 

lavaron las placas con TPBS en un lavador automático (Bio-Rad, modelo 1250) y se 

bloquearon con TPBS y 3% de leche descremada durante 1 h a temperatura ambiente. 

Posteriormente, se lavaron las placas con TPBS y se agregaron 100 µl de las muestras (90 

µg de proteína) y la curva estándar (0.5 a 1024 ng de GH recombinante de pollo) 

previamente incubadas con el anticuerpo contra GH recombinante de pollo, a cada pozo para 

establecer la competencia durante 2 h. Concluidas las 2 h, se lavaron nuevamente las placas 

para agregar 100 µl del anticuerpo secundario (dilución 1:3,000, cabra anti-IgG acoplado a 

peroxidasa de rabano picante, Bio-Rad) en TPBS y 1% de leche descremada, se incubó 
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durante 2 h a temperatura ambiente y se volvió a lavar con TPBS. Finalmente se reveló con 

ABTS (Roche), se agregaron 100 µl por pozo, y se incubó 30 min a temperatura ambiente. Al 

término de 30 min se determinó la absorbencia en el lector de placas Bio-Rad, Microplate 

Reader modelo 3550-UV, a 405 nm. Este ensayo tiene una sensibilidad de 4 ng, un intervalo 

útil de medición de 4 a 256 ng de la GH, y un coeficiente de variación intra e interensayo 

menor al 5% (3.5 y 3.3%, respectivamente). 

 

6.2.6 Caracterización de la GH en bolsa de Fabricio y timo 

 

6.2.6.1 Determinación de la heterogeneidad molecular. 

La observación de variantes moleculares de la GH en la BF y el timo, se realizó mediante la 

inmunotransferencia de proteínas, previamente separadas por electroforesis en geles al 

12.5% de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) reductoras (-

mercaptoetanol 5%) y no reductoras (Laemmli, 1970). Se colocaron 30 ó 40 µg de proteína 

total, por pozo, de los extractos de BF y timo de distintas edades, y se sometieron a SDS-

PAGE. Al término de la electroforésis, los geles se equilibraron en amortiguador de 

transferencia (Tris 25 mM, Glicina 192 mM, Metanol 20%, pH=8.3) y se transfirieron las 

proteínas a una membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad). Después, las membranas se lavaron 

con TBS (Tris 20 mM, NaCl 500 mM, pH 7.5) y se bloquearon con 5% de leche descremada 

en TBS (2 h a 37º C). Posteriormente, las membranas se lavaron con TTBS (TBS con 0.05% 

de Tween 20), y se incubaron con el primer anticuerpo anti-GH CAP1 (1:10,000 en 1% de 

leche descremada en TTBS) a temperatura ambiente toda la noche. Al día siguiente, las 

membranas se lavaron con TTBS (3X10min) se incubaron con el segundo anticuerpo (anti-

IgG de conejo generado en cabra y conjugado con peroxidasa de rábano; 1:3,000 en 1% de 

leche descremada en TTBS) durante 2 h. Al final, las membranas se lavaron con TTBS 

(3X15 min) y TBS (3X15 min). Para el revelado, primero se incubó por 5 min con solución 

sustrato ECL (Amersham/Pharmacia) y después se obtuvieron los luminogramas de las 

bandas inmunoteñidas, al exponer la película (Kodak Biomax) de revelado con las 

membranas de nitrocelulosa. Las películas se colocaron en una solución de revelado, se 

lavaron con agua corriente, se sumergieron en la solución de fijador y se lavaron con agua. 

Finalmente las películas reveladas se dejaron secar y se digitalizaron con un Scanner 

ScanJet Hewlett Packard. De esta forma se obtiene una imagen con un gradiente de color 

que va de blanco a negro, donde este último representa la mayor densidad. Con ayuda del 
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programa IP-Lab Scanalytics se obtiene la densidad óptica del área total de cada banda. 

Estos datos se graficaron comparando las diferencias entre las distintas bandas 

inmunorreactivas de los tejidos de distintas edades. 

 

6.2.7 Efecto de LPS en la expresión de GH en tejidos inmunes 

 

6.2.7.1 Administración de LPS.  

Se evaluó el efecto en la expresión de la GH en aves durante una respuesta inflamatoria, que 

fue inducida mediante la administración de lipopolisacárido (LPS). Los cambios en la 

concentración de la GH se determinaron en hipófisis, suero y a nivel local en los tejidos 

inmunes. El experimento se realizó en animales de 4 semanas, a los cuales se les administró 

intrabraquealmente LPS (5 mg/Kg de peso del animal, Escherichia coli 055:B5, Sigma, St 

Louis, MO), (Leshchinsky y Klasing, 2001; Gehad et al., 2002). Para las determinaciones se 

colectó la hipófisis, el timo, la BF y el suero a las 2 y 8 h después de la administración del 

LPS y se analizaron como se mencionó anteriormente mediante la técnica de ELISA. 

También se construyó una curva de temperatura desde el inicio hasta 8 h después de la 

administración de LPS.  

 

6.2.8 Análisis estadístico 

 

La cuantificación de proteínas y de GH, así como los experimentos para determinar la 

heterogeneidad molecular, la expresión de la GH (inmuhistoquímica e hibridación in situ), se 

efectuaron al menos cuatro veces, por duplicado y/o triplicado. En el caso de los ensayos de 

cuantificación se obtuvo la media y la desviación estándar como medida de la dispersión de 

los datos. La curva para determinar la concentración de proteínas, se procesó mediante 

regresión lineal simple (utilizando Microsoft Excel). El análisis estadístico para el ensayo de 

ELISA se realizó con una ANOVA de una vía y una prueba posthoc (Tukey), que permitió la 

comparación entre las muestras de los tejidos inmunes (utilizando GraphPad Prism 4). En los 

tratamientos con LPS se realizó la comparación de las medias de la concentración de la GH 

de los tejidos y el suero, con su respectivo control, y se determinó la diferencia significativa 

con la prueba de Dunnett. 
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7. RESULTADOS 

 

7.1 Estandarización de las técnicas. Se estandarizó la técnica de hibridación in situ (HIS), 

inmunohistoquímica (IHQ) e inmunofluorescencia. Así mismo, se realizaron las curvas patrón 

para determinar: la concentración de proteínas (método de Bradford), la concentración de la 

GH (ensayo de ELISA), y la presencia de variantes moleculares de la GH (electroforesis 

desnaturalizante en condiciones reductoras y no reductoras, y Western blot, datos no 

mostrados).  
 

7.1.1 Hibridación in situ (HIS). Para evaluar la expresión del gen de la GH en los tejidos 

linfoides se realizó HIS, utilizando una ribosonda (sentido y antisentido) marcada con 

digoxigenina (DIG) específica para el ARN mensajero de la GH. Posteriormente, se adicionó 

el anticuerpo contra DIG (1:2,000). Finalmente, las preparaciones histológicas se revelaron 

utilizando el complejo NBT/BCIP (ver Materiales y Métodos). 

 
Fig.5. Hibridación in situ del ARN mensajero de la GH en hipófisis de pollo (4 semanas), realizada con  
una ribosonda marcada con DIG (690 pb). A) Control positivo (sonda antisentido) hipófisis: lóbulo caudal (ca) y 
cefálico (ce); B) amplificación del lóbulo caudal; C) lóbulo caudal de la hipófisis tratado con la sonda sentido, 
utilizado como control negativo. Magnificación A) 4x, B) y C) 100x, barra 10µm. 
 

Se utilizaron, como control, cortes de hipófisis de pollo de 4 semanas, en los cuales se 

observó (Fig.5) tinción específica positiva en el lóbulo caudal (ca) en presencia de la sonda 

antisentido (Fig.5A, 5B), pero no se observó señal en el lóbulo cefálico (ce) (Fig.5A), ni en el 

lóbulo caudal de las preparaciones tratadas con la sonda sentido (Fig.5C). 

 

7.1.2 Inmunohistoquímica (IHQ) e inmunofluorescencia. Con la finalidad de localizar la 

distribución de la GH en los tejidos inmunes, se utilizó la técnica de IHQ, en la que se utilizó 

un anticuerpo policlonal contra la GH (1:200) y un anticuerpo secundario acoplado a 
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peroxidasa (1:200), y posteriormente se reveló con diaminobencidina (DAB). Durante la 

estandarización de la técnica se utilizaron, como control, cortes de hipófisis de pollo de 4 

semanas, en los cuales se observó (Fig.6) inmunorreactividad en el lóbulo caudal (ca), sitio 

en el que se encuentran somatotropos. No se observó señal en el lóbulo cefálico (ce; Fig.6A), 

ni en hipófisis tratada con el anticuerpo preabsorbido (Fig.6C). 

 
Fig.6. Inmunohistoquímica de la GH en hipófisis de pollo (4 semanas), realizada con un anticuerpo 
policlonal contra GH de pollo. A) Control positivo hipófisis: lóbulo caudal (CA) y cefálico (CE), B) amplificación 
del lóbulo caudal, C) lóbulo caudal de la hipófisis tratada con el anticuerpo contra la GH previamente 
preabsorbido con GH recombinante de pollo, utilizado como control negativo. Amplificación A) 4x, B) y C) 100x, 
barra 10µm. 
 
La distribución de la GH inmunorreactiva (GH-IR) se observó principalmente en el citoplasma 

de los somatotropos, y se utilizó como control positivo. 

 

La co-localización de la GH con IgG e IgM, se realizó en los tejidos inmunes con la técnica de 

inmunofluorescencia, en la que se utilizó un anticuerpo policlonal contra GH (1:200) y un 

anticuerpo secundario acoplado a TRITC (1:100) o a Cy3 (1:2000). En la hipófisis control se 

detectó la señal fluorescente a la GH en el lóbulo caudal de la hipófisis (Fig.7). 

 
Fig.7. Inmunofluorescencia de la GH en hipófisis de pollo (4 semanas), realizada con un anticuerpo 
policlonal contra la GH de pollo y un anticuerpo secundario marcado con TRITC. Lóbulo caudal (CA) y lóbulo 
cefálico (CE). Amplificación 40x. 
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7.2 Desarrollo e involución de la bolsa de Fabricio 

 

Características de la bolsa de Fabricio en la ontogenia. Para determinar el proceso de 

involución en la bolsa de Fabricio, se realizó la tinción con hematoxilina y eosina (Fig.8 a-d), 

la tinción con azul alcian (Fig. 8 e-h) y la inmunohistoquímica con un anticuerpo contra IgG 

de pollo (Fig. 8 i-n, p-u). 

 

 
Fig.8. Cambios histológicos e inmunohistoquímicos de la bolsa de Fabricio de pollo de 15DE (a, e, i, j, k), 
2s (b, f, l, m, n), 10s (c, g, p, q, r) y 20s (d, h, s, t, u) observados mediante la tinción con hematoxilina y eosina 
(a, b, c, d); tinción con azul alcian (e, f, g, h); y mediante inmunohistoquímica con un anticuerpo policlonal contra 
IgG de pollo (i-n, y p-u). En o) se observa el control negativo: BF de 2 semanas sin el anticuerpo primario. PB: 
pliegue bursal; L: lúmen; E: epitelio; PF: primordio folicular; TC: tejido conectivo; M: médula; C: corteza; FAE: 
células epiteliales asociadas al folículo; IFE: células epiteliales interfoliculares; DE: días de desarrollo 
embrionario; d: días; s: semanas. Amplificación en (a–h, i, l, p, s): 10x, barras: 30 µm; en (j, m, q, t, o): 40x, 
barras: 10 µm; en (k, n, r, u): 100x, barras 5 µm. 
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En los tejidos embrionarios se observa la formación de los pliegues bursales (PB), 

estructuras que en el ave post-eclosión albergarán a los folículos linfoides, sin embargo a 

esta edad aún no se observan los folículos linfoides (Fig.8a). Otra característica es la 

presencia de una gran cantidad de células basófilas dentro de los pliegues, que de acuerdo a 

la literatura (Ratcliffe, 2006) corresponden a células precursoras. Durante el desarrollo 

embrionario no es posible distinguir entre células epiteliales interfoliculares (IFE) y células 

epiteliales asociadas al folículo (FAE) (Fig.8e) y la expresión de IgG aún no es muy evidente 

(Fig.8 i, j, k). A las 2 semanas de desarrollo, la BF presenta miles de folículos linfoides de 

gran tamaño, con corteza y médula bien definidos (Fig.8b). Así mismo, las zonas epiteliales 

se diferencian claramente en IFE y FAE (Fig.8f), y las células positivas a IgG son abundantes 

en todo el folículo (Fig.8 l, m, n). Durante las 10 semanas de desarrollo, la BF muestra 

folículos bien definidos con abundantes células, principalmente linfoides (Fig.8c), epitelios 

bien definidos (Fig.8g) y una mayor proporción de células IgG+, principalmente en la zona de 

la corteza folicular (Fig.8 p, q, r). El cambio es drástico entre la BF de 10 semanas y la de 20 

semanas, en ésta última se puede observar claramente el proceso de involución con 

abundante tejido conectivo y una disminución del tamaño folicular (Fig.8d) en el que la zona 

correspondiente a la corteza casi ha desaparecido. En esta etapa, también se observa una 

gran acumulación mucoide (Fig.8h) y una notoria disminución de las células IgG positivas 

(Fig.8 s, t, u). 
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7.3 Distribución del ARN mensajero de GH y de la proteína en bolsa de Fabricio (BF) 

 

Expresión del gen de GH. Para determinar la expresión del gen de GH en la bolsa de 

Fabricio, se utilizó una sonda específica para el ARN mensajero de GH y un anticuerpo 

policlonal contra cGH para determinar la presencia de la proteína (Fig.9). 

 
 
Fig.9. Determinación de la expresión de GH en la ontogenia de la bolsa de Fabricio. Hibridación in situ del 
ARN mensajero de GH en BF de pollo de 15DE (a), 18DE (b), 1d (c), 2s (d), 4s (e), 10s (f) y 20s (g), realizada 
con una ribosonda marcada con DIG (690 pb). En (o) se muestra el control negativo: BF tratada con la sonda 
sentido. Inmunohistóquímica de GH en BF de pollo de 15DE (h), 18DE (i), 1d (j), 2s (k), 4s (l), 10s (m) y 20s (n) 
realizada con un anticuerpo policlonal contra cGH de pollo. Control negativo (p): BF tratada con el anticuerpo 
preabsorbido con rcGH. Las flechas señalan los pliegues bursales (PB) con primordios foliculares (PF); IFE: 
células epiteliales interfoliculares; TC: tejido conectivo; M: médula; C: corteza; F: folículo linfoide; DE: días de 
desarrollo embrionario; d: días; s: semanas. Amplificación en (a-c, h-j): 4x; en (d-g, k-n): 10x, barras 30 µm. 
 

En las imágenes panorámicas se observan cambios dinámicos en la distribución de ARNm 

de GH y la proteína. Desde los 15 días de desarrollo embrionario (15DE) de la bolsa de 

Fabricio se observó señal para el ARNm de GH, principalmente en el epitelio folicular de los 

pliegues bursales (Fig.9a), mientras que la señal para la proteína es mínima y se observó 

con más intensidad en los epitelios (Fig.9h). A los 18DE ya se alcanzan a observar 

abundantes primordios foliculares (PF) con señal para el ARNm de GH en el interior de los 

pliegues (Fig.9b) así como para la proteína correspondiente (Fig.9i). La señal también fue 
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muy clara en la BF de animales de 1d post- eclosión tanto para el ARNm (Fig.9c) como para 

la proteína (Fig.9j). A las 2 semanas (Fig.9 d, k), 4 semanas (Fig.9 e, l) y 10 semanas (Fig.9 f, 

m), también se observó una señal ampliamente distribuida para la GH y su ARNm. Mientras 

que a las 20 semanas (Fig.9 g, n) se detectó una disminución de la señal del ARNm y de la 

hormona. 

 

En una amplificación de los campos de la BF (Fig. 10) de 15DE se observó la presencia del 

ARN mensajero de la GH (Fig.10a) en la región correspondiente al epitelio (Fig.10b) y en las 

zonas internas de los pliegues (Fig.10c) en los primordios foliculares (PF) que más tarde 

darán lugar a los folículos maduros. En esta edad la proteína (Fig.10k) se observó 

principalmente en las zonas del epitelio (Fig.10l) y solo algunas células dentro del primordio 

bursal contienen a la proteína (Fig.10m). 

 

A los 18DE la marca para el ARNm de GH fue abundante (Fig.10e), tanto en células del 

epitelio (Fig.10f), como en las células de los primordios foliculares (Fig.10g). En cuanto a la 

proteína (Fig.10o), esta se encontró principalmente en las células del epitelio (Fig.10p) y 

hubo un incremento en la inmunoreactividad de la zona del primordio folicular (Fig.10q). En 

los pollos de 1d post-eclosión (Fig.10h) se observaron cambios en la distribución del ARNm, 

que disminuyó tanto en las regiones de células epiteliales asociadas al folículo (FAE, Fig.10i), 

como en células epiteliales interfoliculares (IFE, Fig.10j). Así mismo, se observaron cambios 

en la distribución de la proteína (Fig.10r): tanto en el interior de los folículos en desarrollo 

(Fig.10r) como en ambos epitelios (Fig.10 s, t). 
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Fig.10. Detalle de la expresión de GH en bolsa de Fabricio (BF) perinatal. Hibridación in situ del ARN 
mensajero de GH en BF de pollo de 15DE (a, b, c), 18DE (e, f, g) y 1d (h, i, j), realizada con una ribosonda 
marcada con DIG (690 pb). Como control negativo: BF tratada con la sonda sentido (d). Inmunohistoquímica de 
GH, realizada con un anticuerpo policlonal contra cGH de pollo en BF de 15DE (k, l, m), 18DE (o, p, q) y 1d (r, s, 
t). Control negativo (n): BF tratada con el anticuerpo preabsorbido con rcGH. L: lúmen; E: epitelio; PF: primordio 
folicular; M: médula; C: corteza; FAE: células epiteliales asociadas al folículo; IFE: células epiteliales 
interfoliculares; DE: días de desarrollo embrionario; d: días. Amplificación en (a, e, h, k, o, r): 20x, barras: 30 µm; 
en (b-d, f, g, i, j, l-n, p, q, s, t): 100x, barras: 10 µm. 
 

En la Fig.11 se observó la HIS de la BF de distintas edades post-eclosión, donde se mostró 

una disminución gradual de la señal del ARNm de la GH de la BF de las 4 a las 20 semanas 

de edad. La disminución en la presencia del ARNm de GH y de la hormona coincidió con la 

involución del tejido a las 20 semanas. A las 2 semanas (Fig.11a) la señal del ARNm se 

observó en algunas de las células del IFE (Fig.11b) y fue muy abundante en la corteza y 

médula del folículo linfoide (Fig.11c). En esta edad, la distribución de la GH (Fig.11m) 

coincidió con la del ARNm, tanto en el IFE (Fig.11n) como en el folículo (Fig.11m). 
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Fig.11. Expresión de la hormona de crecimiento (GH) en la bolsa de Fabricio (BF) de etapas post-
eclosión. Hibridación in situ del ARN mensajero de la GH en la BF de pollo de 2s (a, b, c), 4s (d, e, f), 10s (g, h, 
i), 20s (j, k, l) realizada con una ribosonda marcada con DIG (690 pb). Inmunohistóquímica de GH en BF de 
pollo de 2s (m, n, o), 4s (p, q, r), 10s (s, t, u) y 20s (v, w, x) realizada con un anticuerpo policlonal contra cGH de 
pollo. E: epitelio; TC: tejido conectivo; M: médula; C: corteza; FAE: células epiteliales asociadas al folículo; IFE: 
células epiteliales interfoliculares; L: lúmen; s: semanas. Amplificación en (a, d, g, j, m, p, s, v): 10x, barras: 30 
µm; en (b, c, e, f, h, i, k, l, n, o, q, r, t, u, w, x): 100x, barras: 10 µm. 
 

A las 4 semanas (Fig.11d) la señal del ARN fue escasa en los epitelios (Fig.11e) y muy 

abundante en la zona de la corteza y la médula (Fig.11f). La proteína en cambio, se 

distribuyó principalmente en las células del IFE (Fig.11q) y en las regiones medulares 



 47  

(Fig.11m). A las 10 semanas (Fig.11g, s) también se observó una señal baja del ARNm 

(Fig.11 h, i) en los epitelios y de la proteína (Fig.11 t, u). Finalmente a las 20 semanas se 

observó una notoria disminución, tanto del ARNm (Fig.11j) como de la proteína (Fig.11v). En 

los epitelios la señal para el ARNm  (Fig.11 k) y la proteína (Fig.11 w) casi ha desaparecido y 

dentro de los folículos esta señal solo se observó en algunas células (Fig.11 l, x). 

 

Cuantificación de la señal obtenida mediante hibridación in situ e inmunohistoquímica. Para 

determinar los cambios en la expresión del gen de GH en la bolsa de Fabricio en distintas 

edades, se utilizó el programa IMAGE-Pro, para evaluar el de área positiva expresada en 

proporción relativa (porcentaje) en los cortes de BF de distintas edades (Fig.12). 

 

 

 

 

 

 
 

 
Fig.12. Cambios dinámicos en la expresión de GH en la ontogenia de la bolsa de Fabricio (BF). A. 
Cuantificación de la señal de la hibridación in situ del ARN mensajero de GH, en la BF de distintas edades. B. 
Cuantificación de la señal de la inmunohistoquímica de GH, en la BF de distintas edades. Se contaron 6 
campos de cada edad (n=5), se calculó la media ± error estándar y mediante ANOVA se determinó la diferencia 
significativa (p<0.05) y se realizó la comparación correspondiente. DE: días de desarrollo embrionario; d: días; 
s: semanas. 
 
De cada una de las preparaciones histológicas (n=5) se fotografiaron 6 campos con un 

aumento de 40x. Se calculó el área total (19480 µm2) y se evalúo el porcentaje de área 

positiva. Como se muestra en la Fig.12, existe una mayor proporción de la señal positiva 

para el ARNm de GH en la BF proveniente de dos semanas de edad (~20%), en tanto que se 

mantiene igual en etapas embrionarias (~10%) y edades posteriores a las 2 semanas (4 y 10 

semanas, ~13%), disminuyendo drásticamente a las 20 semanas (~1%). En el caso de 

proteína, también existió un incremento a las 2 semanas (~18%) y en embriones de 15 días 

(~18%) y disminuyó a las 20 semanas (~2.5%), más del 80% al compararlas con la BF de 2 

semanas y las etapas embrionarias. Esta disminución correlaciona con los datos obtenidos 

mediante ELISA. 
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7.4 Co-localización de GH-IgG, GH-IgM, en la bolsa de Fabricio (BF) 

 

Co-localización de la hormona de crecimiento (GH) e inmunoglobulina G (IgG). La co-

localización de GH e IgG en la bolsa de Fabricio, se realizó con un anticuerpo monoclonal 

contra GH y un anticuerpo policlonal contra IgG (Fig.13). 

 

Y con la finalidad de estimar los cambios de forma cuantitativa, se realizó el recuento de 

células positivas a cada uno de los marcadores GH e IgG, células que co-localizan y su 

proporción con respecto al total de células (Fig.14). De manera consistente a lo que ya se 

había observado previamente, existe una mayor proporción de células IgG+, GH+ e IgG+-GH+, 

en tejidos de entre 1d y 4s y una disminución hacia el periodo de involución (Fig.14). 

 

A los 15DE la señal tanto para IgG (~5%, Fig.13a y Fig.14) como para GH (~10%, Fig.13b y 

Fig.14) se observó muy escasa, y existe una proporción baja (~4%) de co-localización 

(Fig.13o). A los 18DE el número de células IgG+ (~13%, Fig.13c y Fig.14) comienza a 

aumentar, al igual que las células GH+ (~16%, Fig.13d y Fig.14) y la co-localización IgG-GH 

es de un ~13% (Fig.13p). En la BF de 1d, 2 y 4 semanas (Fig.13 e, g, i, respectivamente), se 

observó un notable aumento de las células IgG+ (Fig.14, ~27%) y numerosas células GH+ 

(~30%, Fig.14, Fig.13 f, h, j, respectivamente). En el tejido de 1d, 2 y 4 semanas (Fig.13 q, r, 

s, respectivamente), también se observaron abundantes células con co-localización IgG-GH 

(~27%, Fig.14). A las 10 semanas post-eclosión disminuyó el número de células IgG+ (~19%, 

Fig.13k y Fig.14) y GH+ (~22%, Fig.13l y Fig.14), pero la co-localización aún es evidente 

(~19%, Fig.13t y Fig.14). Durante la etapa de involución a las 20 semanas las células IgG+ 

(~10%, Fig.13m y Fig.14) y GH+ (~10%, Fig.13n y Fig.14) son muy escasas, así mismo la 

disminución en las células que son IgG+-GH+ es muy evidente (~10%, Fig.13u y Fig.14). 
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Fig. 13. Co-localización de células IgG+-GH+ durante el desarrollo en la bolsa de Fabricio. Imágenes 
confocales de secciones con triple tinción de 15DE (a, b, o); 18DE (c, d, p); 1d (e, f, q); 2s (g, h, r); 4s (i, j, s); 
10s (k, l, t); 20s (m, n, u). Las células IgG+ se muestran en verde (1er Ac: policlonal anti-IgG; 2do Ac: anti-conejo 
IgG-FITC) y las células GH+ en rojo (1er Ac: monoclonal anti-cGH; 2do Ac: anti-ratón IgG-TRITC) en la BF. La 
co-localización en las células linfoides se muestra en amarillo después de la superposición de las imágenes 
obtenidas en un microscopio confocal Carl Zeiss LSM 510 (laser a  de 488, 514 y 650 nm). Los núcleos 
celulares fueron teñidos con DAPI. PF: primordio folicular; M: médula; C: corteza; IFE: epitelio interfolicular; 
FAE: epitelio asociado al folículo; TC: tejido conectivo; DE: días de desarrollo embrionario; d: días; s: semanas. 
Amplificación: a-n de 40x, barras 20µm; o-u de 80x, barras 10µm. 



 50  

15ED 18ED 1d 2s 4s 10s 20s

0

10

20

30

40

50
Células GH+
Células IgG+
Co-loc. GH-IgG

a

a

a

a

a

a

a

a

b

a a

a

a a a

a a

a a a
a a

Pr
op

or
ci

ón
 d

e 
cé

lu
la

s 
(%

)

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 14. Cuantificación de las células GH+, IgG+ y su co-localización GH-IgG, durante el desarrollo de la 
bolsa de Fabricio. El análisis se realizó de las imágenes confocales (Fig.13) obtenidas previamente. Las células 
GH+ (□), IgG+ (■) y células con co-localización GH-IgG (■) se contaron por unidad de área (10,000 µ2) y los 
valores se expresan como proporción relativa con respecto al total de células observadas. El análisis se realizó 
con el programa MetaMorph. Los valores se representaron como la media±error estándar, n=4. DE: días de 
desarrollo embrionario; d: días; s: semanas. 
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Co-localización de GH e IgM. Para determinación de la co-localización entre IgM y GH en la 

bolsa de Fabricio, se utilizó un anticuerpo policlonal contra GH y un anticuerpo monoclonal 

contra IgM (Fig.15). Dentro de los primordios foliculares de la BF de 15DE se observaron 

células IgM+ (Fig.15a) y células positivas a GH (Fig.15b) y la co-localización IgM-GH fue muy 

abundante (~80%) (Fig.15o). A los 18DE se observó un incremento en el porcentaje de 

células IgM+ (Fig.15c) y GH+ (Fig.15d), así como en su co-localización (Fig.15p). 

 

En los tejidos de pollos de 1d post-eclosión se continuó observando células IgM+ (Fig.15e) 

dentro de los folículos en desarrollo, mientras que las células GH+ se observaron en los 

folículos y en las regiones de los epitelios (Fig.15f). La co-localización IgM-GH a en la BF de 

1d aún se observó (Fig.18q), pero en menor proporción con respecto a la de etapas 

embrionarias. La BF de 2 semanas, muestra células IgM+ distribuidas en todo el folículo 

linfoide (Fig.15g) y células GH+ tanto en el folículo como en los epitelios (Fig.15h). En esta 

etapa de desarrollo la BF tiene una muy baja co-localización IgM-GH (Fig.15r). La señal 

positiva para células IgM a las 4 semanas se localizó principalmente en la región medular del 

tejido (Fig.15i), mientras que las células GH+ se observaron en todo el folículo linfoide 

(Fig.15j). A las 4 semanas la co-localización también fue mínima (Fig.15s). A las 10 semanas 

se observó una disminución de las células IgM+ (Fig.15k), en cuanto a las células positivas a 

GH (Fig.15l) su distribución fue similar a la observada a las 4 semanas y la co-localización 

también fue muy baja (Fig.15t). Durante las 20 semanas se observó una clara disminución en 

la señal para IgM (Fig.15m) y GH (Fig.15n). Así mismo, la co-localización IgM-GH fue muy 

baja (Fig.15u). 
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Fig.15. Co-localización de IgM-GH en la ontogenia de la bolsa de Fabricio. Imágenes confocales de 
secciones de BF con triple tinción de: 15DE (a, b, o); 18DE(c, d, p); 1d (e, f, q); 2s (g, h, r); 4s (i, j, s); 10s (k, l, t); 
20s (m, n, u). Las células IgG+ se muestran en verde (1er Ac: policlonal anti-IgG; 2do Ac: anti-conejo IgG-FITC) 
y las células cGH+ en rojo (1er Ac: monoclonal anti-cGH; 2do Ac: anti-ratón IgG-TRITC). La co-localización se 
muestra en amarillo (microscopio confocal Carl Zeiss LSM 510: laser a  de 488, 514 y 650 nm). Los núcleos 
celulares fueron teñidos con DAPI. PF: primordio folicular; TC: tejido conectivo; M: médula; C: corteza; E: 
epitelio. DE: días de desarrollo embrionario; d: días; s: semanas. Amplificación: a-u de 40x, barras 50µm. 
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Durante la comparación de la co-localización (Fig.16) se observó que en etapas de desarrollo 

embrionario las células GH-IgG (Fig.16a) fueron escasas, mientras que las células GH-IgM 

fueron abundantes (Fig.16b). A diferencia de las etapas post-eclosión, las células GH-IgG 

fueron abundantes (Fig.16c) y las células GH-IgM disminuyeron, aún cuando la proporción de 

células IgM+ es elevada (Fig.16d). A las 10 semanas continúa existiendo un gran número de 

células GH-IgG positivas (Fig.16e), mientras que las células GH-IgM (Fig.16f) fueron menos 

que en la etapa anterior. A las 20 semanas se observaron solo unas cuantas células GH-IgG 

positivas (Fig.16g) y las células GH-IgM fueron escasas (Fig.16h). 

 
 
Fig.16. Comparación de la co-localización de células GH-IgG y GH-IgM en la bolsa de Fabricio. Imágenes 
confocales de secciones de BF con triple tinción de 15DE (a, b); 2s (c, d); 10s (e, f); 20s (g, h). La co-
localización GH-IgG se muestra en amarillo (a, c, e, g). La co-localización GH-IgM se muestra en amarillo (b, d, 
f, h). Las imágenes se obtuvieron en un microscopio confocal Carl Zeiss LSM 510 (laser a  de 488, 514). PF: 
primordio folicular; IFE: epitelio interfolicular; FAE: epitelio asociado al folículo; M: médula; C: corteza; TC: tejido 
conectivo; DE: días de desarrollo embrionario; d: días; s: semanas. Amplificación: a-h de 40x, barras 20µm.  
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7.5 Caracterización de células positivas a GH en la BF 

 

Caracterización de células positivas a GH en la BF. Con la finalidad de caracterizar a las 

células responsables de la producción de GH en la BF se utilizaron técnicas histológicas, 

inmunohistoquímicas e hibridación in situ en secciones de este tejido de pollos de 4 

semanas. 

 
Fig.17. Caracterización de las células positivas a GH en el epitelio de la bolsa de Fabricio de 4 semanas. 
En (a, c) inmunohistoquímica de GH en BF de pollo, realizada con un anticuerpo policlonal contra cGH. En (b, d) 
tinción histológica con azul alcian en BF para determinar células con acumulación de mucopolisacáridos. IFE: 
epitelio interfolicular; FAE: epitelio asociado al folículo; CC: célula caliciforme (célula epitelial que acumula 
componentes mucoides señalada con asteriscos*). Amplificación: a-b de 20x, barras 30µm; c-d de 100x, barras 
5µm. 
 

Las células epiteliales interfoliculares (IFE) y epiteliales asociadas al folículo (FAE) positivas 

a GH detectadas mediante inmunohistoquímica (Fig.17 a, c), se caracterizaron mediante la 

técnica histológica con azul alcian (Fig.17 b, d). La tinción con azul alcian es específica para 

células epiteliales interfoliculares (IFE) ya que tienen la característica de acumular gran 

cantidad de mucopolisacáridos ácidos que facilitan la unión de este colorante. Esta tinción 

nos permitió distinguir entre células epiteliales interfoliculares (IFE) y células epiteliales 

asociadas al folículo (FAE). Las FAE no se tiñen con el azul alcian y fácilmente se distinguen 

ambas zonas del epitelio (Fig.17 b y d). Se determinó que ambos epitelios muestran señal 

positiva a GH (Fig.17a), tanto el IFE como el FAE (Fig.17b). Se observaron células negativas 
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a GH (Fig.17c) llamadas células caliciformes CC: célula epitelial especializada en secretar 

gran cantidad de componentes mucoides (del inglés: globet cell, Fig.17d).  

 

En la Fig.18a se muestra la localización del ARNm de la GH en un folículo linfoide, en donde 

se observa una señal abundante en la región de la corteza. La comparación de la tinción con 

hematoxilina-eosina muestra que las zonas con células positivas al ARNm corresponden a la 

corteza y a la médula. La corteza es rica en linfocitos B y la zona medular, además de 

linfocitos, presenta algunas células dendríticas secretoras (círculos, Fig.18b). 

 
 
Fig.18. Caracterización del tipo celular que expresa GH en los folículos de la bolsa de Fabricio de pollos 
de 4 semanas. Se observa la comparación de la localización del ARN mensajero de GH (a, c) con la tinción de 
hematoxilina-eosina en el panel b; la localización del ARNm de GH con la localización de las células IgG+ (en el 
panel c y d respectivamente); y la inmunohistoquímica con un anticuerpo contra GH en el panel e y α-
citoqueratina en el f. En b y d las flechas señalan linfocitos B en la corteza (C) y en la médula (M). Los círculos 
marcan algunas células dendríticas secretoras. En c y d se observan linfocitos B (asteriscos) en la zona basal 
del epitelio. Y en e y f se muestran células reticulares epiteliales (CRE, flechas) en la médula del folículo. TC: 
tejido conectivo, IFE: epitelio interfolicular. Amplificación: a-b 40x, barras 10 µm; c-f 100x, barras 5 µm. 
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En la Fig.18c se observaron células linfoides positivas para el ARNm de GH y al comparar la 

zona en la cual se observaron células IR a IgG (Fig.18d) éstas fueron similares 

específicamente debajo de la lamina basal del epitelio. Para caracterizar a las células 

positivas a GH localizadas en la médula (Fig.18e), se realizó una inmunohistoquímica con un 

anticuerpo contra citoqueratina (Fig.18f) para detectar células reticulares epiteliales (CRE). 

La morfología observada, sugiere que las CRE contienen a la GH. El anticuerpo anti-α-

citoqueratina es específico para el reconocimiento de células reticulares epiteliales (CRE), 

que tienen una morfología alargada muy característica (Fig.18f, flechas) y que es muy 

parecida a la morfología de las células que también fueron positivas a GH (Fig.18e, flechas). 

 

Con la finalidad de identificar, de acuerdo a su ubicación y co-localización, a las células 

productoras de GH se realizó la técnica de inmunofluorescencia. 

 
Fig.19. Distribución de las células IgG+-GH+ en la bolsa de Fabricio de 4 semanas. Imagen confocal de 
secciones con triple tinción. En el panel (a) se muestran en verde las células IgG+ (1er Ac: policlonal anti-IgG; 
2do Ac: anti-conejo IgG-FITC) y en rojo las células cGH+ (1er Ac: monoclonal anti-cGH; 2do Ac: anti-ratón IgG-
TRITC) en los folículos bursales; la contratinción de núcleos celulares se realizó con DAPI y se muestran en 
azul; la co-localización se muestra en amarillo. En (b) y en (c) se muestra con mayor detalle a las células IgG+ 
GH+ asi como la co-localización que se muestra en amarillo tanto en la médula como en la corteza. La co-
localización se obtuvo después de la superposición de las imágenes tomadas con un microscopio confocal Carl 
Zeiss LSM 510 (laser a  de 488, 514 y 650 nm). M: médula; C: corteza; IFE: epitelio interfolicular; TC: tejido 
conectivo. Amplificación: a de 40x, barras 20µm; b-c de 80x, barras 5µm. 
 
En la Fig.19a se observa a las células IgG+ marcadas con fluoresceína (verde), distribuidas 

en todo el folículo linfoide; a las células GH+ se les marcó con rodamina (rojo) y se 
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observaron principalmente en la región de la corteza del folículo linfoide y algunas en la zona 

medular. En la Fig.19b se observó un mayor aumento en la co-localización de las células 

IgG-GH en la región de la corteza y en la Fig.19c la co-localización de la región medular en 

ambos casos el porcentaje de co-localización fue de más del 90%. 
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7.6 Localización de la hormona de crecimiento (GH) presente en el timo de pollo 

 

Características del timo en la ontogenia. Con la finalidad de localizar la corteza y la médula 

del timo y observar los cambios durante el desarrollo del tejido, se realizó la tinción con 

hematoxilina y eosina (Fig. 20 a-i y 21 a-i). Así mismo, mediante inmunohistoquímica con un 

anticuerpo contra GH (Fig. 20 j-r y 21 j-r) se ubicaron las zonas positivas a GH dentro del 

tejido. 

 
Fig.20. Cambios histológicos e inmunohistoquímicos del timo de pollo en etapas perinatales. Se utilizó el 
timo de pollos de 15DE (a-c, j-l), 18DE (d-f, m-o) y 1d (g-i, p-r), los cuales se tiñeron con hematoxilina y eosina 
(a-i); e inmunohistoquímica con un anticuerpo policlonal contra GH (j-r). M: médula; C: corteza; DE: días de 
desarrollo embrionario; d: días. Amplificación en (a, d, g, j, m, p): 10x, barras: 30 µm; en (b, c, e, f, h, i, k, l, n, o, 
q, r): 40x, barras: 15 µm. 
  

En los resultados con la tinción de hematoxilina y eosina observamos cómo se va 

modificando la proporción entre la médula (región basófila en rosa) y la corteza (región 

acidófila en morado) de cada una de las etapas. En el timo de los embriones de 15 días 

(Fig.20a) la médula no se aprecia de forma clara (Fig.20b) y la corteza (Fig.20c) abarca casi 
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todo el tejido. A los 18DE (Fig.20d) la médula es más notoria (Fig.20e) y la corteza (Fig.20f) 

continúa creciendo. En el timo de pollos de 1 día (Fig.20g) se observó la zona de médula 

(Fig.20h) y un área mayor de corteza (Fig.20i), donde existen abundantes células acidófilas. 

Las células en la corteza corresponden a timocitos (linfocitos T inmaduros) inmersos en una 

red de células que secretan sustancias que estimulan a su diferenciación (las células nodriza, 

entre otras). 

En la evaluación mediante inmunohistoquímica, en el timo de 15DE (Fig.20j) se observaron 

algunas células positivas a GH en la médula (Fig.20k), y abundantes células en la región de 

la corteza (Fig.20l). A los 18DE (Fig.20m) la médula que ha crecido tiene escasas células 

positivas a GH (Fig.20n), la mayoría de las células GH+ están en la región de la corteza 

(Fig.20o). En los tejidos de 1d post-eclosión (Fig.20p), algunas células positivas a GH se 

observaron tanto en la región medular (Fig.20q), como en la región cortical (Fig.20r). 

 
Fig.21. Cambios histológicos e inmunohistoquímicos del timo de pollo en etapas post-eclosión. Se utilizó 
el timo de pollos de 2s (a-c, j-l), 4s (d-f, m-o) y 10s (g-i, p-r), los cuales se tiñeron con hematoxilina y eosina (a-
i); y mediante inmunohistoquímica con un anticuerpo policlonal contra GH (j-r). M: médula; C: corteza; s: 
semanas. Amplificación en (a, d, g, j, m, p): 10x, barras: 30 µm; en (b, c, e, f, h, i, k, l, n, o, q, r): 40x, barras: 15 
µm. 
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En las siguientes etapas evaluadas, 2 semanas (Fig.21a), 4 semanas (Fig.21d) y 10 

semanas (Fig.21g), se observó un aumento de la región basófila, la médula (Fig.21 b, e y h, 

respectivamente). Estos resultados indican que existe un aumento en la cantidad de células 

en esta región, algunos linfocitos T maduros, células reticulares y algunos macrófagos. La 

región de la corteza también aumento en a las 2 (Fig.21c), 4 (Fig.21f) y 10 semanas (Fig.21i). 

No se observaron cambios notorios de las 2 a las 10 semanas, en este periodo existe una 

constancia en las proporciones de la médula y la corteza. 

 

En la evaluación mediante inmunohistoquímica los tejidos de pollos de 2 semanas (Fig.21j) 

se observó un aumentó en la señal en las células de la médula (Fig.21k) y es poco evidente 

en las células de la corteza (Fig.21l). A las 4 semanas (Fig.21m) la señal parece menor que a 

las 2 semanas y parece ser ubicua, pero aún se observa en mayor número de células de la 

médula (Fig.21n) que en la corteza (Fig.21o). La señal se mantuvo constante a las 10 

semanas (Fig.21p), distribuida tanto en la médula (Fig.21q) como en la corteza (Fig.21r). 
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Expresión de la hormona de crecimiento (GH) en el timo de pollo. Para determinar la 

localización de la expresión de GH en timo, se utilizó la técnica de hibridación in situ (HIS) 

para detectar el ARNm de la GH (Fig.22 a-j) e inmunohistoquímica (IHQ) para detectar a la 

proteína (Fig.22 m-x). 

 
Fig.22. Expresión de la hormona de crecimiento (GH) en el timo de pollos de distintas edades. Se realizó 
la hibridación in situ del ARN mensajero de la GH en el timo de pollo de 15DE (a, b, c), 18DE (d, e, f), 1d (g, h, i) 
y 4s (j, k, l), con una ribosonda marcada con DIG (690 pb). Para la localización de la proteína se hizo una 
inmunohistoquímica con un anticuerpo policlonal contra GH de pollo en cortes de timo de 15DE (m, n, o), 18DE 
(p, q, r), 1d (s, t, u) y 4s (v, w, x) previamente fijados e incluidos en parafina. M: médula; C: corteza; DE: días de 
desarrollo embrionario; d: días; s: semanas. Amplificación en (a, d, g, j, m, p, s, v): 10x, barras: 30 µm; en (b, c, 
e, f, h, i, k, l, n, o, q, r, t, u, w, x): 100x, barras: 10 µm. 
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Para la HIS se empleó una ribosonda marcada con digoxigenina y para la IHQ se utilizó un 

anticuerpo específico contra GH (como se menciona en Materiales y Métodos). 

Las preparaciones histológicas de embriones de 15DE mostraron abundante marca positiva 

para el ARNm de GH en células de todo el lóbulo en desarrollo (Fig.22a): se observaron 

tanto en corteza (Fig.22b) como en médula (Fig.22c), con excepción de las regiones de tejido 

conectivo y trabéculas. La inmunorreactividad (IR) a la proteína en esta edad embrionaria 

también se observó distribuida en casi todo el lóbulo (Fig.22m), de forma abundante en la 

región de la corteza (Fig.22n) y en varias células de la médula (Fig.22o). 

 

A los 18DE (Fig.22d) la señal para el ARNm de la GH es muy intensa en la región de la 

corteza (Fig.22e) y se observan zonas en la región que dará lugar a la médula (Fig.22f) con 

poca señal. La proteína mostró una distribución semejante (Fig.22p) a la del ARNm,  la 

intensidad fue mayor en la región correspondiente a la corteza (Fig.22q), y algunas células 

presentaron señal positiva en la médula (Fig.22r). 

 

En los tejidos de 1d post-eclosión, la señal del ARNm (Fig.22g) y de la proteína (Fig.22s) es 

casi ubicua, ya que se observaron células positivas en todo el lóbulo. Lo anterior se puede 

apreciar con más detalle en la Fig.22 h-i, para el ARNm y en la Fig.22 t-u para la proteína. 

 

El timo de 4 semanas mostró diferencias en la distribución del ARNm (Fig.22j) con respecto a 

la distribución de la proteína (Fig.22v). Mientras que el ARNm se observa de forma 

abundante en corteza (Fig.22k) y médula (Fig.22l), la proteína es más escasa, se observan 

menos células positivas en la corteza (Fig.22w) y la médula (Fig.22x). 
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Identificación de células positivas a la hormona de crecimiento (GH) en el timo. En la Fig.23 

se realizó una observación más detallada con la finalidad de identificar morfológicamente 

algunas de las células positivas a la GH. Como se había descrito previamente en la Fig.22, a 

los 15DE (Fig.23 a-c), la inmunoreactividad que se observó en el timo, se localizó en células 

de la médula y corteza, a diferencia de la señal observada a los 1d (Fig.23 d-f) que 

principalmente se encontró en la corteza del tejido y en menor cantidad en la médula. A la 

edad de 4 semanas post-eclosión la señal no mostró una localización específica, ya que se 

observaron escasas células positivas a GH tanto en corteza como en médula. 

 
Fig.23. Morfología de las células positivas a la hormona de crecimiento en el timo de pollo de distintas 
edades. Se realizó la inmunohistoquímica en timos de 15DE (a, b, c), 1d (d, e, f) y 4s (g, h, i) con un anticuerpo 
policlonal contra GH de pollo. La imunorreactividad se localizó en células de la corteza en etapas embrionarias 
y en la médula en el tejido de 4s post-eclosión. Corteza (C) con abundantes linfocitos (flechas) positivos a cGH, 
y la médula (M) con células positivas a cGH con morfología de células dendríticas (CD). (a) con el 1er 
anticuerpo preabsorbido con GH, como control negativo M: médula; C: corteza; DE: días de desarrollo 
embrionario; d: días; s: semanas. Amplificación en (a, b, e, h): 10x, barras: 30 µm; en (c, d, f, g, i): 100x, barras: 
10 µm. 
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En las micrografías de mayor aumento se puede observar que la zona de la corteza (Fig.23c) 

las células positivas a la GH son muy redondas, lo cual sugiere que corresponden a timocitos 

corticales. En el detalle del timo de 1d post-eclosión, se observaron grupos de células en la 

región medular (Fig.23d) y también en la región cortical que sugieren ser timocitos (Fig.23f). 

A las 4 semanas, en la región medular del timo se observaron células positivas con procesos, 

lo cual sugiere que se trata de células dendríticas (Fig.23 g, i), además de células que 

semejan macrófagos y algunos timocitos (Fig.23i). 
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7.7 Contenido de la hormona de crecimiento (GH) presente en bolsa de Fabricio (BF) y 

timo a lo largo del desarrollo 

 

Cuantificación de la GH en la BF. A continuación se presentan los resultados obtenidos de 

BF, de distintas edades, para la concentración de GH determinada mediante ELISA. 

 

 

 

 

 

 

 

 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.24. Cambios en la concentración de la hormona de crecimiento (GH), peso y contenido total de GH 
en la ontogenia de la bolsa de Fabricio. A. Cuantificación de GH mediante el ensayo de ELISA en extractos 
de la BF de pollos de distintas edades (DE: días de desarrollo embrionario; d: días; s: semanas). Se colocaron 
80g de proteína por pozo en el ensayo por triplicado (n=11). B. Cambios en el peso de la BF durante el 
desarrollo. C. Contenido total de GH en la BF de distintas edades. Letras distintas indican diferencias 
significativas (p<0.05) en la comparación de medias ± error estándar. 
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Se realizó la determinación de cGH en extractos de BF de distintas edades (15DE, 18DE, 1d; 

2, 4, 10 y 20 semanas). En la Fig.24A, se observó una mayor concentración de GH en tejidos 

provenientes de pollos de 4 semanas (620 ng de GH/mg de proteína) al compararlo con los 

resultados del resto de las edades evaluadas. En edades embrionarias los niveles de GH 

fueron los más bajos (43 ng GH/mg proteína a los 15DE), y esto coincide con que en esta 

etapa aún no se ha conectado el puente hipotálamo-hipófisis, por lo que se plantea que la 

GH que se detectó posiblemente sea la que se esté sintetizando en la BF. A las 10 semanas 

(500 ng de GH/mg de proteína) se observó una meseta en la concentración de GH y a partir 

de aquí se sabe que inicia el proceso de involución y consecuentemente una tendencia a 

disminuir. Por otra parte, en animales de 20 semanas la concentración de la GH disminuyó 

significativamente con respecto a la BF de 4 semanas y solo se detectaron 185 ng de GH/mg 

de proteína, siendo este valor el menor de todas las edades post-eclosión que se evaluaron. 

 

Así mismo, se determinaron los cambios en peso de la BF durante el desarrollo del ave 

(Fig.24B). Se observó un incremento de peso del tejido linfoide, alcanzando su máximo 

alrededor de las 4 semanas. A las 10 semanas el peso ha disminuido significativamente y 

esta disminución es más evidente a las 20 semanas (aproximadamente el 50% con respecto 

al tejido de 4 semanas), cuando el tejido se encuentra en pleno proceso de fibrosis e 

involución. 

 

Con respecto a la determinación del contenido total de la GH en la BF (Fig.24C), se encontró 

que el contenido total de esta hormona se incrementa concomitantemente a su concentración 

y al peso del tejido. Los valores máximos del contenido de la GH en la BF se observaron a 

las 4 semanas de edad. 
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Cuantificación de la GH en el timo. También se determinó la concentración de GH en timo de 

distintas edades mediante ELISA (Fig.25). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.25. Cambios en la concentración de la hormona de crecimiento (GH), peso y contenido total de GH 
en la ontogenia del timo. A. Determinación del contenido de cGH mediante el ensayo de ELISA en extractos 
de timo de pollos de distintas edades (DE: días de desarrollo embrionario; d: días; s: semanas). Se colocaron 
80g de proteína por pozo en el ensayo por triplicado (n=11). B. Cambios en el peso del timo (por lóbulo) 
durante el desarrollo. C. Contenido total de GH en el timo de distintas edades. Letras distintas indican 
diferencias significativas (p<0.05) en la comparación de medias ± error estándar. 
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De acuerdo a los resultados obtenidos mediante ELISA (Fig.25A), se observó que la máxima 

concentración de la GH en el timo fue entre la segunda y la cuarta semana de desarrollo (88 

y 79 ng GH/mg proteína respectivamente) y fue significativamente diferente con respecto a 

todas las edades analizadas en este trabajo (15 y 18DE, 1d; 4, 10 y 20 semanas). Durante 

las etapas tempranas de desarrollo (15 DE, 18 DE y 1d post-eclosión) la concentración de la 

hormona se mantuvo constante, alrededor de 35 ng GH/mg proteína. Y, se observó un 

incremento estadísticamente significativo en la semana 2 y 4 de desarrollo al compararla con 

la concentración de 18DE (p<0.01) y con 1d (p<0.05). 

 

En el Fig.25B se observó un incremento en el peso del tejido y se mantuvo constante hasta 

después de las 20 semanas, debido a que no sufre una involución temprana. Así mismo, al 

correlacionar el peso del tejido con la concentración de GH para obtener el contenido total de 

GH (Fig.25C) muestra un incremento constante hasta las 10 semanas, donde parece 

permanecer constante hasta las 20 semanas e incluso más allá de esta edad. 
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7.8 Evaluación de la heterogeneidad molecular de la hormona de crecimiento (GH) 

presente en la bolsa de Fabricio (BF) y en el timo 

 

Determinación de la heterogeneidad molecular de la GH en la BF. Para determinar las 

variantes de masa de la GH presentes en la bolsa de Fabricio, se realizó la técnica de SDS-

PAGE/Western blot, como se describe en Materiales y Métodos. El resultado, se observa en 

el luminograma de la Fig.26A. Cada luminograma se analizó por densitometría (software IP-

Lab, Analytics) y se determinó la proporción relativa, que se expresó en porciento con 

respecto al área bajo la curva y con estos valores se construyó la gráfica de barras (Fig.26B). 

La proporción relativa de cada banda se calculó considerando como el 100% a la 

inmunoreactividad de la suma del área bajo la curva de todas las bandas detectadas en cada 

uno de los carriles. Los gráficos (Fig.26B) muestran el cambio en el porcentaje de cada 

variante (condiciones no reductoras) durante el desarrollo de la BF. 

 

 
 

Fig.26. Heterogeneidad molecular de la hormona de crecimiento (GH) en la ontogenia de la bolsa de 
Fabricio (BF) bajo condiciones no reductoras. A. Luminograma representativo para la determinación de 
bandas inmunoreactivas a la GH en la BF obtenidas mediante SDS-PAGE/Western blot (condiciones no 
reductoras). Se utilizaron los extractos de la BF de distintas edades: 15DE, 18DE, 1d, 2s, 4s, 10s y 20s. Se 
colocaron 5 g de proteína para los tejidos embrionarios y 30 g de proteína por pozo en los tejidos de animales 
post-eclosión; y 0.1 g de extracto de hipófisis (HIP) como control. B. Análisis de bandas inmunoreactivas a la 
GH. Proporción relativa de cada variante de masa, expresada en porciento. DE: días de desarrollo embrionario; 
d: días; s: semanas. 
 

Los resultados obtenidos (Fig.26A) de la ontogenia de la BF muestran que las bandas de 

10,17 y 80 kDa están presentes en todas las edades evaluadas. En el caso de los extractos 

provenientes de embriones, hay una mayor intensidad en la banda de 44 kDa (~50%), 

además se observó una mayor proporción de variantes de alto peso molecular (58 y 80 kDa), 
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con respecto a los extractos de pollos post-eclosión, en donde la variante de 17 kDa fue la de 

mayor proporción. Esta variante de 17 kDa, incrementó su concentración de ~15% en 15DE 

hasta ~50% entre las 4 y 10 semanas de desarrollo del tejido. Otra diferencia que se observó 

fue la presencia de un fragmento de 10 kDa que parece aumentar después de la eclosión en 

los tejidos de 1d, 2 semanas y 20 semanas. En algunas edades se observan bandas 

semejantes a las presentes en el extracto de hipófisis, como la de 44 kDa en los embriones y 

1d post-eclosión, y en menor proporción a las 20 semanas. 

Las variantes de masa de la BF de distintas edades, también se analizaron bajo condiciones 

reductoras, como se observa en la Fig.27. Nuevamente se observó en todas las edades la 

variante de 17 kDa y en las etapas post-eclosión fue la más abundante (Fig.27A). En etapas 

embrionarias se observaron variantes de entre 34-36 kDa, en particular en el embrión de 

15DE se observaron variantes de 34-48 kDa con la mayor proporción relativa (~50%), estas 

formas oligoméricas posiblemente correspondan al dímero no reducido. Otra forma 

oligomérica de 64 kDa se observó en una proporción relativa constante (~10%) desde 18 DE 

y a lo largo del desarrollo hasta las 20 semanas. 
 

 
 

Fig.27. Heterogeneidad molecular de la hormona de crecimiento (GH) en la ontogenia de la bolsa de 
Fabricio (BF) bajo condiciones reductoras. A. Luminograma representativo para la determinación de bandas 
inmunoreactivas a la GH en BF obtenidas mediante SDS-PAGE/Western blot (condiciones reductoras). Se 
utilizaron los extractos de bolsa de Fabricio de distintas edades: 15DE, 18DE, 1d, 2s, 4s, 10s y 20s. Se 
colocaron 5 g de proteína para los tejidos embrionarios y 30 g de proteína por pozo en los tejidos de animales 
post-eclosión; y 0.1 g de extracto de hipófisis (HIP) como control. B. Análisis de bandas inmunoreactivas a  la 
GH. Proporción relativa de cada variante de masa, expresada en porciento. DE: días de desarrollo embrionario; 
d: días; s: semanas. 
 

En el caso de las BF obtenidas de pollos post-eclosión, se detectó la presencia 

principalmente del fragmento de 17 kDa, que en casi todas las etapas post-eclosión 
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representa alrededor del 50% del total de las variantes, y se detectó desde etapas 

embrionarias (Fig.27a). Además, también se observó otra forma submonomérica  de 10 kDa 

en etapas embrionarias y post-eclosión. 

 

Determinación de la heterogeneidad molecular de la GH en el timo. La presencia de 

variantes moleculares de la GH en los extractos obtenidos del timo, también se evaluaron en 

SDS-PAGE/Western blot (condiciones no reductoras y reductoras) y su correspondiente 

transferencia a membranas de nitrocelulosa, se revelaron y se analizaron (programa IP-Lab, 

Analytics). 
 

 
 

Fig.28. Heterogeneidad molecular de la hormona de crecimiento (GH) en la ontogenia del timo bajo 
condiciones no reductoras. A. Luminograma representativo para la determinación de bandas inmunoreactivas 
a la GH en el timo, obtenidas mediante SDS-PAGE/Western blot (condiciones no reductoras). Se utilizaron los 
extractos del timo de pollos de distintas edades: 15DE, 18DE, 1d, 2s, 4s, 10s y 20s. Se colocaron 5 g de 
proteína para los tejidos embrionarios y 30 g de proteína por pozo en los tejidos de animales post-eclosión; y 
0.1 g de extracto de hipófisis (HIP) como control. B. Análisis de bandas inmunoreactivas a la GH. Proporción 
relativa de cada variante de masa, expresada en porciento. DE: días de desarrollo embrionario; d: días; s: 
semanas. 
 

La distribución de las variantes moleculares observadas en el timo bajo condiciones no 

reductoras (Fig.28A), mostró un patrón distinto al de la hipófisis, en las edades evaluadas se 

observó la presencia principalmente de un fragmento de 17 kDa (Fig.28A). En los extractos 

obtenidos de embriones, la intensidad de las bandas mostró que las variantes de mayor 

proporción fueron las 44, 58 y 80 kDa (Fig.28B). La variante de 44 kDa que representa más 

del 35% de las variantes en etapas embrionarias, disminuyó a 3% en 1d post-eclosión y ya 

no está presente en las siguientes etapas. Otra de las bandas inmunorreactivas presentes en 

los extractos fue la de 10 kDa. Algunas de las variantes solo se observaron en etapas 
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embrionarias y fueron de alto peso molecular como las de 58 y 80 kDa, que no están 

presentes en etapas post-eclosión. También se observó que la variante de 30 kDa va en 

aumento de 1d (2%) a las 20 semanas (10%). Estos resultados (Fig.28B) demostraron 

diferencias en las proporciones relativas de la mayoría de variantes, a las 2 semanas hay 

mayor expresión de las variantes de entre 47-65 kDa. Estos datos indican una expresión 

diferencial de las variantes moleculares de la GH relacionada con la edad, aún cuando el 

timo no sufre involución temprana durante la vida del pollo. 

También se evaluó la presencia de estas variantes en condiciones reductoras (Fig.29A), 

donde se observó de manera constante la variante de 17 kDa, aunque en embriones mostró 

la menor proporción relativa (12%) de las edades evaluadas. 

 

 
Fig.29. Heterogeneidad molecular de la hormona de crecimiento (GH) en la ontogenia del timo bajo 
condiciones reductoras. A. Luminograma representativo para la determinación de bandas inmunoreactivas a 
la GH en el timo, obtenidas mediante SDS-PAGE/Western blot (condiciones reductoras). Se utilizaron los 
extractos del timo de pollo de distintas edades: 15DE, 18DE, 1d, 2s, 4s, 10s y 20s. Se colocaron 5 g de 
proteína para los tejidos embrionarios y 30 g de proteína por pozo en los tejidos de animales post-eclosión; y 
0.1 g de extracto de hipófisis (HIP) como control. B. Análisis de bandas inmunoreactivas a la GH. Proporción 
relativa de cada variante de masa, expresada en porciento. DE: días de desarrollo embrionario; d: días; s: 
semanas. 
 

La proporción relativa de cada variante se observa en la Fig.29B. En etapas embrionarias, 

nuevamente se encontraron en mayor proporción las variantes de 34-40 kDa (~50%) y 

disminuyen en etapas post-eclosión. En el timo, así como se observó previamente en la BF 

de pollos de 1d a 20 semanas, la principal variante es la de 17 kDa, que alcanzó una 

proporción del 50% de todas las variantes observadas. En el timo, la variante de 42 kDa se 

observó en casi todas las edades, con excepción de 15DE y 20 semanas. La variante de 48 
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kDa se observó de las 2 a las 20 semanas. Las variantes de alto peso molecular, como las 

de 50 y 58 kDa, se encontraron a lo largo del desarrollo. 
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7.9 Efecto del lipopolisacárido (LPS) de Escherichia coli en la concentración de 

hormona de crecimiento (GH) en bolsa de Fabricio (BF) y timo 

 

Determinación de los cambios en temperatura después de la administración del LPS. Para 

corroborar el efecto pirético del LPS después de ser administrado por vía intravenosa, se 

determinó la temperatura corporal (rectal) de los pollos (4 semanas) y se observó un pico 

máximo de fiebre al final de la fase experimental que fue a las 8 horas (Fig.30), con respecto 

al control. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
Fig.30. Curvas de temperatura en pollos control y pollos a los cuales se les administró lipopolisacárido 
(LPS). *Diferencia significativa (p<0.05, n = 8). 
 
De acuerdo con los resultados obtenidos (Fig.30) se colectaron muestras de suero y tejidos: 

la hipófisis, la BF y el timo a las 2.5 y 8 h posteriores a la administración del lipopolisacárido 

(LPS). Tanto en los sueros como en los homogeneizados de los tejidos se determinó el 

contenido de proteína y se realizó la cuantificación de la GH (Fig.31). 

 

La concentración de la GH en la hipófisis (Fig.31A) mostró un aumento significativo (p<0.05) 

a las 2.5 h después de la administración de LPS. A las 8 h se observó un incremento de los 

niveles de la GH tanto en la hipófisis de los animales control como en los tratados con LPS, 

al comparar ambos grupos con respecto al tiempo post-administración, se encontró un 

aumento significativo en la concentración de la GH hipofisiaria a las 8 h con respecto a las 

2.5 h. Sin embargo al realizar la comparación entre los grupos, a las 8 h el grupo control 

mostró una mayor concentración de la GH con respecto al grupo al que se le administró LPS. 
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Con la finalidad de integrar de manera más completa la información, también se determinó la 

concentración de la GH en el suero (Fig.31B). Mientras que a las 2.5 h no se observaron 

diferencias significativas entre los animales control y los tratados con LPS, a las 8 h el suero 

de los animales tratados con LPS si mostró un aumento significativo. Así mismo, se observó 

un incremento de la GH en el suero en ambos grupos experimentales al comparar 2.5 y 8 h 

post-administración. 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.31. Efecto del lipopolisacárido (LPS) en la concentración de hormona de crecimiento (GH) en la 
hipófisis, el suero, la bolsa de Fabricio y el timo del pollo. Se determinó la concentración de GH mediante el 
ensayo de ELISA en extractos de hipófisis (A), suero (B), bolsa de Fabricio (C) y timo (D), de pollos de 4 
semanas: en condiciones control (□ Control) y tratados con lipopolisacárido (■ LPS). Se utilizaron 80g de 
proteína en el ensayo por triplicado (n=12). Mediante ANOVA se determinó la diferencia significativa (* p<0.01) 
de cada tejido al compararlo con su respectivo control (Dunnett). 
 
En los tejidos inmunes, la bolsa de Fabricio (Fig.31C) mostró un incremento significativo 

(p<0.01) en la concentración de la GH a las 2.5 h y a las 8 h al comprar los datos con su 

respectivo control. En el timo a las 2.5 h (Fig.31D) no se observaron cambios significativos en 

la concentración de la GH, aunque si se notó una tendencia a incrementarse. A las 8 h este 

tejido si mostró un aumento significativo en la concentración de la GH, de casi el doble que 

su respectivo control. 
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8. DISCUSIÓN 
 

En las últimas décadas surgió una nueva área de investigación, la 

neuroinmunoendocrinología, en la cual se ha evaluado la interacción que existe entre el 

sistema nervioso, endócrino e inmune. Debido a distintas observaciones, se ha logrado 

establecer, parcialmente, el tipo de relación que existe entre éstos sistemas, así mismo se 

han encontrado tanto mensajeros, como receptores que se comparten entre ellos. Lo anterior 

ha permitido una mejor comprensión de como se lleva a cabo la regulación, los efectos y la 

comunicación cruzada que tienen, pero al mismo tiempo también ha generado una gran 

cantidad de interrogantes. 

 

En el sistema inmune (células y tejidos), se ha encontrado la presencia de varias moléculas 

típicas del sistema endócrino, como la GH (Luna et al., 2008), la PRL (Kang et al., 2007), la 

somatostatina (Aguila et al., 1991), glucocorticoides (Lechner et al., 2001), así como sus 

receptores. Pero existe poca evidencia acerca del papel que algunas de estas moléculas 

desempeñan de forma local.  Tal es el caso de la GH, que aún cuando desde hace tiempo se 

sabe que se produce principalmente en la hipófisis y que existe evidencia de su producción 

extrahipofisiaria (aparato reproductor, sistema nervioso, inmune, glándula mamaria, entre 

otros; revisado por Murphy et al., 2003), no se conoce con certeza su función local. 

 

Investigaciones previas, han demostrado la presencia de la GH en tejidos del sistema inmune 

de distintas especies: roedores (Binder et al., 1994; Recher et al., 2001), aves (Luna et al., 

2005) y humanos (Hattori et al., 1990; Hattori et al., 2001; Wu et al., 1996). En pollos adultos 

se ha descrito la presencia de su ARN mensajero (Render et al., 1995) y en trabajos 

recientes de nuestro grupo se demostró la presencia de la GH en la BF, así como los 

cambios en su concentración y su patrón de heterogeneidad molecular a lo largo del 

desarrollo (Barraza, tesis de licenciatura, 2002; Luna et al., 2005). Otros estudios 

determinaron la distribución del ARNm del receptor de la GH en la bolsa de Fabricio de pollos 

de 7s (Hull et al., 1996). En este trabajo se muestra la distribución del ARNm de la GH y la 

correspondiente proteína en pollos de menor edad (4 semanas) (Luna et al., 2009). Algunos 

de los cuestionamientos que aún quedan pendientes son: la distribución del ARNm y la 

proteína en el desarrollo y su posible  relación con la función del tejido (BF).  En el caso del 

timo de las aves la información acerca de la producción de GH en la ontogenia es muy 
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escasa, por lo que este sería uno de los primeros trabajos que describen los cambios en la 

localización y concentración de la hormona. 

 

En esta  tesis se determinó la presencia y los cambios de la hormona de crecimiento en 

tejidos del sistema inmune de pollo, la bolsa de Fabricio y el timo, y se describió la 

distribución de las células productoras de la GH. Lo anterior se demostró con la expresión del 

gen de la GH en la bolsa de Fabricio (BF) y el timo mediante hibridación in situ, y la 

presencia de la proteína por inmunohistoquímica, ELISA y Western blot, durante el desarrollo 

(en embriones y etapas post-eclosión). También se sugiere el papel que esta hormona podría 

estar realizando en la bolsa de Fabricio, ya que se determinó su co-localización con 

marcadores típicos de células linfoides de la BF: IgG e IgM. Esta evidencia sugiere la posible 

participación de la GH en la diferenciación y maduración de linfocitos, en ambos tejidos, así 

como un regulador en el inicio de la producción de inmunoglobulinas de los precursores de 

linfocitos B en la BF. 

 

La bolsa de Fabricio tiene características morfo-funcionales particulares a lo largo del 

desarrollo y se observaron mediante técnicas histológicas (hematoxilina y eosina), lo cual fue 

consistente con las características morfológicas descritas previamente (Glick, 1991; Ciriaco 

et al., 2003). Se identificaron las tres etapas de desarrollo que muestra la BF: crecimiento 

rápido, meseta e involución. En la etapa I: el tejido crece rápidamente, desde el día 1 post-

eclosión y hasta las semanas 6-8 y alcanza su peso máximo en este período, que se 

mantiene entre las semanas 10 y 15 (Naukkarinen y Sorvari, 1984). Durante este tiempo se 

define la etapa II, de meseta, donde no hay cambios significativos en el peso del tejido, de la 

semana 10 hasta la 16 (Naukkarinen y Sorvari, 1984). Durante la etapa III, que ocurre 

después de la semana 18, la BF sufre un proceso de involución (Naukkarinen y Sorvari, 

1984), que concluye alrededor de la semana 23.5 (Glick, 1984) con la acumulación de tejido 

fibroso y la pérdida de los folículos responsables de su función (Paniagua y Nistal, 1993; 

Glick, 1991; Ciriaco et al., 2003). 

 

Para determinar la expresión de la hormona de crecimiento y sus cambios dinámicos en la 

bolsa de Fabricio (BF), se evaluó el ARN mensajero de GH y la proteína inmunoreactiva (IR) 

en diferentes etapas de desarrollo. Se encontró que el ARNm de GH está presente desde los 

15 y 18 DE y se localiza en la zona medular y epitelial de los primordios foliculares, con 
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proporciones que varían dependiendo de la edad. Las células presentes en los primordios 

foliculares de los embriones de 15 días, son principalmente precursores linfoides de células 

B, que colonizan este tejido para madurar y diferenciarse.  

 

Las células precursoras migran desde el día 8 y hasta el día 15 embrionario (Pink y Lassila, 

1987), por lo que en este período de tiempo ya hay precursores en la BF en formación. Por lo 

anterior se plantea que las células que expresan el ARNm de GH podrían corresponder a 

células precursoras linfoides. También se observó que el número de células positivas al 

ARNm de GH y GH aumenta hacia los 18 DE, lo que sugiere que la GH podría ser un factor 

de supervivencia celular que permite a las células precursoras proliferar y madurar en los 

folículos. En el primordio folicular también se encuentran células como las dendríticas 

secretoras y las reticulares epiteliales, que proveen del microambiente necesario para que se 

lleve a cabo la diferenciación y proliferación de los linfocitos B (McCormack y Thompson, 

1990; Olah y Glick, 1992). Los datos señalan que tanto las células dendríticas secretoras 

como las reticulares epiteliales expresan GH (Luna et al., 2008) y esta producción local 

podría proporcionar un estímulo positivo a la sobrevivencia y diferenciación de las células 

precursoras que ahí se encuentran. Durante el desarrollo embrionario no existe una 

diferencia clara entre los epitelios interfolicular (IFE) y asociado al folículo (FAE), entre los 14 

y 15DE solamente se puede diferenciar a estos dos epitelios mediante microscopia 

electrónica (Bockman y Cooper, 1973; Naukkarinen et al., 1978). Pero cerca de la eclosión o 

1d después del nacimiento se pueden identificar fácilmente debido a que el IFE empieza a 

acumular una gran cantidad de mucopolisacáridos mientras que en las FAE no, como se 

observó con la tinción de azul alcian (Rodríguez-Méndez et al., 2010).  Las células del FAE 

tienen como objetivo transportar diferentes sustancias que pueden funcionar como 

antígenos, hacia la médula de los folículos linfoides y activar la respuesta inmune específica 

mediante producción de anticuerpos contra diversos antígenos (McCormack y Thompson, 

1990). En la BF de 1d la señal para la GH y su ARNm parece ser ubicua, incluso en las 

regiones de los epitelios. Se ha propuesto que la proliferación de linfocitos B en la etapa 

neonatal se vincula con la presencia de antígenos ambientales que llegan a la médula 

folicular mediado por la actividad pinocítica de las células FAE (Ekino, 1993). 

 

Mediante la hibridación in situ del mensajero de la GH en la BF, de las 2 a las 10 semanas 

post-eclosión se observó una mayor señal en la zona medular de los folículos linfoides. Se 



 79  

sabe que en la médula de los folículos bursales existe un microambiente que permite que se 

lleve a cabo la proliferación y diferenciación de los linfocitos B. Por lo anterior, se sugiere que 

la presencia del ARNm de GH y la hormona sintetizados en células ubicadas en la región 

medular podrían estar participando tanto en la proliferación como en la diferenciación de las 

células linfoides y epiteliales o bien modular la secreción de otros factores. Uno de estos  

factores podría ser la bursina, que se ha asociado a la maduración de los linfocitos B (Otsubo 

et al., 2001). A las 2 semanas se ha descrito que la BF es muy activa inmunológicamente, 

generando células maduras para la respuesta y en la producción activa de anticuerpos. Por 

lo tanto la producción elevada de GH se podría asociar a un incremento en su tamaño, 

resultado del aumento en el número de células. 

 

Durante las etapas embrionarias y post-eclosión tempranas se ha encontrado que la zona de 

la corteza crece de manera más rápida, con respecto a las etapas posteriores de desarrollo 

(Ackerman y Knouff, 1959). En cuanto a las 4 semanas se sabe que es la edad en la que 

existe un crecimiento importante del tejido, por lo que se requiere una gran cantidad de 

factores promotores de la supervivencia celular. A las 10 semanas la BF está en la meseta 

de su desarrollo y se observan células productoras de GH distribuidas en la corteza y en el 

interior del folículo linfoide. En esta etapa la BF inicia el proceso de involución (Ciriaco, 

2003). 

 

Los cambios en la proporción y distribución  de la GH coinciden con cada una de las etapas 

que se observan durante el desarrollo de la BF. A las 20 semanas cuando existe una 

disminución significativa tanto del ARNm de GH como de la hormona, coincide con el 

proceso de involución de este tejido. Lo anterior podría explicarse por la disminución en las 

células que conforman al tejido, varias de estas células (linfocitos, células dendríticas 

secretoras, FAE) producían GH en etapas previas y contribuían a los procesos de 

supervivencia. Durante la involución se sabe que gran cantidad de células se eliminan 

mediante mecanismos de muerte celular programada: apoptosis (Rodríguez-Méndez et al., 

2010), y son reemplazadas por fibroblastos y acumulación mucoide (Franchini y Ottaviani, 

1999), se pierde la funcionalidad del tejido y no hay más producción de células inmunes, por 

lo tanto también hay una disminución considerable del tamaño del tejido (Bickford et al., 

1985; Ciriaco el al., 2003). Como se mostró en los resultados, el peso del tejido disminuyó 

hasta un 70% a las 20 semanas comparado con el pico de crecimiento que fue a las 4 
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semanas. En el caso de la presencia del ARNm de GH la intensidad de la señal disminuye 

conforme avanza la edad del pollo, por lo que el mensajero podría estar regulado por 

factores relacionados con ciertas etapas del desarrollo, como la producción de esteroides 

sexuales durante la etapa juvenil, ya que los esteroides inducen apoptosis (Compton et al., 

1990). Lo anterior se ha relacionado con estudios donde se encontró que la bolsa de Fabricio 

es un órgano blanco de las hormonas esteroides (Wilson y Boyd, 1990). Otros estudios han 

demostrado que las hormonas esteroides afectan el desarrollo de la función inmunológica de 

la BF si se administran antes de que se lleve a cabo el proceso de maduración de los 

linfocitos en el tejido (Glick, 1984). Como la testosterona, que causa bursectomía, evitando la 

diferenciación de las células dendríticas secretoras en etapas embrionarias (Glick y Oláh, 

1984). Se ha demostrado que la administración de testosterona en embriones (antes de los 

20 DE), por ejemplo, inhibe la formación de los folículos linfoides de la BF (Le Douarin et al., 

1980) por la falta de las células SDS, que son esenciales para la maduración de los linfocitos 

B. Nuestros resultados sugieren que la estructura de la BF también podría estar modulada 

por la GH, ya que en las etapas de mayor proliferación celular en el tejido hay mayor número 

de células IR a la hormona, y en etapas de involución, que coinciden con la madurez sexual, 

ésta disminuye drásticamente. 

 

Todos estos datos sugieren que la GH que se expresa y produce localmente podría participar 

como un factor con la capacidad de modular la proliferación y diferenciación de las distintas 

estirpes celulares que conforman a la BF durante su desarrollo. Principalmente de linfocitos 

B, como ya se ha observado en la diferenciación de linfocitos B precursores de ratón (Sumita 

et al., 2005). 

 

Con la finalidad de caracterizar las células responsables de la producción de GH, se realizó 

la identificación de algunas de las células positivas a GH (GH+) mediante su morfología y 

también se corroboró mediante su co-localización con marcadores específicos. 

 

Para determinar el tipo celular que sintetiza GH en este trabajo, se realizó la co-localización 

de GH con distintos marcadores específicos en varias edades representativas de las etapas 

importantes del tejido: 15 y 18 DE, edades post-eclosión: 1día, 2, 4, 10 y 20 semanas (Luna 

et al., 2008; Rodríguez-Méndez et al., 2010). Uno de los marcadores que se utilizaron fue la 

inmunoglobulina G (IgG), debido a que algunas de las células precursoras que arriban a la 
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BF presentan IgG de superficie (IgG-s) durante etapas tempranas de desarrollo embrionario 

(15-20 DE) que se cree es de origen materno y se une para favorecer la respuesta inmune 

(Ekino et al., 1993 y 1995). Este marcador de superficie es mucho más evidente en etapas 

post-eclosión, ya que varias células B maduras dentro de los folículos comienzan a producirla 

y algunas otras células, como las presentadoras de antígenos las anclan en sus membranas 

(Ekino et al., 1995). Existen trabajos que sugieren que las células dendríticas secretoras 

(SDC, por sus siglas del inglés) que se encuentran en el folículo linfoide están involucradas 

en el encendido o apagado de los cambios en la producción de IgM-IgG en los precursores 

de linfocitos B (Kincade y Cooper, 1971). Estás células se encuentran desde etapas 

embrionarias pero en un número reducido, como células mesenquimatosas oscuras con 

capacidad para unir IgG de origen materno en su superficie (Ekino, 1993). En nuestros 

resultados se observó que la co-localización entre GH e IgG va en aumento a partir de 1d 

post-eclosión y hasta las 4 semanas en donde se observó un mayor número de células con 

co-localización y de ahí en adelante disminuyen drásticamente de las 10 a las 20 semanas. 

 

Otro de los marcadores que se utilizó para caracterizar a las células de la BF fue un 

anticuerpo contra IgM, que es un marcador de células precursoras. La distribución de IgM de 

acuerdo con la literatura, es más abundante en etapas embrionarias (Kincade y Cooper, 

1971; Choi y Good, 1972), debido a que en este período su producción es mayor (Grossi et 

al., 1977) y que eventualmente las células IgM+ van desapareciendo con respecto a la edad 

(Pink y Lassila, 1987; McCormack y Thompson, 1990; Ekino et al., 1995). Nuestros 

resultados mostraron que las células IgM+ son más abundantes a los 15DE y a las 4 

semanas, lo cual concuerda con los estudios previos (Kincade y Cooper, 1971; Choi y Good, 

1972). Mientras que la co-localización GH-IgM es abundante en etapas embrionarias, esta 

disminuye drásticamente en las etapas post-eclosión (2, 10 y 20 semanas). Se sabe que la 

presencia de IgM está relacionada con la maduración de los precursores de linfocitos B, de 

tal suerte que se cree que las células productoras de IgM más tarde se convierten en 

productoras de IgG, y que si la primera no se produce, no será posible la sobrevivencia de 

esas células para producir anticuerpos (Lerner et al., 1971; Rodríguez-Méndez et al., 2010). 

 

Al comparar la co-localización que estos dos marcadores (IgG e IgM) tienen con la GH, se 

observó que en etapas embrionarias las células GH+-IgM+ son más abundantes, mientras 

que las GH+-IgG+ son escasas a diferencia de las etapas post-eclosión donde esta 
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distribución se invierte, la co-localización GH+-IgM+ disminuye y la GH+-IgG+ aumenta. Estos 

resultados sugieren que existe un encendido y apagado para la maduración de los linfocitos y 

la producción de GH podría participar en estos procesos favoreciendo la sobrevivencia de las 

células IgM+ en etapas embrionarias para que maduren y en la diferenciación para ser 

productoras de IgG. 

 

La co-localización de células GH+-IgG+ en la región medular de los folículos linfoides, apoya 

la hipótesis de que algunas células productoras de GH son linfocitos B como previamente se 

ha propuesto (Luna et al., 2008). 

 

Mediante técnicas histológicas se identificaron algunas de las células productoras de GH, 

como es el caso de las células epiteliales interfoliculares (IFE) y epiteliales asociadas al 

folículo (FAE). Estas células no se pueden distinguir durante el desarrollo embrionario, pero 

después de la eclosión existen diferencias en la producción de mucopolisacáridos ácidos 

(Zapata y Cooper, 1990), que es mayor en el IFE, lo cual permite distinguirlas (Phillips et al., 

2004). Lo anterior también está relacionado con la función de cada una, las células FAE se 

especializan en el transporte de antígenos del lumen bursal a la médula de los folículos, 

mediante micropinocitosis (Bockman y Cooper, 1973; Lupetti y Dolfi, 1980). Se observó que 

las células que producen GH son principalmente células del FAE, lo cual podría estar 

relacionado con la secreción de moléculas que favorezcan la sobrevivencia de las células 

que van a llevar a cabo el contacto con el antígeno para generar la respuesta inmune y  la 

producción de anticuerpos. 

 

También se empleó un anticuerpo contra α-citoqueratina, para caracterizar a las células 

productoras de GH. Este anticuerpo es un marcador que se utiliza para identificar a las 

células reticulares epiteliales, ya que  previamente se ha utilizado para detectarlas en la BF 

de pichones  (Sánchez-Refusta et al., 1996). Al observar con detalle las preparaciones de 

inmunohistoquímica de la BF tratadas con el anticuerpo contra GH, se encontraron células 

estrelladas que forman redes con prolongaciones largas e irregulares en la médula. Este 

resultado fue similar al obtenido al utilizar el anticuerpo contra α-citoqueratina, donde las 

células inmunoreactivas también mostraron la morfología de células reticulares epiteliales. 

Estos resultados coinciden con los publicados previamente, donde se encontró la co-
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localización de células positivas a GH y citoqueratina en la médula de los folículos de BF de 

pollos de 4 semanas (Luna et al., 2008).  

Como ya se mencionó previamente, las evidencias que existen sobre los efectos reguladores 

que tiene la GH hipofisiaria en el timo son abundantes. Sin embargo este es el primer trabajo 

donde se relaciona la producción y distribución local de la GH a lo largo del desarrollo, así 

como su contenido en este tejido. 

 

En el timo se lleva a cabo el desarrollo, la selección positiva y maduración de los timocitos, 

proceso que involucra la expresión de varias proteínas y el rearreglo de genes como el del 

receptor de células T (TCR, por sus siglas en inglés). Los timocitos que no logran expresar 

un TCR de forma correcta, o que son autorreactivos, se eliminan mediante apoptosis (Savino 

y Dardenne, 2000). La GH modula una gran cantidad de eventos relacionados con la 

selección y generación de un microambiente adecuado para la proliferación y maduración de 

los timocitos (Dardenne et al., 2009). Pero existe escasa información acerca del efecto de la 

GH que se produce localmente por las células del timo. En este trabajo se evaluó la 

distribución del ARNm de GH, de la proteína, su concentración y la concentración de GH, en 

distintas edades durante el desarrollo del pollo: 15 DE, 18DE, 1d y 4 semanas. 

 

En el timo de 15DE la localización del ARNm de GH y su correspondiente proteína se 

observó en todo el lóbulo. En la corteza, donde se sabe que existe una gran cantidad de 

timocitos corticales, algunas células nodriza, células epiteliales reticulares (ERC) corticales y 

algunos macrófagos. En esta etapa embrionaria, ya se llevó a cabo la 2da etapa de 

colonización de las células precursoras de linfocitos T y se desarrolló el proceso de selección 

positiva (Coltey et al., 1989), por lo que la GH podría estar participando como un factor 

antiapoptótico en las células que expresen de forma adecuada el TCR y el resto de sus 

marcadores de superficie como CD4 y CD8, que interaccionan con las moléculas del 

complejo mayor de histocompatibilidad (MHC). Más aún, en esta etapa de desarrollo 

embrionario todavía no se tiene el aporte de GH hipofisiario, por lo que nuestros resultados 

sugieren que la GH que detectamos se sintetiza en el tejido. 

 

A los 18 DE la señal positiva al ARNm de GH y a la proteína se encontró en la corteza y con 

menor intensidad, en la médula en formación de los lóbulos, en células que corresponden a 

timocitos en proceso de maduración. La señal en la región medular también puede provenir 
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de timocitos, algunas células nodriza, algunos macrófagos y células tímicas epiteliales (TEC)  

que previamente se han reportado como productoras de GH (De Mello-Coelho et al., 1998b; 

Sabharwal y Varma, 1996). En esta etapa ya se efectúo la 3era etapa de migración de 

precursores. En experimentos que se realizaron en mamíferos se observó que la 

administración de GH modula procesos como la proliferación de los timocitos, la migración, la 

secreción de quimiocinas y hormonas tímicas, como la timulina a partir de las células tímicas 

epiteliales (TEC) (Savino y Dardenne, 2000). En modelos in vivo, la administración de GH 

mediante inyecciones intratímicas mostraron un incremento en el número de timocitos con 

respecto a los controles (Smaniotto et al., 2004, 2005). 

 

A un día post-eclosión la mayoría de los linfoblastos de la corteza se encuentran en la fase S 

del ciclo celular. Durante la maduración de estas células existe el proceso de migración hacia 

los bordes corticomedulares, donde los macrófagos y las SDC modulan la selección de los 

linfocitos T que alcanzarán la médula para ingresar a los capilares medulares y a su vez a la 

circulación (Kendall, 1980; Ciriaco et al., 2003). En esta etapa el ARNm de GH y la hormona 

se encuentran tanto en la corteza como en la médula, lo cual podría indicar que la GH 

sintetizada en el tejido favorece tanto la supervivencia, proliferación (Smaniotto et al., 2004, 

2005), como la migración (de Mello-Coelho et al., 1997) de estas células. Lo anterior se ha 

corroborado en experimentos en los que al administrar GH de manera exógena se produce el 

crecimiento del timo (Savino, 2007). 

 

En etapas posteriores a la eclosión, donde los animales se encuentran en desarrollo, como a 

las 4 semanas, se observó que la señal de ARNm se mantiene casi ubicua en los lóbulos del 

timo, con excepción del tejido conectivo que separa cada lóbulo. Mientras que la proteína se 

observa en algunas células de la corteza y en un mayor número de células de la médula, 

donde se localizan células T maduras y células epiteliales de las cuales se ha sugerido que 

tienen función endócrina (Glick, 1980). 

  

La caracterización celular en el timo solo se realizó mediante la identificación morfológica de 

algunas de las células que lo constituyen, tanto de la corteza como de la médula y se 

observaron células con un patrón que sugiere que podrían ser timocitos (en etapas 

embrionarias). Estas células de tamaño pequeño y forma regular se ubicaron principalmente 

en la corteza y en menor proporción en médula. En la zona de la medula se observaron 
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células estromales con procesos, una característica de las células dendríticas, y macrófagos 

de gran tamaño (4 semanas). Lo anterior coincide con las observaciones previas que se han 

realizado en timo de mamíferos, en donde principalmente los linfocitos T son capaces de 

secretar diversos factores como las citocinas IL-1, IL-3, IL-6, IL-7, hormonas tímicas, timulina, 

entre otras y su función es influenciada por los niveles de GH (de Mello-Coelho et al., 1998b; 

Savino et al., 2003). En modelos con deficiencia de esta hormona, como los ratones enanos 

o hipofisectomizados existe una menor producción de dichas citocinas (Fabris et al, 1971; 

Berczi, 1986). Además, se demostró que un tratamiento con GH en ratas envejecidas puede 

inducir el crecimiento e incremento en la producción de timulina (Kelly et al., 1986). En 

nuestro estudio, el hecho de encontrar inmunoreactividad a GH en la corteza y en la médula 

del timo de pollos a lo largo del desarrollo podría señalar que estas células son capaces de 

secretar GH y que en consecuencia ésta podría actuar de forma autocrina y/o paracrina para 

favorecer la producción de los factores tímicos necesarios para la supervivencia, proliferación 

y diferenciación de los precursores de linfocitos T. Además, se demostró la presencia de GH 

con concentraciones constantes en distintas etapas de desarrollo, lo cual coincide con que su 

involución es más lenta, con respecto a la BF. Aún cuando el timo sufre cambios graduales, 

estos comienzan a observarse entre la semana 3 y 6 de desarrollo (Franchini y Ottaviani, 

1999; Aita et al., 1995). Los efectos de la hormona de crecimiento proveniente de la hipófisis 

se han documentado de manera muy amplia. Como se mencionó previamente, se ha 

demostrado que el timo es muy sensible a la carencia de la GH hipofisiaria, por lo que 

sabemos que es un factor importante para que el tejido funcione de manera adecuada y cabe 

la posibilidad de que cierta proporción de la GH que se detectó sea de origen hipofisiario. En 

el timo de las aves se han determinado los cambios que sufren otras hormonas, como la pro-

opiomelanocortina, que aumenta con respecto a la edad (Franchini y Ottaviani, 1999), lo que 

se ha asociado a la involución del tejido, como un activador de este proceso. En los 

mamíferos (ratón, humano), hay evidencia de la síntesis de GH en linfocitos (Weigent y 

Blalock, 1989; Hattori et al., 1990; Rohn y Weigent, 1995; Wu y Devi, 1996), por lo que es 

posible que también se produzca GH en estas células en el pollo. Nuestros datos sobre la 

expresión de GH tanto en la BF como en el timo y principalmente en los linfocitos apoyan 

estos resultados. También complementan el hecho de que la producción de esta hormona 

cambia con respecto a la etapa de desarrollo del tejido así como algunas características 

estructurales de la hormona. 
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Con la finalidad de corroborar los cambios que se observaron en la inmunohistoquímica 

durante la ontogenia de ambos tejidos, se realizó la cuantificación de la GH mediante ELISA. 

La comparación de los resultados obtenidos para la BF y para el timo mostró tendencias 

distintas de acuerdo a las concentraciones de GH en cada uno de los órganos, lo cual podría 

explicarse por la diferencia en la fisiología de ambos tejidos. En el caso de la BF es un 

órgano inmune muy importante, que funciona como tejido linfoide primario durante las 

primeras etapas del desarrollo del ave, posteriormente funciona como tejido linfoide 

secundario e involuciona al llegar a la madurez sexual (Ciriaco et al., 2003). En cambio el 

timo es un órgano linfoide primario que se mantiene activo durante casi toda la ontogenia del 

individuo, ya que su involución sucede después de las 50 semanas de vida en el pollo 

(Ciriaco et al., 2003). Esta diferencia puede explicar, en parte, porque en el caso de la BF se 

observó una tendencia a incrementar la concentración de cGH hacia a las 4 semanas de 

desarrollo y, posteriormente seguir con un descenso significativo hacia las 20 semanas. En el 

caso del timo se observó el incremento entre las 2 y 4 semanas de desarrollo y disminuyó, 

pero sin diferencias significativas, a las 10 semanas y se mantuvo en las mismas 

concentraciones aún después de las 25 semanas (datos no mostrados). A diferencia de la 

BF, en el timo la concentración de cGH permanece constante antes y después de las 4 

semanas de edad, lo cual podría correlacionar con el hecho de que este tejido no sufre una 

involución temprana. 

 

Estos eventos pueden correlacionarse con las distintas etapas del desarrollo de la BF, ya que 

durante el desarrollo embrionario (15 DE y 18 DE) se diferencia la BF, existe una 

proliferación de las células del epitelio bursal, y se observa la presencia de linfocitos no 

diferenciados (Paniagua y Nistal, 1983). Probablemente la GH que se produce en esta etapa 

esté involucrada en los procesos de diferenciación y maduración, tanto del tejido como de los 

linfocitos que ahí se encuentran. Posteriormente la BF tiene su máxima actividad en las 

etapas post-eclosión y hasta las 8-9 semanas de desarrollo, donde también se observa un 

incremento de GH que pudiera estar relacionado con la actividad de este órgano (Glick, 

1984). Al inicio de la madurez sexual, la BF presenta una disminución en su actividad, evento 

que correlaciona, como ya esta reportado, con la involución del tejido (Zapata y Cooper, 

1990).  
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En los tejidos linfoides (BF, timo y bazo de pollo) también existen evidencias que sugieren la 

producción de reguladores de la GH, como el ARNm de la somatostatina (Aguila et al., 1991), 

GHRH (Guarcello et al., 1991) y Ghrelina (Hattori et al., 2001). Lo que podría indicar que los 

controles básicos que se presentan en la hipófisis también podrían estar regulando la 

producción de GH en los tejidos inmunes. Aunque aún es necesario realizar estudios que 

confirmen si la secreción de GH se regula por estos factores en la BF y el timo. 

 

Los datos que obtuvimos se pueden correlacionar con las distintas etapas de desarrollo de 

los tejidos: en etapas embrionarias, previas a la eclosión (15DE), en donde el 7.5% de las 

células bursales entran en mitosis cada hora (Reynolds, 1987), se requiere de una mayor 

cantidad de factores que estimulen la proliferación celular, la presencia de GH podría estar, 

al menos parcialmente, relacionada con estos procesos. Otra posibilidad es que la GH 

pudiera participar de forma indirecta a través del IGF-I, ya que no sólo está involucrado en 

procesos de proliferación celular, también se involucra en la diferenciación del sistema 

inmune (Kooijman et al., 1996). 

 

Se sabe que la hipófisis del pollo produce una gran cantidad de variantes moleculares de la 

GH y en este trabajo también fue posible evaluar la presencia de variantes moleculares en  

BF y en el timo, y en ambos tejidos el patrón de variantes cambia con respecto a la edad. En 

la hipófisis la principal isoforma que se produce y se secreta al plasma es la de 22 kDa 

(Arámburo et al  1989, 1990a, etc), sin embargo hay un patrón de 11 variantes moleculares  

constituido por variantes de carga y masa. En este patrón se han encontrado isoformas 

glicosiladas, fosforiladas, formas submonoméricas, dímeros, oligómeros y además se 

observó que la proporción en la que se secretan es diferente con respecto a la edad 

(Arámburo et al., 1990b). 

 

Existen diferencias notorias al comparar las variantes moleculares de la hipófisis con las 

variantes encontradas en los tejidos inmunes, además esto también depende de la edad 

evaluada. Tal es el caso de las etapas embrionarias, en donde hay principalmente variantes 

de 35 a 45 kDa (50%) y 17 kDa (15%); en edades post-eclosión la principal variante es la 

de 17 kDa (50%). En etapas embrionarias, bajo condiciones reductoras, se observan las 

bandas de peso molecular entre 35-45 kDa, lo cual podría indicar que el tipo de interacción 
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que forma estas variantes no es mediante puentes disulfuro. Se han descrito algunas 

variantes en las que se tienen interacciones fosfoéster, por ejemplo la variante fosforilada 

(Arámburo et al., 1990), algunas otras como la variante glicosilada (Arámburo et al., 1991; 

Berumen et al., 2004), las cuales no se pierden mediante el tratamiento con agentes 

reductores como el ditrioteitol (DTT). 

 

La variante de 17 kDa que se observó en todas las edades evaluadas, tanto en BF como en 

en el timo, también ha sido encontrada en otros tejidos extrahipofisiarios como la retina, 

donde tiene un tamaño aproximado de 16.5 kDa (Baudet et al., 2003 y 2007), mientras que 

en la hipófisis de embriones de pollo se observa un fragmento de 15 kDa (Arámburo et al., 

2001b). Por tal motivo esta variante ha generado un gran interés y se han evaluado los 

posibles mecanismos mediante los cuales se puede generar. La variante de 17 kDa se ha 

encontrado con una de 5 kDa, en hipófisis y en plasma de humanos (Such-Sanmartín et al., 

2009). La hipófisis es el modelo por excelencia que se ha investigado, ya que la GH 

representa un ejemplo de exquisita diversidad biológica. Algunas de las variantes que se 

producen a partir de la principal isoforma de GH humana, la de 22 kDa, se han generado 

mediante procesamiento proteolítico con enzimas como la pepsina (Fontana et al., 2004), la 

tripsina (Graf et al., 1992), la termolisina (Such-Sanmartín et al., 2009). En los tratamientos 

con termolisina se encontraron, mediante espectrometría de masas, dos fragmentos uno de 5 

y otro de 17 kDa (Such-Sanmartín et al., 2009). Lo anterior sugiere que es posible que 

isoformas como la de 17 kDa se genere mediante mecanismos fisiológicos de modificación 

postraduccional, ya que hasta el momento no existe evidencia de un gen distinto o ARNm 

que la codifique en el sistema inmune de pollo. Sin embargo, el grupo de Takeuchi encontró 

en la retina del embrión de pollo un ARNm que codifica para una proteína de 16.5 kDa, uno 

de los primeros reportes de modificación pos-transcripcional para la generación 

extrahipofisiaria de esta variante (Takeuchi et al., 2001). En nuestro grupo de investigación 

se han caracterizado las variantes de masa de la GH de pollo, en donde hemos observado a 

la variante de 17 kDa exclusivamente en tejidos extrahipofisiarios, como en el sistema 

inmune (Luna et al., 2005) y aparato reproductor (Martínez-Moreno, tesis de maestría, 2006; 

Ahumada-Solorzano, tesis de maestría, 2007). 

 

Previamente se ha reportado que algunas de las hormonas hipofisiarias juegan un papel 

importante en la regulación de la función de los tejidos inmunes. Lo anterior se ha 
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documentado en modelos animales con hipofisectomía, que trae como consecuencia la 

disminución en el tamaño de los tejidos linfoides, así como deficiencias en la respuesta 

inmune celular y humoral (Kelley, 1989; Revisado por Kelley et al., 2007). Por este motivo la 

GH que se está produciendo localmente tanto en la BF como en el timo, podría estar 

involucrada en los distintos cambios que sufren los tejidos linfoides, tanto proliferación como 

diferenciación. El efecto antiapoptótico de la GH es uno de los más estudiados en estos años 

(Sanders y Harvey, 2004). Se ha observado que las células de linfoma que sobrexpresan GH 

presentan una inhibición de la apotosis (Arnold y Weigent, 2004). En nuestro grupo de 

investigación se evalúo el efecto que la GH tiene en cultivos primarios de células de la BF 

(Luna-Acosta tesis de maestría, 2008), donde se observó un incremento en la sobrevivencia 

de las células tratadas con 1 nM de GH (Rodríguez-Méndez et al., 2010). Así mismo 

encontró mediante TUNEL, que existe un aumento en la apoptosis durante la etapa de 

involución del tejido. Estas evidencias apoyan la participación de la GH en la sobrevivencia 

de las células inmunes en etapas tempranas del desarrollo. 

 

En las últimas décadas se ha estudiado más a fondo la relación que existe entre los distintos 

sistemas que conforman a los animales: sistema nervioso, sistema endócrino y sistema 

inmune. Se he encontrado que cada uno de ellos tiene la capacidad para regular y modular a 

los demás. En el caso de la respuesta inmunológica, se sabe que varios factores que se 

producen durante un reto inmune pueden generar respuestas a nivel endocrino y nervioso, 

liberando diversas hormonas y neurotransmisores (Weigent y Blalock, 1995.). En este trabajo 

se evaluaron los cambios en la concentración de hormona de crecimiento durante una 

respuesta inflamatoria, con la finalidad de determinar si el comportamiento de la hormona 

que se produce de forma local es semejante al que previamente se ha observado con la GH 

hipofisiaria. En estudios previos se ha documentado ampliamente el efecto de LPS en la 

secreción de GH hipofisiaria a nivel circulante. Sin embargo existe muy escasa evidencia 

acerca del efecto de LPS en la producción de GH extrahipofisiaria. Por lo anterior, se evaluó 

la concentración de GH en la BF y el timo. 

 

Durante la administración de lipopolisacárido (LPS) a los animales se observó una 

disminución de la temperatura alrededor de las 1.5 h y posteriormente la hipertermia 

alrededor de las 8 h, lo cual es consistente con los datos previos de la literatura (Leshchinsky 

y Klasing, 2001). Este proceso que incrementa la temperatura corporal en mamíferos, se 
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debe a la interacción de mediadores como IL-1, IL-2, IL-6, TNF entre otros, que al mismo 

tiempo causan la activación del eje hipotálamo-hipófisis-adrenal (Luheshi, 1999). En aves la 

administración de LPS estimula la producción de TNF-α, citocinas pro-inflamatorias y la 

activación del eje hipotálamo-hipófisis-adrenal (HPA) (Gehad et al., 2002). 

 

En este trabajo observamos un incremento en la concentración de GH en la hipófisis de 

pollos tratados con LPS a las 2.5 hrs con respecto al control. A las 8 h en la hipófisis de 

animales control se observó un incremento significativo, incluso mayor al de animales 

tratados con LPS. Este incremento a las 8 h puede explicarse debido a que el LPS no sólo 

afecta a la hipófisis, sino también a la glándula adrenal (Luheshi, 1999). La activación del eje 

hipotálamo-hipófisis-adrenal tiene una doble función: un efecto anti-inflamatorio e 

inmunosupresor (Almawi et al., 1996). Está documentado que la administración de LPS 

después de 1 h causa un incremento en la secreción de glucocorticoides en pollos (Gehad et 

al., 2002; Curtis et al., 1980) y que estos a su vez afectan la síntesis y liberación de GH. Lo 

cual podría explicar porque en animales que no tienen el estímulo del LPS existe un 

incremento superior, ya que la GH podría estar actuando como un protector ante el estrés de 

manera aguda (Almawi et al., 1996). Sin embargo a las 8 h, hay una disminución en la 

concentración de GH hipofisiaria de los animales inyectados con LPS, lo cual podría 

explicarse con los datos que se observaron en el suero, en donde a las 8 h existió un 

incremento de la GH. Lo anterior podría sugerir que la GH hipofisiaria se liberó al torrente 

circulatorio. 

 

Los datos anteriores se complementaron al evaluar la concentración de GH en el suero de 

los animales control y tratados con LPS. A las 2.5 h no se observaron cambios significativos 

en la concentración de GH, sólo una ligera tendencia a disminuir en el plasma de los 

animales tratados con LPS. En estudios previos se encontró que la concentración de GH 

disminuye 2 h después de la administración de LPS (Curtis et al., 1980), seguido de un 

incremento hacia las 8 h. Lo anterior fue consistente con las observaciones que realizamos, 

ya que a las 8 h también observamos un incremento significativo con respecto al control. 

 

Con respecto a los tejidos inmunes, los resultados mostraron que a las 2.5 h, en la BF y el 

timo, hay  un incremento de GH, al igual que a las 8 h. Este incremento podría ser 

consecuencia de la síntesis de GH para promover la proliferación celular y de esta manera 
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poder responder de forma adecuada a la infección simulada por el LPS. También podría 

explicarse debido a la resistencia que se genera en el hígado, lo cual podría dejar mayor 

cantidad de GH libre para que el sistema inmune pueda utilizarla y favorecer la respuesta 

inmunológica. La GH tiene la capacidad de inducir la síntesis de ADN y así estimular la 

proliferación de células inmunes en tejidos linfoides (Yoshida et al., 1992; Villanua et al., 

1992) y restablecer la inmunocompetencia en organismos hipofisectomizados (Berczi et al., 

1991). Por lo que el incremento que observamos podría estar relacionado con la preparación 

del organismo para establecer una respuesta inmunológica. Sin embargo aún no se define si 

el estimulo inflamatorio solamente induce la liberación de GH o también incrementa los 

niveles de otros factores relacionados al establecimiento del proceso inflamatorio, como son 

la expresión de las citocinas proinflamatorias TNF-α, IL-1β y IFN- y que previamente se han 

descrito en otros modelos. Datos previos han mostrado que en aves la administración de 

LPS si causa el aumento de estas citocinas, por lo que resultaría interesante evaluarlas a la 

par de los cambios que sufre la GH. 

  

Los resultados obtenidos hasta el momento nos muestran que la inducción de una respuesta 

inflamatoria, con la administración del LPS, modifica no solo el contenido de la GH a nivel 

hipofisiario, sino que también se refleja cambios en sus niveles circulantes. Además, con 

respecto al contenido de la GH que se produce localmente en los tejidos inmunes (BF y 

timo), también se observó un claro incremento en el contenido de GH. Estos datos en 

conjunto, plantean que la hormona de crecimiento además de sus efectos endocrinos 

también pude estar participando de manera autocrina y/o paracrina como uno de los 

múltiples factores que modulan el establecimiento de la respuesta inmunológica. 

 

Por otra parte, la presencia de la GH, las diferencias en su secreción durante la ontogenia y 

su heterogeneidad molecular, en la BF y el timo, podría relacionarse con el desarrollo 

temprano del sistema inmune, donde la hormona pudiera actuar como un factor promotor de 

la diferenciación linfoide. Todo lo anterior apoyaría la hipótesis acerca de la función 

autocrina/paracrina de la GH local, ya que al parecer existe una regulación en la secreción de 

variantes con respecto a la edad y al tejido. Y su participación en estos tejidos sugiere la 

regulación de procesos como la supervivencia, mediada por su bien conocido efecto 

antiapoptótico en la línea linfoide. 
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9. CONCLUSIONES 

 

Se confirmó la expresión del ARNm y la proteína de GH en tejidos inmunes primarios del 

pollo (BF y timo). 

 

La expresión de GH se modifica con el desarrollo y existen diferencias claras entre BF, que 

es un tejido de involución temprana, con respecto al timo, en el que el proceso de involución 

es más tardío.  

 

La citoarquitectura del timo, así como la distribución de GH no sufre cambios evidentes en 

etapas post-eclosión (como en 10 y 20 semanas), en contraste con los cambios que se 

observaron en la BF durante su involución, donde la GH mostró cambios dinámicos y su 

localización se modifica de forma notoria con respecto a la edad (10 y 20 semanas). 

 

La concentración más elevada de GH fue a las 4 semanas en BF y la disminución 

significativa coincidió con la etapa de involución del tejido (20 semanas). En el timo, la 

concentración más elevada se detectó entre las 2 y 4 semanas, después la concentración 

disminuyó y permaneció constante hasta las 20 semanas. 

 

La cGH que se expresa en los tejidos linfoides (BF y timo) tiene un patrón de heterogeneidad 

molecular que cambia en la ontogenia, y es distinto al observado en hipófisis. 

 

Las variantes de masa más abundantes que se observaron en BF son: 17, 44, 48 y 70 kDa. 

En el timo, estas variantes fueron: 17, 27, 44, 48 y 70 kDa. 

 

La GH que se expresa en la BF parece tener una participación dinámica en la maduración de 

células precursoras de linfocitos B, debido a que co-localiza con células IgM+ en etapas 

embrionarias. Las células IgM+ al madurar en etapas post-eclosión, se convierten en IgG+. 

Así mismo, se produce en etapas post-eclosión por las células dendríticas secretoras y 

retículo epiteliales, que se encargan de mantener el microambiente para la maduración y 

diferenciación de los linfocitos B. 
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En el caso del timo, la GH que se produce por células que podrían ser timocitos y células 

dendríticas, sugiere que esta hormona participa en la maduración y sobrevivencia de los 

linfocitos T. 

 

Por todo lo anterior se sugiere la participación de la GH de forma autocrina y/o paracrina en 

el proceso de desarrollo, proliferación  y maduración de las células del sistema inmune (B y 

T). 

 

Con base en estos resultados y debido a la importancia que podría tener la GH en la 

maduración adecuada de las células inmunutarias, resulta de gran interés explorar el papel 

que tiene la hormona de crecimiento en la respuesta inmune innata en pollo. 
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Crowth hormane (e H) is expressed in t he chicken bursa of Fabricius {an an organ that underg0e5 three 
distinct developmental stages: raptd growth {late embryogenesis unt il 6- 8 weeks orage (wl). plateaued 
growt h (between 10 and 1 5w~ and involutian (arter 18-2Ow~ The d istributio n and abundance of CH
imm unoreactivity (e H- IR) and eH mRNA ex pressio n in stromal and non-strnmal bursal cell s during 
development. as well as me potemial anti-.apoptotic effect o r e H in bur5a1 cell survival were the rocus 
ofthi s st udy. eH mRNA. expression was mainly in the epíthel ial laye rand in epit he lial buds at embryonic 
day (ED) 1 S; at 2w it was widely distributed w it hin the rol lide and in the intemllicularepi thelium ( IFE); 
at 10. ... it clearly d iminished in the epit helium; w hereas at 20 ...... i t occurred in only a rewcon ical cells and 
in the connective tissue. Parallel changes in the relati ve propon io n o r e H mRNA ex pres sio n ( 12. 2 1, 13, 
1%) and eH- IR ( 19. 18, 11 , <3%) were observed at ID 15, 2w , 10w, and 20w, respectively. During emb'Yo
genesís, eH·IR co-Ioc.alized cons íderably with IgM. IR. but sc.arce ly with 19G-1R. w hereas t he opposíte was 
observe<! arter hatching. SignifiGl nt d ifferences in bur5a1 cel l death occurred during development. with 
9.3% or cells be:ing apoptotic at ED 15, 0.4% at 2w, 0.23% at 10. ... , and 2 1.1% a t 2(Mr. Addition of eH 
increase<! cultured cell survival by a mechanis m t hat in volved suppression ( up to 4 1 %) of caspase-3 activ
ity. Results s uggest t hat autocrinefparacrine actions orbursal eH are involved in the d ifferentiation and 
prn li reration or B Iymphocytes and in BF growth and cell survival in embryonic and neonata l ch icles, 
wherea s d im iníshed e H expression in ad ults may result in bur5a1 involution. 

1, Introd uction 

Ir is now well eSlablished that whi le growth ho rmone (GH ) is 
primar ily prodl..lCed in the pi tuitary gland , the GH gene is .l Iso ex
pressed in many Q[her rissues, indud ing rhose of rhe imm une sys
tcm (Gelaro, 1993; Clark, 1997} Prevtous studies have shown rhar 
GH plays .ln importan r regularory rok.- in rhe deve lopmcor and 
funct ion of the immu ne system (Cl.a rk, 1997: posrel-Vin.ay et .al., 
1997: Sumita ('[ al., 2(05). Moreover , GH deficicocy impairs im
mu ne functio n which can be resto red by addidon of exogenous 
GH (k hansar i and Gustad, 199 1: Johnson ('[ al., 1997 ). GH can .also 
sdmulare growth in primary .l OO second.lry immune organs 
(Marsh et al., 1992: Villanu.l et aL. 1992), and induce Iymphocyte 
prolifer.ltion and the producdon of cytokines .lnd other immune 

AblnviJrloos: CH. growlh horll'l)ne: BF, bursa of Fabrlcius : F.o\E, follicle
associa ted epithel ium: [FE. inl"eñol licula r epilhelium: C, con:eJe: ~t medulla: IgG, 
ImmunqJ; lobultn e ; IgM, lmm unogld:lu ltn M; IR, irnmunoreaa.tvil)'; JHC, lnvnuoo
hi.sroch emlsr:ry; tSH, In s íru h}1:lrldlza lioo. 
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factors (Yoshida et .al .. J 992: Murphy ('[ a l .. 1993), These c1Ctions 
are likcly to be recepror-medi.lted, since these immune rissues 
have beco shown to express growth hormone receprorfb inding 
proteins (GHR/GHBP)which are struc tu ra lly re latcd to rhe cytokine 
receptor supe r-family (de Mello-Coclho er al , 1998: Hull et al., 
1996} These actions may be induced by pituitary GH in an endo
cri ne w.lY, bU[ rhey may .lIso reflect aU[ocrine or paracrine c1Ctions 
of GH produced within immune tissues. Indeed, a knoc kdown of 
codogenous GH in immu ne cells by CH oligonudeotides impairs 
Iymphocytc proliferation (Weigent and Blalock, 1991), as does 
the immunoneu trali za tion of endogenous GH (Weigent et al., 
1988: Weigent and Blalock, 1991: Sabharw.al and V.lrma 1996) 
and blockade of loca l GH action (R.ltcl iffe et .al., 1986). 

The bursa of F.lbricius (BF) is a unique pri mary Iymphoid [issue 
in birds and we have shown tha t it is .lIso a site of GH production 
and GH acdo n(Luna ec al.. 2005, 20OS } This tissue unde rgoes srrik
ing changes in size during development, growing rapidly du ri ng 
latc embryogenesis and for sever.al momhs after ha[ching. before 
regress ing in sexu.ally ma rure adults (Glick, 1991: ( iriaco er al., 
2003). The CH contco[ of [he BF parallcls this pattem of develop
menr ( luna et al., 2005: Hull er .al ., 2(05) suggest ing it may be in-
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votved in 8F development and invo lution. This deve lopmental par
tem in bursaJ GH content cou ld feOecr changes in [he loca l expres
sion of GH i n one or more bursal cell rypes. since ir is known mar 
GH mRNA .lOO GH are presem in diverse bursal comparonencs in 4-
week-old chicks (l una el al.. 2008). At that age, GH mRNA was 
found ro be expressed mainly in [he follicula r cortex, which is 
mostly com pr ised of B Iymphocy[c, but was l.acking in [he mcd uJ la. 
where Iymphocyte progenitor cells marure. In contrast, more CH
irnm unoreactiviry was presem in [he medulla [)-Ian in [he cortex. 
In non-stroma l S[ructures, GH-IR .lOO GH mRNA were p ri mari ly 
in Iymphocytcs. bu[ a1 so in macrophagc-like cells. secretory den
d ri t ic c('lIs (SDCs). and reticuloendQ[hclia l c('lI s (RECs ). In stromal 
strunures. GH mRNA GH. and GH receptor we re expressed in cells 
nea r me connecrive tissue (CT) betwee n follieles and below the 
serosa. In contrast, GH (but nor GH m RNA or GHR) was present 
in ce lls of the interfo ll icula r epi the lium ( IFE), me fo lliele-associated 
epime lium ( FAE) a nd the interstitial corr:icoepi rhel ium. In the BF, 
GHR co-Iocal ized w it h GH and IgG-immunoreactiviries in im ma
rure Iym phoid cells near the cortex and in IgG+ ce ll s in connective 
rissue, suggesting a funcr:ional ro le for bursal GH on B cell d ifferen
tiarion ( luna el a l., 2008). 

The cellular disrribu rion and abundance of GH and GH mRNA a r 
omer periods of bursa l development and involu rion is . however. 
unknown. We have therefore stud ied the expression of GH and 
GH mRNA in stromal and non-stromal bursal cel ls du ri ng bursal 
developmem and invo lution, and explo red fu rther rhe likely auro
crine/paracr ine role of bu rsa l GH on the IgM /IgG switch that occurs 
d uring B cell prolife rarion and differenria rion by analyzing rhe 
simultaneous co-Iocal ization of GH in IgM+ cells and /o r IgG+ cells 
in rhe develop ing BF. In addi rion, as GH is an ri-alXlplOric in other 
rissues (Sanders e r a l., 2006), rhe possi bility rhar GH promores cell 
survival in me BF was assessed 

2. Ma reri a ls and IllNhods 

Em bryon ic bursac of Fabrici us we re ob rained from parhogen
free White lcghor n fertile eggs (obta ined from Al pes. Tehuacán. 
Mexico ) tha t had been incubau.'CI a t 38 oC in a hum id ified air cham
be r and rotated one-qua rter of a revolur:ion every SO mi n du ring 
incubation . The tissues were collected at em bryon ic day ( ED) 15 
of the 21d incubation pe riodo right after rhe bursal follieles start 
ro develop wimin me plicae (12-13 days of e mbryogencsis ) (O riaCD 
e r al., 2003: Ackennan and Knouff. 199 1). The rissues we re 
fixed in Bouin-Hollande sublimare ( Fa lini and Taylor. 1983) for 
24-48 h ar room rcmperarure, dehydrared in emanol. and embed
ded in pa raffin wax. Tissue sections (7 Jlm mick) were the n cu t 
using a microrome and mounted onto charged gla.ss sl ides (Super 
frostfP lus ) IFisher. pj nsburgh. PA]. After hatch ing. t issues we re a lso 
collccred from male ch icks a t 2 weeks of age when the bursal 
follieles were rapid ly proliferating. atlO weeks of age when the 
bursac were a tta ining a sta rionary phase in hs growth (Cir iaco 
e r al., 2003) and fro m birds ar 20 weeks of age. when rhe bursae 
were involuring (O riaco et a l. 2003). The birds were kept: on a 
14L:10D phoroperiod and had access to commercial food and 
warer ad l ibirum in the avian facilities a t the Instirure. !he birds 
we re killed by decapitar:ion. with approva l from the Institute of 
Neurobio logy Comm irree on Biocth ics. 

2.1. Hemaroxylin-eosin sraining 

Serial rissue scctions were eleared in Cirriso lv (Fi shc r). 3 x 
5 mino rehyd rared in a graded se ri es of emanol (absolute, 2 x 
5 min: 9 6% 2 x 5 min: 7m:. 5 min: SO%. Smin: deionized water, 
5 m in~ and equilibrated in water ( 1 mi n). Sl ides were incubated 
wirh Ha rr is hematoxylin (0.5% hemaroxyli n (Merck. Dannstadt, 

Gennany] in 5% absolute ethanol, 10% aluminum IXltass ium su lfate 
(Sigma. Sr. lou i,. MO(. 0.25% mereUl), (11 ) oxide red (Aldr ich. St 
Louis. MO ) fo r 3 m ino ri nsed with wa ter with agitation forl min 
and rapidly passed through acid ic alcohol (0.1% HCI in 7m: a lco
hol), washed in wa ter for 1 min and t hen dipped five times in 
ammoniacal water (0. 1% NH4 0H in de ionized warer) and rinsed 
in distilled water fo r 1 m in. The slides wcre then incubated in eosin 
V (Sigma ~ 0.25% in 60% acid ified alcohol) for '15 s, rinsed with 
water and the n dehydra ted in a graded ser ies of ethanol ( 7m: . 
96% 3x . 10m: 3 x). Sections were then dipped in two baths of xylo l 
(3x each) Jx>forc mounting pennanently using Encellan IMerck ~ 

2.2. Alcian blue sraining 

Rehydrated tissue sections were incubated in 3% acer:ic acid for 
3 min and then in A1cian blue solution (1% w¡V Alcian Blue 8GX 
[Sigma ). in 3% glacia l aceric acid. pH 2.5) for 45 min, ro laJx>1 mu
cous-secreting cells (Philli ps et a l., 2004 ). After ri nsing 2 m in in 
wat.er the sl ides we re coverslipped for observa tion under the 
m icroscope. 

2.3. lmmunohi<;rochemisny 

BF tissue sections were rehydra ted w ith Citri solv (Fisher). abso
lute alcohol. 95% alcohol. 7m: a lcohol, lugol. thiosu lphare, and d is
tilled wate r. $l ides we re equ ilibrated in Tris-buffered sal ine pH 7.6 
(TBS ~ and men incubated in 1 % H~2 in 50% methanol to block 
endogenous peroxidase. The sections were washed in TBS ( 3 x 
10 m in ) and men incubated in 0.1 % Triton X-lOO in lBS contai ning 
5% non-far dry m ilk (Bio-Rad. Hercules, CA ) for 2 h. Tiss ue sections 
were incubated overnight wi th a specific rabbit IXllyelonal anri 
body d irected agai nst rccombinant chicken GH (C-l. produced as 
descr ibed in Arámbu ro c t a l. ( 1989 ~ 1 :500 di l ut i on ~ and then incu
bated wi th ho rser ad ish peroxidase-conjugated goa t anti -rabbi t IgG 
(1:200 d ilurio n for 2 h) (lymed Laborator ies. San Franc isco. CA) 
and developed w ith 3.3' -diam inobenz idine te tra hydrochloride 
(DAB) [Sigma) and H:zÜ;z ( luna el. a l . 2008 ). !he specificiry of stain
ing was determ ined by preabsor bing the primary anribody with 
excess recombina nr chicken GH (0.7 mgfml). The primary antibody 
was also replaced w it h nonna l rabbi t serum or omirred. for funher 
negat ive controls. The antibody has been used previous ly to stain 
GH-exp ress ing cells in pitu itary glands and BFs of chicks (luna 
et a l.. 2008). Altema tivcly. rissue sections were incu bated with 
commercial rabb it an tibod ies ra ised against chickenfturkey IgG 
(lymed Labora tories. San Francisco. CA]. a t a final d ilut io n of 
1 :200. and then incubated wim HRP goat anri-rabb it IgG ( 1 :200 
for 2. h) to idcntify IgG+ mesenchymal cel ls. 

Double sta ining and confoca l analys is wc re pe rfonned ro detc r
m ine GH co-locaHza rion w jth immune-cell ma rkers in bursal fo ll i
eles. Thus, for the simul taneous demonstrar:ion of IgG and GH. 
tissue sections were incubared wi th a polyclonal rabbit anti-chick
enftu rkey IgG anr:ibody (lymed) at a d ilurio n o f 1 :100. and a mousc 
monoc lonal anti-cGH antibody ( IH7) (Berghman et al., -19 88). ar a 
fina l di lur:ion of 1; 100) in 1% non-fat dry milk in TrBS ovemight 
After washing (3 x '10 min) in TrBS. sections were incubated with 
the sccondary a ntibodies: goat an ti-rabbit IgG-FITC Ilymed ]. 
1:'100, and goat anti-mouse IgG -TRITC 1:1 00. A1tc m arively. goat 
anri-rabbit IgG-Cy3 anribod ies (lymed). I :2CXXJ. were used in sorne 
exper iments. Fo r the simul taneous demonstra t ion of 19M and GH. 
tissue sections were incubared w it h fl uorescein conj ugated affin ity 
purified goat anti-ch icken IgM (mu cha in specific) ant ibod ics 
(Rockland. Gi lbertsville, PA) at a fina l dil ution of 1 :200. and a spe
cific rabb it anri-chicken GH (C-1) 1 :200. and then incubated with 
goat ant i-rabb it IgG-Cy3 secondary antibodies at a fina l d il ution 
01 1:2000. 
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To label (ell nuclei. mese secrions were also coun terstained 
w irh 300 nM 41 .6-d iamidino-2-phenyl indo le ( DAPI) (Invitrogen. 
Carlsbad. CA) in TBS for 45 min rinsed three times wi rh l BS and 
moun ted with a nuorescent mounting medium. The slides were 
ana lyzed for IgG or IgM and cGH co-locaJ ization us ing a Carl Ze iss 
L5M 510 confocal microscope wi rh lasers de excitarían wavc
lengrhs 01 488 nm (FITq 514 nm (TRITC). 561 nm (Cy3 ). respec
rively. A Coherenr-XR mul[jphoronic laser ar 350 nm was also 
cmployed ( DAPI ). SemiQwntit.ativc analysis was performcd us ing 
[he MNaMorph program (Meta Imaging Series Software. Molecular 
Dcvices. Sunnyvale, CA). 

2.4. In siru hy bridizacion 

2.4.1. Probe synrhesis 
A 690-bp full-Iengrh pirui ral)' GH cONA was obtained by PCR 

from rotal RNA extracted from adult (Wh ite L..eghom) pituitaty 
glands, using oligonuc leotide primers CLRl {sense: S' -CGTf CMGC 
MCACCTGAGCAACTCTCCCG-3') and CLR2 (anrisense: 5' -GCCTCAG 
ATGGTGCAGTTGCTCTCTCCGM-3') ( Luna et al .. 2008> This cDNA 
was the n subcloned into a P(~ 11-TOPO~ vector (J nvi troge n ~ 
The vector was linearized wi th restriction endonuclease Hindll l 
and Notl for subsequenr production of antiscnse and sense probes. 
respectively (L1,ma e t al, 2008), Digoxigen in (DIG)-Iabe led an ti
sense and sense riboprobes were synthesized by in virro transcr ip
tion w it h T7 and SP6 RNA polymerases, respectively, and DIG RNA 
label ing mix (Roche Diagnostics, Mann heim, Germany), acco rd ing 
to the manufacturer's instrucrions. Probe coocentrations were 
determined by dot-blot analys is agains r a DIG-Iabe led RNA stan
dard. The ri boprobe has becn val idared previous ly for detcction 
of GH mRNA in ccl ls of the pitu itary gland and the BF of 4-w eck
old chicks ( Luna et a l.. 2008). 

2.42. Hybridizacioll procedure 
Bursae were fixed w ith Bouin-Hollande sublimate for 48 h. 

dehyd rated in ethanol and embedded in paraffin. Tissue sections 
were dewaxed in Citrisolv )Fisher), rehyd rated through a graded 
akohol se ries im,o d istilled water containing 0.1% dierhylpyrocar
bona te (DEPC) d istilled water. The sect ions were then incubated 
in fresh DEPC-PBS (2 x lS m in) to remove RNAse . treated with pro
teinase K (1 0 ~Ig/m l for 10min at 37 OC), post-fixed in 4% parafor
maklehyde ( IOmin). and incubated in 0.1 M triethanolamine (pH 
8.0 ), contai ning O.3S% acetic anhyd ride for 10 mino The scctions 
were prehybr idized w ith s m: formamide/2 x saline sodium ci tra te 
(SSC) ( 30 m ino 60 ~ C) . and hybridized in a moist chamber (over
night, 60 "C) with hybrid ization solution )SOX forma mide, 2x 
sse. 2S0 ~Ig/ml tRNA SO pgfml hepari n. 2X blocking solution 
(Roche Diagnostics ). and sense or an tisense DIG-Iabeled ri boprobes 
(at concentrations of 2 pg/ml) that had previous ly been denatured 
{S mino 8S OC} The sec tions were subsequently was hed in 2 x SSC 
( 10 mi n). 2x SS C/5O% lonmamide (4 5 m in. 45 OC> 2 x SSC (3x 
15min > 2 x SSC (30min. 37 "C). and O. l x SSC (60min. 60 "C). 
The sections were rhen washed (2 x S min ) in buffer one (0.01 M 
Tri s. 0. 15 M NaCl. pH 7.5 ). and rhe hybrid ized probe was detected 
immunohistochcmica lly by incuba tion (2 h) w ith an anti-DIG anti
body ( I :2000) eonj ugated to al kaline phosphatase )Roche Diagnos
tics ) in I X blocking solution. The sections were then washed in 
buffer one {2 x 5 min~ equilibrated (5 min ) in buffe r two (0.'1 M 
Tris. 0.1 M Naa, O.OS M MgCb, pH 9 .5 ~ and incubated in buffer 
rwo containing a commercial substrate for alka li ne phosphatase 
(5-bromo+chloro-3-indolyl-phosphate and nitrob lue retrazolium 
chloride) (Roche Diagnostics ). Color deve lopmenr was stopped by 
wash ing in Tris-EDTA buffer (2 x 5 mi n). The sections were then 
ri nsed in PBS (3 x 5 min) and mounred w ith an aqueous med ium. 

2.5. Image analysis 

For in sicu hybridiza tion. GH mRNA was quantified from 
sta ined sections examined a t 40 x magnifica tion ( us ing an Olym
pus BX51 microscope) and images were obta ined w ith a CooISn
apPro camera (Media Cybernetics. Silver Spring. MD). Each 
picture had a tota l a rea of19,400 ~lm2 and quantitative analysis 
was perfor med us ing IP-Iab software (Image Pro Plus, Media 
Cybemetics ), Five birds were stud ied at each age, and the anal
ysis of each sl ide was based on 5-6 representative fie lds. The 
mean value of posi tive signals obta ined from eaeh slide was ex
presscd relative to rhe total fie ld. following the method of Ramí
rez-Amaya ct al. (2005, 2006 ). 

2_6_ TUNEL assay 

lo srudy t he appearance of apoptotic bod ies d uring BF devel
opmenr, bursal t issue sections from ED 15, and 2- , 10-, 20-week
old birds were fixed in Bouin-HoJlande solution embeddcd in 
paraffin wax and rehyd ra red For the l1JNEL analysis (Gavr ieli 
et al.. 1992). the sections were washed in PBS, treated wi rh pro
reinase K (l O ~Ig/ ml for 10min a[ room temperatu re) and then 
washed w ith PBS. Sli dcs were the n incubated wi th SO p.l of [he 
reaction mixrure per sample )Roche Diagnos tics l for 1 h a t 
37 "C in a humid chamber. Samples were washed 3x S min in 
PBS and then mounred wirh DakoCyromation fluorescent mount
ing med ium IDako, Inc ., Carpinter ia. CA ) and analyzed for fl uo
rescence microscopy and quantification of 11JNEL label ing using 
Image Pro Plus Sofrware (Med ia Cybemetics). The proportíon of 
l1JNEL label ing was dctermined (rclative to tota l t issue area) 
from 96 fields for each age group. Statistical analysis was per
formed by one--way ANOVA. 

2.7. Primary rultures 01 BF cells 

Primary cultures were prepared from bu rsal t issues as de
sc ribed e lsewhere (Compton and Wickliffe, 1999). In brief. bursae 
were asepticaJly removed from birds after sacrifice, minced in 
RPMI 1640 media and gently homogen ized us ing a glass homoge
nizer. The homogena te was fi ltered through al 00 pm nylon mesh 
and centrifuged at 300g for S mino l ile ceJl pellet was suspended in 
RPMI 1640 and the eel! concentration was determined usi ng a 
hema tocytometer . The ce Jl suspens ions (4 x ler ceJl ) were incu
bared in Eppcndorf [Ubes with '1 mi RPM I 1640 media supple
mented w ith reGH a t d ifferent coneen trations ( 10- 7 ro 10- 12 M), 
for 4 h at 37 OC in a humidified SX C02 atmosphere. Cel l vi ability 
was dctermined by [he trypan bluc exclusion assay (Tennant. 
1964> 

2.8. Caspase-3 assay 

The levels of acti~ caspase--3 in ceJl culture Iysares we re dcter
mined using a easpase-3 colorime[ric assay kit )Assay Dcsigns, Ine" 
Ann Arbor, MI. (aL No. 907-013 ]. The samples (4 pg of protein 
from cel l Iysatc samplcs from each trea tmen t, the standa rds, the 
p-nitroa niline ealibraror (pNA). and the blank controls were pla[ed 
in duplicate in 9 6-wel l m icroplates. The convers ion of substr ate 
into the colored product was measured after a 3-h incuba tion a t 
37 "C, and the reaction was stopped wirh 1 N HC!, and absorbance 
was read rapid ly in the 33SO-UV m icroplate reader (Bio -Rad) a t 
40S nm. The concen tra tions of active caspase-3 in the samples 
were expressed as units per milligram of tota l prot,ein tissue. The 
colorime tric assay was repeated rwice for confi rmation of the 
quantitative analyses (Cohen, 1997), 
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3. Resul rs 

Dynamic changcs in bursal dcvelopmem are shown in Fig. 1. Al 
ED 15. primordial (allieles are already apparcm in (he bursal plicae, 
as shown by H&E S[aining (Fig. la). whereas well defined (a Hicles. 
dassicaUy separated Into medullary and cortical zones, divided by 
connective tissue. werc observed by 2 weeks of age .lOO latcr 
(Fig. l b and e} At 20 wceks of age there was an obvious reduction 
offollicle nwnber and a srriking ¡ncrease in che amount of conncc
[ive riss ue berween [he rcmain ing fallieles (Ag. I d~ Developmen
(al changcs in rhe rwo rypes of bursal epithelium wcre shown by 
alcian blue sta ining. which is only ablc to sta ln [he imerfollicular 
epithclium (l FE) becausc of their mocopolysaccharide canrenr. At 
ED 15 no aJdan blue staining was presem ( Fig. I e ~ ind icaring the 
absence of mature IFEs ar this srage. Ar 2 wecks of age borh IFE 
and follide-associared epitheJium (FAE) were presenr in the bu rsal 
follieles. bU( only the IFEs were staining (Fig. If). A s imilar pa((em 
of staining was obsclVed ar 10 weeks of age {Fig. 1 gl During bu rsal 
regression. at 20 weeks of agc. no IFE was apparenr and al cian blue 
staining was confined ro mucoid cysts (Fig. Ih). At ED 15 only a few 
cells in the developing bu rsal follieles had li((Je. if a ny, lgG-immu-
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BP 

BP 

CT 
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M 

noreactivhy (Fig. ti-k), whereas ar 2 weeks of age, darkly sta ining 
IgG-immunorcactive eeUs were abundanrly obse lVed in rhe follie
ular cortex and ro a lesser extent in the meduUa (Ag. II- nl At 
10 wee ks of age rhe disrribution of IgG posiríve ceUs were present 
ma in ly in rhe follicuLu conexo bur some cells werc presen r in rhe 
medulJa (Ag. l p-r l As expected (Círiaco C( al.. 2003 ). rhe ab un
dance of the 19G-bearing (ells was greatly diminis hed ar 20 weeks 
of age (Fig. Is-u). The negative conrro b: were completely devoid of 
srainíng (Ag. 10), 

These morphological and immunological cha nges were accom
panied by changes in cellular disrriburion and abundance of GH 
and GH mRNA (Fig. 2). At ED 15, many cells in rhe inner epíthelial 
layer and in rhe deve loping bursal fo llic les were darkly stained for 
rhe presence of GH mRNA (Fig. 2a-cl Th is sra ining was specific , 
since ir was nor seen when rhe riboprobe was replaced with [he 
sense probe (Fig. 2d ). Al this stage, GH-immunoreacrivity was 
mainly in rhe ourer epitheliallayer, although GH- inununoreactive 
eells were sparsely presenr in me develo pi ng bursal follieles 
(Fig. 2n-p). No staining was dec:ected in sections where rhe pri
mary antibody was preadsorbed with cGH exeess (Fig. 2q l Ar 
2 wecks of age. GH mRNA was widely d isrribured , bur more abun-
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fil- 1. HiSl0iopul ctwl~ durins bwn l folUde Mld ePllheliumdt!l/dopmem. Chicleen bUIYI sm:lons Wt'l"e suintd Wilh HMris hem~loxyl¡~sin (H&E)(~-d) Mld ~ Icún 
blue (e-h) sains, md MsO by Imnmohinoch,to,mi.sr:ry (IHq(i-u ) e~int ~ speciftc ~nll-<hid.r:n,hurlet')' IgC ~ntibody 10 deeermine IIC" cdls .al differenl ~es : ID 1S ( ~ , ~ 

oInd I- le): 2-wedl: --c ld (b. ( ~nd I- n): l()..wt!elc.--()1d (c." Mld p-r): MIod 2()..~dI:--cld (d. 1\. ~ nd s-u~ (o) lIIe¡¡ti~ control Wilhou l primolf}' oIIlt i-<hdcrnJ twleey IgC Mlllbody. 
111\lo§eS ",re R'~srnl.ative of ~t leu t fi~ bwYe ~ e.ach ~ge tiP, burul pl~ OF, de~k>ping burul follieSes: E. epitheliwn: l , lwnen : CT, connectlve llssue; M. medulu : e. 
cortex; 1FE. inlerfollkulM epithdlum; FA!. rollide-ol5soc~ted epithdium: Me. m ucold cySl. M.agnítlGollWm in (.1-1\. 1, 1, Po s~ 10x , bm: lO ~m: in U. 11\ q, l, o): 4Ox . b;r,rs 
10 ~m: In (k n. r. u): ¡OOx. bM'S S ~m 
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Flg. 2. Oisuibut ion or e H rnRNA l'XprC'ssion by in s lftt hybridiu lion (.-m~ <lOO r:i CH-immw\(l'~tivit)' by imm unohISlochemisuy ( n-z ) dur ing MW'loprnem d lh e' bul'u of 
F~lcius in [he chicleen. Al. ED 1 S(óI-C) GH mRNA et~ssion W~ ¡m ense' [n lhe ~Sol l l.ly~ ri l he- C'pilhd jurn .md within SOrnt deW' loping fol Udes. Al 2 (C'-g) .Ind.al IOweek5 
or~e ( ll-j ) C H mKN" 6pressinl cdl5 were w idely distributed w ilhln the m«1ull.l .lOO lhe ron ex whil e only óI few....ere found in t:heepi IhcliulTl Al. 20 week5 el .l:I!C' ( k- m) 
e H mRNA s ig n.al WolS obser\olM In .t fewcC' lIs wl lhin lhe regressln¡bursoll rolUd es. No slglUo I wu o~rwd In theobursal ~rnoos m~.lled wi lh the seoS!! pt~ (d). ln ~nSt CH
immunCl'~lviry W.U Obs~ed.H ED 15 (n-p) in lhe iIIptuI p¡n d theC'pi t l'lel lum .lOO wilhln lhC'deYd oping bU 1'SlI1 foll ícltos, "1 2 (r- l ) Mld ;al 1 0weeks(lf .l~(u -w) e H-IR 
WolS o~rved In lhe IFE «lIs ~ld in th~ ro lllcul,¡r m«lull oll olIOd to olI less ('X tent in th~COI1~X. At 20 weeks of .. ~ (x- l.) CH-IR WolIS m uch less Intens~ in t he epi t he lium olI nd 
wlthin !.he regr~uing foJli des.both In th ~mMu1l oll olInd theCOl1ex. CH Stolllnl ng WolIS loSt aCll'r pteldsC:lIi>1ng the primM)'olI ntiOOdy w lth exceu e H (q ).. Jn'lollges ~-~ rtprtsrnr.l iv~ 

of olI l JeolIS l fiv~ burs.a~ olI l NCh ~ge. l. lumen: E. epil he lium ; OF. developing burSolli roJlid~s: M. m «lulloll: C. rol1~X: 1Ft inlerfoll icui.v ~pithelium: FAE. rollicle-olISsocioll red 
epithel ium ; cr.connecti~ tissue. M¡gnifiColltio n ¡n (olI. n): 20x. bolIrs: 3O~: in (e.l\. k. r. u. x ): 10x . bolIrs: 30 f.IIn ; in (b--d. f.,. i.j. i. m. o. p. q. S. t, v. w. y. z ): l OOx . bolIrs: 10 11m. 

dant in che meduUa rhan che concx .lOO relarjvely scarce in me IFE 
aOO FAE (Fig. 2e-g). GH mRNA was nor expressed in rhe conneccive 
tissue between (he follicles or below me epithel ium. GH-immuno
reaccivi[y at rhis stage was mainly observed in medullary cells and 
in the IFE (Fig. 2 r-t). At 10 weeks of age. GH mRNA was largely dis
rributed wirh in rhe follicles . sorne pos iove cells were also observed 
in rhe basal membrane aOO scarcely in rhe IFE or FAE (Fig. 2g and 
h~ Ar rhis age GH-imrnunoreactivi[y was still present in che IFE. 
FAE and in the medulla. aOO less GH-IR was observed in rhe cortex 
(Ag. 2u- w ). Ar 20 weeks of age. GH mRNA was noc detected in epi
rhelial cells .lnd was o nly present in a few cells of me follicular cor
rex and «(O a lesser extent) in a small number of medullary ceUs 

(Fig. 2k-rn ). A( this srage. only a few GH-immunoreactive cells 
were present in me ep imelium and in the follicular conex and mc
dulla (Fig. 2x-z). These ditTerences in GH rnRNA and GH-irnrnuno
reacriviry during bursal development are shown Quantit.ltively in 
Fig. 3. Approximately 12% of rhe bursal cells expressed GH rnRNA 
(as derermined by ISH ) at ED 15. 21 % ar 2 weeks of age. 13% ar 
10 weeks of age. aOO 1 % .le 20 weeks of age. ükewise. rhe relaove 
proponion of GH-immunoreaccivi[y intensity with respect ro toral 
area (ev.llu.lred by IHe) were .lpproxi marely -19% .lr ED 15 . .lnd lB%. 
11 % . .lOO <3%. ar 2. 10. and 20 weeks of age. respectively. 

Wirhin rhe BF, most GH- immunoreactiviry w.ls detened in IgG
bearing Iymphoc:yrcs . as shown by me yellow colorarion of mergcd 
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FIg. l . Ch.1ngrs In ltIe relativr proponion of eH mRNA .100 eH-IR during Bf deYelopmau. (a) GH mRNA rxpr~sion w.u srudird by In SI /U hybridiz.uion (ISH). (b) eH
Immunore.¡¡cti,,; ry w.s dt:lZ!rml~ by i mmunohluochemIsO'y ( It-C} In bolh c.lI5('s, Im.r MI.¡Jysls w,u pl! l'formm usIng I Il-l.,)b SOftwMl' in 5-6 rq>rt'St'llLltivr fi.eldi ol ~h 

sUde.- (n. S birds) forrxh .e Thr ml'M'l volIues ! SEM or positi lll' sigtW.!; obUilll.'d fram l'xh sl idr w.u C'.Xprt':ssrod rt'Iati\ll' lO th('toUi! ~Id ( 19,400 ~mll .lo l 40x In.lgniftudon). 
Groups wl t h dltrerem leaers.ve signiflc.lmly dirreren{ by ~OVA (p « 0.05). 

images afier confocal microscopy (Ag. 4). Thc number of IgG
immunoreactive (ells clcarly incrcased from ED 15, where they 
were scarcely present. (Ag. 4a) to 2 weeks of age. where they were 
very abundant mainly in (he medulla and the cortex (Fig. 4c). The 

15ED 

2w 

10w 

20w 

amount of IgG-IR cells clearly decreased between 10 (Fig. 4e) and 
20 weeks of age (Fig. 4g). where only a few wcre detecr:ed. A similar 
pattem was observed in me number of GH- irnmunoreact ive cells 
at [hose sr.ages of development (Fig. 4b. el f and h ~ Al 2 wecks of 

FIg. 4. Co-louJ lullon orlgC Mld cCH ImmunoreiCtl ... ity duriog develOpmffit ofth~ bul'So1 of F.IIbricius. Con(oo l Im,¡¡ges or tripl~ sLlioed SKtlons .lit El) 1 S(,¡, b. Mld I}: 2 week.s 
or .llgt! ( c, d,.llI'odj): 10w~ks eL .IIgt (~ r.olnd Ic i 20 wtoeks or.ll&t! (g. h. olnd l i showCt!ILs c:xpressing IgC (.g~n. 1st lb : r<lbbll .ilIltl- chiclctfl}IUI'kt!y IgC 1:100: 2nd Ab: &0'11 Mltl
r~i l lgC-mC 1: 100) olnd cCH (rt!d, 1st Ab: mAb<lntl-C'CH [1H7 hybridcm.ll.llSciles nuld 1 :1001: 2nd Ab: JOiH .II nti -mOUSl!: 1¡C-TRfTC 1:100) io burso1l ral lieles. Co-loo li2.ll1lon 
of IgC.md e H in Iymphoid cdls is shown in y~lI ow afie! ~rging images (ovt!l"lolP). Tot.al cell nueld w~l'e st.lined with 300 n1.1 D.\Pl Theslidt!s were <lMyzt!d using a Car! 
Zdss lSM 510 cmfouJ lnicrosco~ with tase- ~ c:xcitollion wallelenglns of 488.514. óUld 650 run. ~~gniocation in (.II-h): 4Ox. b.us 20",m: in (1- 1): 8Ox . bars 10 ",m DF. 
dt!lIeloph1j burul ral lieles; cr, coo l1t!Cl ivt! Ii ssUl!:; M medul lol : C. conc:x ; I¡''E, inlt!.-rollicul.lll' epilhrlium ; FAE. rollicle-.associ .. ut!d t!pithellum. 
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age most of me cells bearing CH-IR and IgG- IR simultaneously 
were mai nly loca red both in the cortex and medulla (Fig. 4H 
whereas at 10 wccks of age this co-locaJ ization was more cvidcnt 
in rhe medulla ( Ag. 4k} Ar 20weeks of age borh CH-IR .100 IgG
IR were very sca rce, although the pos itive cells co-bcalized 
(Fig.41). 

The proportian of cells showing GH- IR and IgG-IR changed dur
ing bursal deveJopment (Fig. 5). Inrerestingly, at most ages studied 
the number of IgG-bear ing cells .1150 showed GH co-expression. Ar 
ED I5, 10.5 :tl.O% of [OtaJ bursaJ cells showed GH-immunoreactiv
ity, while only 4.7 :t 1. 2% of the roral cells were immunoreactive for 
IgG, but aJmost aJ l of these co-expressed GH. At 2 weeks of age. 
28.4:t 3.8% of toral cells were GH-immu noreactive , while 
22 .1 :t 2.0% of [Oral cells were IgC-immunoreactive, of which most 
(9 1%) showed both markers simultaneous ly. At '10weeks of age 
21.7:t 1.3% of [OtaJ cells showed CH-IR. wh ile 18.8:t 1.66% were 
IgG-beari ng cells. of which 99% co-expressed GH. Ar 20 weeks of 
age only 10.0:t 1.6% o f mtaJ cells we re CH-immunoreactive and 
only 9.8 :t 1.5% of [Otal ce ll s were IgG immunoreactive. but practi
cally a1 1 of [he se (99%) expressed both markers. 

A d ifferential patrem ofGH-IR co-expression in IgG-IR and IgM
IR cells was observed du ri ng bursa l dcvelopment ( Ag. 6). While 
(gG-IR cel ls were sca rce a t 15 ED ( Ag. 6a~ IgM-bearing cells were 
abu ndant at that age, and an imponant amount of IgM immunore
active cells also co-{'xpressed CH simu ltaneous ly ( Fig. 6b). At 
2 weeks after-hatch the proportion of GH-IR. IgG+. and IgM+ ce lls 
increased importantly, However. wh ile most of the CH-IR cells 
co-Ioca ti zed w ith IgG-IR cell s ( >90%) in the medullal)' and cortical 
parts of me follieles . a much smaJler co-locaJization of CH-IR and 
IgM-IR cells was observed mainly in the medu lla (Fig. 6c and d). 
At larer stages most of the IgC+ ce lls co-Iocalized wi th CH-IR cells 
and only a fCW' IgM+ cells a1so expressed GH (Ag. 6f and h). 

1lJ NEL analys is showed marked differcnces in the distri bution 
of apoprotic cells du ring BF development and in the rela tiw pro
portion of labeled tissue arcas (Fig. 7} Thus , bursaJ sections from 
ED 15 birds (bursa l rapid growm phase) showed a label ing patrem 
of apoptotic bodies localized mainly. but not excl usivcly m the co r
ticaJ region of some. but nor .1 11. developing follicles ( Ag, 7a ~ 
whereas sections from 2-week-old bursae had a much less inrense 
signa!, w im f1uorescent spots distri bu ted scarcely along [he who le 
folliele ( Fig. 7b). Ar 10-week-old ( sta tional)' growth phase) the 
1lJNEL signal was similar [O mat observed a[ 2-week-old. and bom 
were signilicantly differenr from the sit uatio n in the embryo. In 
contrasto bursaJ sections from 20-week-old birds (involution 
phase) showed a grearer abundance of TUNEL labeling in bom 
the cortica l and medul lar parts (Ag. 7d} The relative proportion 
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FIg.. 5. Co-loc.JI liu tion or 1.gC.me! GH- imrnunoructill lt)' d urlng dellelopment d [he 
bursa of F.abricius. Conroca l irtl;lges (as in Rg. 4) -...e re a l\dlyzed for CH-Immuno
reactiv\[y (O). IgG-immunorucrivit)' (. ). or co-.loc.JI llu tion o r bOlh CH and IgC 
rtl;Irkl'!!"'l (. ) rounlÍng the n umber of invnunoreact ive cell!! pI'!!' unit area 
( l O.oool'm2 ) and eJlpn!:ss lng the proportlon o r them re lative [O total cells. 
QJ.a ntitat ive analysis was perfo rmed using ll)t' J\.'le IOl Mor ph program (me.ms ~ $E.M . 

n·3). 

of f1uorescent labeling arca (indicating the amoum of apoprosis 
at each srage) is iIIustrared in Ag. 7e. Signilicant diffe rences 
(p < 0.05) wc re abserved bctween ED 15 (9 .3 :t 0.6%), 2-week-old 
chic ks (0.4:t 0.1%~ 10-week-old (0.23 :t 0.00-1 X). and 20-week-old 
adults (21.1 :t: 3 .8%~ being much highe r at this age. 

BursaJ pri mal)' cell cultures obra ined from 4-week-old an imals 
showed a rapid decrease in cell viability when incubated in viera, 
reaching 64.6% of tota l viable (ells after 4 h of cu lture under me 
conditions employed in compa ri son w ith mose ar time O. The addi
tion of GH improved the surviva l of the cu ltured cells (Ag. 8.1), 
es pec iaJ ly a r -1 nM concentra tion (by 90.0%. P < 0.05} In contrast, 
me activity of caspase-3 (a kcy effector enzyme t ha r promotes 
apoptosis) was decreased (p < 0.05 ) when the bursal cultures were 
incubared w ith [he SaIne doses of CH (from 49.2 :t 3.3 U/mi in [he 
control s t029.2:t 3.2 U/mi in the samples incubated w ith 1 nM GH, 
.140.6% reduction in enzymatic activity) (Ag, 8b~ 

4. Discussion 

In th is srudy we desc ri be , for the lirst time. dynamic changes in 
GH mRNA and CH exprcss ion during bursaJ developrnent (in em
bryos , neonates." and j uveni les) and regressio n (in adu lts), which 
cOITelate w im changes mat occur in ir:s co-Iocal iza[ion w ith IgM 
and IgG prescnce bctween late embl)'ogenes Í.'5 and somatic matu
ration. strengmening the notion tha t GH may be ¡nvolved in B ceH 
prolife ration and d ifferentiation in [he BF. A1so, data presented 
here conlirm and extend our previous linding that bca lly synthe
sized CH dec reases in [he bursa when it regresses around [he time 
of somatic matura tion. We also provide evidcnce that GH supports 
me viability of bursal cells and displays an anti-apoprotic function 
in the BF. 

Previous work showed a parallel cOITelation be[Ween BF growth 
and local GH content during early deve loprnent ( from ED 13 to 
9 weeks of age) in the chicken (L1ma e t al., 2005). Also , it is known 
mat CH mRNA is present in Iymphocytes. sec retol)' dendritic cells 
(SDCs), corticoep imelial cells (CECs ~ and reticuloendothel ia l cells 
(REú ). as wel l as in cells in the interfollicular ep imeli um (IFE) 
and me folliele-associated ep ithelium (FAE) of 4-week-01d chicks 
(Luna e[ al., 2008~ The ce ll ular d isD' ibution ofCH in the BF a[ orher 
periods of deve lopment was however, unknown Here we presen r 
data tha[ show how the exp ression of CH mRNA and CH change 
dynamically in different bursa l compartmenr:s du ri ng ontogeny, 
and how thesc changes could be re la[ed with BF activity. 

In (his srudy GH mRNA was abuOOandy expressed in the basal 
layer ofthe ep ime lia and wimin [he developing fo llieles. and CH-IR 
was .1150 presenr ar mose sires ar EDI5. Ar this stage of dcvelop
ment many IgM+ cells were observcd in me embl)'onic bu rsa l fol
licles which .1150 co-expressed CH. whereas only around ha lf of the 
CH+ eells in (he ED '15 BF showed sorne IgG-IR, which at this age 
may be of maternal origin (Kincade and Cooper, 1971 ~ In the ED 
15 embryo the bursa l epithel ium is known ro play a fundamenral 
role for B cell precursors that init ia te bu rsaJ co loniza tion by provid
ing the stimulus ro induce MHC 11 ma rke rs and surface immuno
gbbul ins (slg), ma inly IgM ( Ratc liffe e[ al .. 1986: Pink .100 
Lassila, 1987} This is lare r accompanied by the appearance of 
cell-surface IgGs and [he selection of [he se cells fo r subsequent 
expansion in post-{'elos ion bursal foUieles ( McCormack e r al., 
1989: Ratcliffc , 2006). Cells that fail ro exp ress surface immuno
globu li ns at this time a re el imina ted by apoprosis. Ir is thus possi
ble mat epithel ial CH may be p1aying a pa racrine role, in me 
regula tion of me prolife ration and d ifferentiat ion of B ceH precur
sors in me embryonic BF. It is possi ble ro deteet sorne IgM+ cells 
« 0.1%) from ED 12 (Lydya rd et al.. 1976) whk h ¡ncrease sign ili
cantly (> 7%) ar ED 15 ( Kincade and Cooper, 1971 ) and reach up 
ro 85% at ED 18 (Grossi et al .. 1977). It is well known that at this 
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FIg. 6. C6- IOQlíz.,uim o( CH- IR ,¡nd ¡gC-IR ( .. c.C', md g) or CH-IR .wI lgM-IR(b,d. r,mIl. h) duri ngtkYe' loprnt'nt dth(' buru or F.mr idU!i. Mt'fgt'd comOClI i nYge5 or double: 
sLain«i secl iolts.H EO 1 5 ( ;a~ 2wed(s or ~(' (c ); 10 wt!dcs el ~(' «'); 20 weoeks d age (g); show IgC+ ct:Us (g reen, lst ltb: ~blt .llnll -<hi d:e l\/turk~ IgC 1:100; 2nd lb: gp.I l 
¡mtl-r.¡bbltlgC-FrrC 1: IOO) ilIld C H-IRcdls ( N'd, I s t Ab: 1Mb .lIltl-<C H [IH7 h)b rldolN .ucites Ruid 1:1001: 2nd Ab: go¡,t ,¡nti-mouse tgC-TRl TC 1 : IOO) ln burSol I rolliclC'S. ro-
100000 liution or lgC+ and CH~xpressing cdls ,Ue' sh(Mfn in ~lIow. 0 0 !tU! ol~r h~ merg«1 conrOGol I image:s c r double SQ i~d seclions ,lit ED 15 (b); 2 weeks d .~ (d ); 
10 weeks or ;li¡.e (1'): 20 weeks oC.1ge ( h): show IgM +- ce lls (grt'en. 1st Ah: ft uortScein conjuptC'd .ú'finíty punfittt JD.11 .1ntl-chickM IgM I~ ch.lin sperillcl oIIlltibodies.lIt 1 :200). 
"'00 e H-IR ct' I Is (~d, 1st Ah: ;JI polydon.al r,¡¡bbit .OIntl-<hldo1!!n CH IC11 1:200, 2nd Ab: go.,¡¡! .OIIl ti -f'".OIbbit IgC-Cy3;u 1:2000} Co-loc.OII iz.ulon or lgM ... .OInd CH~prl!ss ing ~ls MI! 
shown in ye Uow. lhe sl id~ were OI r\.OII yzed using 01 (,¡¡r l Zeiss l SM 51 0 con(OCo)] microscope w ith I.lser ,¡¡t ecci tOltion w OIVd e ngths o( 488.5 14 . .00 561 n m OF, developi ng 
bu~ 1 rollid~ : er. CQnnt'Clive tis$ue; M. medull ,¡¡; C. ('o rtu : lFE, inte rfollicu lar epitlK' lium : FAE. romcle~socl.Ol ted t' pí t helium; ~~gn i tic,¡¡tion in (,¡-h): 40)(. bMs 2O~. 

stagc of dcvcloprncm rhc presCflCc of IgM in Iymphocytc prccur
sors is a crucial stcp for selcction and funhcr maturarion. sincc 
cclls rhat lose rhe expression of surface immunoglobulins (slg) 
are channeled to undergo apoprosts (Paramithiocis er al.. 1995). 
Precursor celJs firs r develop imo IgM-producing celJs in the bursa 
on about day 14 of embryonic life . and sorne of rhese cells or rheir 
dcscendants become IgG producers in the bursa by day 21 ( lemer 
et al.. 1971 ). Ir has been shown thal in orher rÍ5sues GH can aet as a 

survival faaor (Compron and Wickl iffe . 1 999 ~ In the embryonic 
bursa, GH may be a moduLltor of B cells precursor differen riation 

In rhis study we showed an imponanr increase in GH-IR. IgG+ 
and IgM+ cells in the bursal foUieles of2-week-()ld chicks. Whereas 
mosr o f rhe IgG-IR cells co-Jocalized with GH-expressing ceJls 
(>90%) after-hacch ing (2w. IOw and 2O\.v of age). the simultaneous 
co-Iocalizarion of GH -IR cells and IgM+ cclls dccreased impor
tantly, and when found was mosdy COM ned to che medulla at 
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flg. 7. Apoptosis in c::hidce n burs.ll fa Jlleles during d CYela pmenL Apopta tlc:: c::eI ls wet'e reYe.lI Jed by TUN EL ..sSolly (g reen) In burSoll J seeti oos from (a) ED 15, (b)2-~ek~ld. (e) 
10-w ee k-old .lnd (d ) 20-_elc~ ld ehickens. f\.Ugn ific.l lim : 4Ox. F. foll iele : E. epí thelium: DF.d evelo ping bu rsa l foll ieles: C,cortex; M. medulla: L., lumen . (e )The proport ion of 
TIlN8. labeling was de'l:ermined (rel.ltive ro r(l[.) l rissue a l'N ) frcm 96 líelds for e1m ,¡ge grru p by nuorescence m icroscopy .1lnd .mate Pro Plus soltware. ~tted lines show !he 
bouooa ries af medull .1l. CCl' l ex. a .ld e .>ilhe lium. 8.11J'S represe nllhe .1le.lnS :t.SEM (n· 4 ) Croups w lth di fferetu leu e rs OlI'e s lgnific.l ntly differetlt by /'oNCNA 

those ages. al though sorne cou ld also be observed in the conexo 
Secretol)' dend ritic cell {S OC) precursors (not expressing vimen rin) 
enter the bu rsal epitheli wn between '11 and 13 days of embryo
genes is. and bud formarion precedes rhe appearance of vimeno n
positive ce lls. which only appear in rhe developing foUiele of '14-
day embryos (Olah et aL1992a). Between l 5 days of embl)'ogene
sis and 2 weeks after ec losion, [he changes in vimentin sraining 
pattem reveaJed a cytologicaJ diffe rentiation of rhe vimentin-pos i
[ive ceU (Ola h et al ,, 1992a ). Aftcr hatch ing ( Id ro 6 -8 weeks of 
age). du ri ng the rapid bursa l growth phase. the numbe r of secre
[ory dendriticccl ls increased aboU[ 18 times possibly by prolifera
tion of vimenon-nega rive precu rsor s in the ep irhe lial arches of rhe 
corticomroullary border (Olah et al" 1992b). and rhei r pro liferaoon 
rare from hatc hi ng unril around 6 weeks of ages is abour 1 ()%: per 
hour (Eki no. 1993 ). Dur ing [he firsr 2 weeks of life [he vimenon
positive cells were found a10ng rhe corticomedullary border and la
ter beca me prominent in the medulla with rhe excepoon of a nar
row zone adjacenr to the corticomedullary border (Olah er al .. 
1992b). These SOCs have bren proposed to be involved in B cell 
regulation (Glick and Oláh. 1984) since rhey are strategically 
placed where they would encounrer the anrigens and may furx::tion 
as bursal anrigen-presenong cel ls provid ing a microenvironment 
that allows B cell prol ifera rion (Szakal er al .. 1985) and immuno
globuli n elass swirching. promoring the produetion of high affiniry 
IgG (Aydar ct al .. 2005) and a llowing rhe transirion of progenitor B 
cells ro ma[Ure B ce lls. Thus. in me bursal follicles [he continoous 
contaa berv.reen Iymphoid elemen[S and mareria l aaively raken 
from rhe cloocallumen may be mediated by the SOCs: me cons[ant 
prcsence of antigens in me medulla of rhe follieles suggests [har 

amplificatíon or divers ification of B cell li neage developmenr after 
harching may be anrigen-induced mechan isms (Lassíla. 1989: 
McConnack et al .. 1989: Glick and Ola n 1993). The surface-rclated 
IgG molecules and granular produc[S of bursa l secretory dendri ric 
cells may aet as ligands or signals for B cell expansion and gene 
conversion. probably via rhe rclease of a cyrokine (Glick and Olah. 
1987. 1993: Olah et .1 1., 1991). 

GH mRNA and GH were abundantly expressed in several loca
oons during the r apid growth s[ages (ED 15. 2-week-old) and wi[h 
less intensity d uring the srarionary phase of bursal growtn and in 
much les s abunda nce duri ng the involution stage. Interesongly. 
GH-IR was mai nly found in IgM+ cells in rhe embryonic bu rsal sec
oons and wi[h IgG+ cclls during post-hatc hi ng developmen t Dara 
shown here are cons istenr with previous reports (Ki ncade er al.. 
1970: Kincade and Coopero 197 1: Cooper ('[ a l.. 1972 ) rha r ind i
cared rha r there is a switch during embl)'onic development rha r in
duces a change from IgM [ O IgG cxpression. Whereas only a few 
IgG+ cells are apparent before hatching their nwnber ¡ncrease 
quickly at 5 days after celos ion (Eki no ('[ al .. 1995). On [he orher 
hand. IgM+ cells are abundant in the embl)'onic bursae and remain 
so unti l around 5 weeks of age when they evenrually start ro de
cli ne (Pi nk and Lassi la. 1987: Weill et al .. 1986 ). 

The bursa of Fabricius grows rapidly after ha rch ing and reaches 
its maximwn size and weighr b('tween 10 and n weeks of age. A[ 
mis s[age GH is present mainly inside [he bursa l follieles, where 
active antigen rransport [akes place through FAE cel ls. Previous re
poro have shown that both bu rsal pro liferaoon rate and endocyric 
activiry decreascd al around16 weeks of age. where BF also de
creased i[S weighr and started ro lose i[S medullar structure (Nau-
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FIg. 8. ( .lI) CroWlh oormone elfect u pcn bursal cell vi abili ty in primary cul t ures. 
Rl.'COrTtIi nanl ch ickt> n (rc)CH [01101- 100 nM ] was added 10 bursal prim.lll)' ct'l l 
cu ltures ObLl ined fr cm 4-week~ld chic leens MId incubdl'ed for 4 h .ll t 37"'<: i n a 
humidifled 5:1:: C02 armCl!ipllt:re. D.lt .ll .lI re expr~sed rd.ll[i~ ID tllt: cqlmo l (In ¡he 
.lIbienceof CH). Means !.SEM (n · 19) for each g roup of age, p<: o.m, p<: OD l. (b) 
Gro'M.h hanm :ne e ffect upon aspas~3 aCl lvity a ft:er addi l'i m of rcG H [0.001-
100 nMI in b ursal prim;uy ct: 1I culrUft:s obLlined frcm 4-wee le· oI d animals ólfId 
incubare d for 4 h a l 37"'<: in .lI humidified CÚl armos phere. D.lla .lI re expressed 
relarive 10 llK' CCIltrol (In tn C' absence o r rcGH ~ Me.lIm !. SEM, n · 5, •• p <: 0.01. 

kkarinen and Sorvari, 1984). lt has also been proposed [hat me bur
sa l main and central inunune function (B Iymphocy[e maruration 
and development for antibody produaion) is complete by 6 weeks 
of age (Naukkarinen aOO Sorvar i. 1984), and afterwards me BF 
funct ions like a periphera l Iymphoid tissue umil 16-week·old, 
and latcr (20w) the bursa appea rs as a fibrotic residue wi th large 
mucoid cysts. Thesc data are consiscem with our results [hat show 
tha t ar 20 weeks of age [he GH mRNA and GH expression dec rease 
importamly showing its prcsence only scarcely in sorne cortical 
and medullar cell s and practically disappeared in bo[h the FAE 
and IFE. The dynamic changes observed in GH express ion corre late 
with the structural and functiona l changes thar occur duri ng bu rsal 
developmem and support the notion t hat the decrease in BF GH 
production can be associated wi th the onset of bursal regression 
((iriaco et al., 2003: Glic k et al ., 1956~ 

üttle is known about the regulation of loca l GH expression in 
the BF, and to date no cJear mechanis m (Q expla in the decl ine in 
bursal GH ar 16-20 weeks of age is available . The presence of sorne 
"class ical" GH secretagogues (e.g., somatosra tin, SRIH) has been re~ 
ported in Iymphoid organs (Agu il a et al.. 1991: AH et al .. 1996). 
Exprcssion of SRIH mRNA was reported in the thymus. spleen 
and rhe bursa of Fa bricius in rhe ch icken. and in me mymus and 
spleen of the male rae. In the chicken, as in me rat, me concentra~ 
rion of SRIH was grea ter in rhe mymus rhan in the spleen: it was 
present in t he bu rsa of Fabricius. also in higher concentration man 
in rhe splee lt There we re la rge c1usters ofSRIH~positive (ells in rhe 
medul lary por don of eac h follicle of the bursa of Fabric ius (Aguila 
et al.. 199 1 ~ Rar leukocytes have been reported to produce and se
crete growth hormone-releas ing hormone (GHRH) which may be 
active in a local immune response (Weigent and B1alock. 1990). 
On me other ha nd Hattori ct al. ( 1994 ) described rhat GHRH, SRIH, 

and IGF- I do nor affeC[ GH secretion from human peri phe ral Iym~ 
phocytes. whereas GH up~regulated its own secretion. Further 
studies are needed ro determine if Iymphoid GH express ion is 
mecha nisticaUy related ro the presence of these GH secretagogues 
in immune tissues . 

The resulcs of this study show, for the first rime, mar the expfes~ 

sion of GH in the BF was much highcr during embryogcnesis and 
neonatal development than in the adu lt, cons istent wirh the con~ 
tem of bursal GH previously mcasured by ELISA in tissue extra(ts 
(luna ee al., 2005 ). Peak GH express ion occurred since 2 weeks of 
age untillO weeks of age, when the least number ofTUNEL-labeled 
(ells were de tecred in the BF. This suggesrs [ha t GH promotes bu r~ 

sal cell survival, especially as the dramatic decline in bursal GH 
express ion at 20 wecks of age correlated with a marked increase 
in cell death duri ng bursa l involution. A1though BF cell prolifera~ 
tion is maxima l in late embryogenes is, at the samc time mere is 
a developmental wave of apopros is and a loss of und ifferentiated 
B Iymphocyres as revealed by TUNEL~tabeling. The apoprosis of 
these (ells is likely [ O reflect a discree t loss ofG H expression, since 
exogenous GH was found ro promote the viability of cultured BF 
cells ( Fig. 8), as in omer cell 'Ypes (SaOOers and Harvey, 2004~ 

Ami-apoprodc actions of GH are well esrab lished as previous ly oh
served in Iymphocytes (Mitsunaka ct al., 2001: Lempereur et aL. 
2003: Amold and Weigent. 2004). These anti-apoptotic actions of~ 
ten involve a suppression of caspase aaivi[)'. as observed in [his 
study. These results merefo re suggest thar GH expression during 
developmem promotcs (ell survival aOO BF growth and thar d imin
ished GH express ion in adult resu lts in BF involudon 

In summary, rhese results de[ail the exprcssion ofGH in srromal 
and non-stromal cells in the bursa of Fab ricius dur ing ontogeny 
and suggest autocrine or paracrinc aaions of bursa l GH are caus
ally involved in B cells survival and differentiation to IgG+ cells. 
as well as in bursal proliferation in embryonic and neonatal chicks, 
whereas che absence of bursa l GH in adults is causally invo lved in 
bursal involution. 
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$ummary 
Expression 01 growth hermone (GH) and GH receptor (GHR) genes in t he bursa 01 Fabrieius 
of chickens suggests that it is an autocrine/ paracrine site of GH prodJction and act ion. The 
ceUular localizaoon 01 GH and GH mRNA Within the bursa was the loeus 01 this study, GH 
mRNA was expressed mainly in the cortex, comprised of lymphocyte progenitor cells, but 
was lacking in the medulla where lymphocytes mature, In eontrast, more GH 
immunoreact ivity (GH· IR) was present in the medulla than in the cortex. In non· stromal 
tissues, GH· IR and GH mRNA were primarily in lymphocytes , and also in macrophage·like 
ceUs and seeretol)' dendrit ie eeUs, In stromal tissues, GH mRNA, GH and GHR were 
expressed in cells near the connective tissue (CT) between foHicles and below the outer 
serosa , In eontrast, GH (but not GH mRNA er GHR) , was present in eells 01 the 
interlollieular epithelium (IFE) , the lollicle·assoeiated epithelium (FAE) and the interst i tial 
corticoepithelium. This mismatch may re flect dynamic temporal changes in GH 
trans!.ation . Co·expression of GH R·IR. GH·IR, GH mRNA and IgG was found in immature 
lyrnphoid cells near the cortex and in IgG·IR CT cells , suggesting an autocrine / paracrine 
role for bursal GH in B-cell di fferentiation. 
0 2008 Elsevier lid, All righ ts reserved, 
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Introduction 

Although growth hormane (GH) is primari ly produced in the 
pituitary gland, GH gene expression has been demonstrated 
in immune t issues. In the human, rat, and dog immune 
systems the presence of GH and GH mRNA, as well as their 
ceUuLar distribution in the spleen, thymus, bone marrow, 
tonsils, lymph nodes, Peyer's patches of the ileum, in the 
Kuppfer eells of the liver [1 - 5] and in both tissue and 
eireulati ng leukocytes [6-9] , induding lym phocytes [10-15]. 
granulocytes and macrophages [16,17] , and natural killer 
eells [18] have been described [19- 20] . In some (but not all) 
of these tissues GH and GH mRNA are also present in the 
stromal cells. The expression pattern of GH in the thymus, in 
particular, is almost ubiQJi tous during feta l development 
but more restncted in adults [5] , in which GH gene 
expression only OCCUr'!i in a relatively smaU percentage 
(approximately 5-15%) of the immune eells [6,7]. GH mRNA, 
with the same nucleotide sequence as pituitary GH mRNA, 
has also been found in extracts of the chicken spleen, 
thymus, and bursa of Fabricius [21] , a lymphoid tissue 
unique to avian species [22] . The GH gene is also present in 
cDNA tíbraries derived frorn these t issues [23] , and its 
translation is indicated by the presenc:e of GH immunor
eactivity in bursal extracts [24] . The cellular location of GH 
in avian immune tissues has, however; not yet been 
determined, although GH receptor (GHR) distribution in 
the bursa of Fabricius has been described in domestic fOM 
[25]. As GH is thought to act as an autocrine or paracrine 
factor in avian immune tissues [26 ,271 , the comparative 
distribution of GH and GHR as weU as GH mRNA was, 
therefore, determined in the bursa of Fabricius of chickens. 

Materials and methods 

Immunohistochemistry 

The pituitary and the bursa of Fabricius were coUected from 
4-week-old broi ler fowts. The tissues were fixed with Bouin
Hollande sublimate for 48 h, dehydrated in ethanol, and 
embedded in paraffin wax. Tissue sections, 4-8 J.l m, were 
then cut using a microtome and mounted onto charged 
sUdes. The sections were then rehydrated with xylene, 
absolute alcohol, 95% alcohol, 70% alcohol , lugol, t hiosul
phate and distiUed water. Slides were then equilibrated in 
Tris ·buffered satine pH 7.6 (TBS) , and then incubated in 
H,o, (1% in TBS) to block endogenous peroxidase. The 
sections were washed in TBS (3 x 10mín) and then incubated 
in 0.1 % Tr iton X-l OO in TBS containing 5% non-fat dry milk 
(Bio-Rad) for 2 h. Tissue sections were incubated overnight 
with a specific rabbit polyclonal antibody directed against 
recombinant chícken GH (C-l , produr:ed as described in 
[28]; 1 :500 di lution), and t hen incubated with horseradish 
peroxidase-conjugated goat anti ·rabbit IgG (1 :200 dilution 
for 2 h) and developed with 3,3' -diaminobenzidine tetra
hydroehloride (DAB) and H,O, [24] . The speeifieity of 
stainíng was determined by preadsorbing the primary 
antibody with excess recombinant chicken GH (0.7mg/ ml). 
The primary antibody was also replaced with normal rabbit 
serum or omit ted, for further negative controls. The staining 
of somatotrophs in tissue sections of the adult chicken 
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pituitary gland provided a positive control, although the 
primary antibody was used a t a higher dilution (1:3000). 
Commercial rabbit antibodies raised against chicken/turkey 
IgG (Zymed Laboratories, at a final di lution of 1 :200) , mause 
monoclonal Antí ·Pan Cytokeratin (Sigma, at a fina l dilution of 
1:100) , and mouse monoclonal anti -vimentin (pordne) (Santa 
Crt.a. Biotechnology, Inc., ata final di lution of 1 :50) were used 
to ident ify lymphocyte eells, epithelial retieulareells (ERC's), 
and secretory dendritie eells (SOC's), respeetively [29]. Aleian 
Blue 8GX (Sigma, 1 % wlv solution in 3% glacial acetie acid, pH 
2.5) was used to labe! mueous·secreting ce lis [30]. 

To study the specific celtular tocation of GH expression in 
bursal folliru les doubte staining and confocal analysis were 
perfonned in tissue sections to look for co-lDcalization of GH 
and other immune-cell markers. Thus, for the simultaneous 
demonstration of IgG and GH, tissue sections were inc:ubated 
with a polydonal rabbit anti -ehieken/ turkey IgG ant ibody 
(Zymed Laboratories, at a di lution of 1 :100) and a mause 
monoclonal anti -eGH ant ibody (IH7 [31] , at a final dilut ion of 
1:100) in 1 % non-fat dry milk in TTllS overnight. After washing 
(3 x 10 min) in TTBS, sect ions were incubated with the 
secondary antibodies: goat anti ·rabbit IgG-ATC, Zymed, 
1:100, and goat ant i-mause IgG-TRITC, Zymed, 1 :100. To 
label cell nuclei, these sections were also counterstained 
with 1 J.lM lO-PRO·3 (Invitrogen, a rnonomeric cyanine nur:leic 
acid dye) for 45 min, rinsed 3 t imes wi th TBS and mounted 
with a Ouorescent mounting medium. The slides were 
analyzed for IgG and cGH co-localization in a cart Zeiss L5M 
510 confocal microscope using lasers at exdtation wave
lengt hs of 488, 540 and 65Onm, respeetively. 

Other sections were analyzed for GH and vimentin co
expression , folla-Ning the same general protocol conditions 
except that the primary antibodies were as indicated: for 
GH staining a rabbit pot.yclonal antibody was used (C ·l, at a 
final ditution of 1 :200) and for vimentin a monodonal mouse 
anti-porcine vmentin (Zymed, at a fina l dilution of 1:50) 
was employed. 

Sorne tissue sections were incubated ovemight with 
mouse antibodies directed specificaUy against a synthetic 
fragment of the ehieken GH receptor (CH17 [25]. di luted 
1: 500), then incubated with horseradish peroxidase-con
jugated goat an ti ·mause IgG (Zymed , 1:100 dilu tion for 2h) 
and developed with 3.3'-diaminobenzidine tetrahydrochlor· 
ide (DAB) and H202 - Altematively, sorne bursal sections of 
4-week-old ehicks were double sta ined for cGHR (using a 
potyclonal antibody ra ised in rabbits against recornbinant 
ehieken GH· binding protein [25] , diluted 1:500 and a goat 
ant i-rabbit IgG-ATC, Bio-Rad, 1:100) and eGH (using a 
monoclonal ant ibody from IH7 hybridoma aseites fluid [31 ]. 
diluted 1 :1 00 and a goat anti -mause IgG-TRITC secondary 
antibody, Bio-Rad, 1:100). These sections were also counter· 
sta ined with 211M TO-PRO -3 to label eell nuclei. The slides 
were analyzed for cGH and cGHR co·localization in a cart 
Zeiss l5M 510 con focal microscope using lasers at exdtation 
wavelengths of 488, 540, and 650nm , respectively. 

In situ hybridization 

Probe synthesis 
A 690 bp full-lengt h pituitary GH cONA was obtained by PCR 
frorn total RNA extracted from adu lt (Whi te Leghom) 
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Figure 1 Growth hormone (GH ) ( ..... ) .nd GH mRNA (f- j) expression in the pituit.ry (.- c, f-h) .nd in the bursal plic.e (BP, d .nd e , i 
and j) of 4-week·old chickens. (a) Growth hormone immunoreactivity (GH-IR) is demonstrated by immunoc:yt:ochemistry (ICC) 
(employing a primary polyclonal a-cGH antibody, e1) mainly in the pituitary caudaL Iobe (magnification x 4 , bar: 30 IJm) where most 
of the (b) somatotropes are present (magniftc:ation x 40, bar 5 ~). (e) GH staining is lost after preadsorbing the primary antibody 
with excess GH (magnification x 40, bar: 5 jlm) . (d) The inner medulla of the bursal (oHic les (F) has intense GH· IR, while the outer 
folLicular cortex ancl the outer serosa have weaker GH staini'lg. Strong GH staini ng is aLso present in the intertollicular epitheti um 
(I FE) and in the follide-associated epithelium (fAE) , whereas little or no stanng is present in the connective tissue between the 
tallides or below the serosa (magnification x 4, bar: 50llm). (e) lhere is no GH stallllg if the prinary antibody is preadsorbed with 
excess GH (magnification x 4) . Representative of GH staining in bursas from at least 10 chickens. (f) GH mRNA expression is 
demonstrated by in situ hybridizatoo (ISH) in the pituitary caudal labe (magnification 4 x , bar : 30 ~m) where most of the (g) 
somatotropes are present (magnification x 20, bar: 10~m). (h) No GH mRNA staining is observed wUh a sense probe (magnification 
x 20 , bar: 5 ~m). (1) GH mRNA is expressed abundantly in the bursal plicae mainly i1 the follicular outer cortex and less intensely in 
the connective tissue (magnification x 4 , bar 5O~m). (j) No stalling is seen in the presence of the sense probe (magnification x 4) . 
Representative of GH mRNA staining from at least 6 chic.kens. L.: lurnen; CT: connective tissue; S: serosa . 
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pituítary glands, using oligonuclrotide primers CLR1 (sense) 
(5'·CGTTCAAGCAACACCTGAGCAACTCTCCCG· 3' ) and CLRl 
(antisense) (5' ·GCCTCAGATGGTGCAGTTGCTCTCTCCGAA· 3' ) 
(21) . lhis cONA was then subcloned into a PCR"'n· 
TOPO'k vector (Invitrogen). The vector was linearized with 
restriction endonuc:lease Hindlll and Not J for subsequent 
production 01 antisense and sense probes, respectively (32) . 
Digoxigen in (DlG )· labeled antisense and sense riboprobes 
were synthesized by in 'litro transcription with TI and SP6 
RNA polymerases, respectively, and DIG RNA labeling mix 
(Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) , according to the 
manufacturers instructions. Probe concentrations were 
determined by dot· b1ot analysis against a DIG ·labeled RNA 
standard. 

Hybridization procedure 
Pituitaries and bursas were fixed with Bouin-Hollande 
sublimate lor 48 h, dehydrated in ethanol and embedded 
in paraffin. Tissue sections were rehydrated Uvough a 
graded alcohol series into distilled water containing 0.1% 
diethylpyrocarbonate (DEPC) distilled water. lhe sections 
were then incubated in Iresh DEPC·PBS (2 x 15min) to 
remove RNase, treated with proteinase K (10 Jlg/ml for 
10min at 37"C), post ·fixed in 4% paralormaldehyde 
(10 min), and incubated in 0.1 M triethanolamine (pH 8 .0), 
containing 0.35% acetic anhydride for 10min. The sections 
were prehybridized with 50% formamide/2 x saline sodium 
citrate (SSC) (JO min, 60 oC), and hybridized in a moist 
chamber (overnight, 60 "C) with hybridization solution [50% 
lormamide, 2 x SSC, 2S0~g / ml tRNA, 5O~g /ml heparin , 2% 
blocking solution (Roche Diagnostics»), and sense or anti · 
sense DIG· labeled riboprobes (at concentrations 01 2~g/ ml) 

that had previously been denatured (5 min , 85 oC). lhe 
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sections were subsequently washed in 2 x SSC (10min), 2 x 
SSC/50% lormamide (45 min, 45 °C) , 2 x SSC (3 x 15 min), 
2 x SSC (30min , 37 oC), and 0.1 x SSC (60 min, 60 oC). lhe 
sections were then washed (2 x Smin) in buller 000 (0.01 M 
Tris , 0.1SM NaC! , pH 7.5) , and the hybridized probe was 
detected immunohistochemically by incubation (2h) with an 
anti ·DlG antibody conjugated to alkaline phosphatase 
(Roche Diagnostics) in 1% blocking solution (Roche Diagnos· 
ties). The sections were then washed in buffer one 
(2 x Smin) , equilibrated (Smin) in buller two (0.1 M Tris, 
0. 1M NaC! , O.OSM MgCI" pH 9 .5), and incubated in bulfer 
two containing a commercial substrate for alkaline phos
phatase (5· brorno-4-chloro·3· indolyl· phosphate and nitro
blue tetrazolium chloride, Roche Diagnostics) . Color 
development was stopped by washing in Tris-EDTA bufler 
(2 x Smin). lhe sectionswere then rinsed in PBS (3 x Smin) 
and mounted with an aqueous medium. Tissue sections (rom 
the pituitary glands of slaughterhouse (4 weeks) chickens 
were similarLy treated, although at probe concentrations of 
200 ng / ml, and the labeling of sornatotrophs in the caudal 
lobe (Figure 11 and g) provided a positive control (33). A 
Harris hematoxylin (0.5%) sotution was used to counterstain 
sorne sections. 

Result s 

lhe expression of GH immunoreactivity (GH·IR) and GH 
mRNA was documented both in the pituitary (control) 
and the bursa 01 Fabricius 01 4·week·old chickens (Figure 1). 
In the pituitary, as expected, GH·1R was mainly asso
dated to the caudal lobe (Figure 1 a) where most somato
trapes (Figure 1 b) are located. There was, however, no 

Figure 2 Growth hormone (GH) immunoreactivity in the bursa of Fabricius of 4-week-old chic:kens. (a) GH staining in columnar ceUs 
of the interlolticular epithelium (IFE) and follide-associated epithetium (FAE) . Unstained goblet cetls (GC) intersper5ed in the IFE are 
indicated by arrowheads. A stained macrophage-like (Ml) ceH at the base of the tolded FIlE i5 indic:ated by the open arrow 
(magnificadon x 40, bar: 10)Jm). (b) A higher magnification, x 100, of the IFE in (a) (bar: 5)J.m). (e) GH staining is absent after 
preadsorbing the primary antibody with exeess GH (magnification x 100, bar: 5 )Jm). (d) ALdan bLue stanng of mueous secreting 
epithelium in the IFE and the absence of mucous staining in the FAE (magnification 20 x , 30 )Jm). (e) A higher magnification , x 100, 
of the IFE and goblet cells (arrowheads) in (e). counterstained (purple) with haematoxylin (bar: 5J.lm). 
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sta ining observed when the primary antibOOy had been 
preadsorbed with excess recombinant ch icken GH or 
replaced with normal rabbit serum (NRS) (Figure le). As 
shown in Figure 1d, GH-IR was also widespread within the 
bursa. Each bursal falUele (F) was immunoreactive, parti
cularly in the inner eompartments (rnedulla [M», whieh 
were darkly stained. GH-IR was also intense in the 
interfollieular epitheliurn (I FE) separating the bursal plieae 

(folds), as it was in the fallicle-associated epithelium (FAE), 
formed where the eort ieornedullary epithelium (CM) be· 
tween fallides meets the IFE [34J. The serosa (S) of the 
b ..... sa was also GH immunoreaetive, although in marked 
eontrast, the underlying eonnective tissue (CT) (the lomina 
propria, whieh also separates the bursal fallicles) had little 
ar no GH immunoreactivity. Again , the specificity of GH 
staining in the bursal sections was shown by its absence 

Figure 3 Growth hormooe (GH) and IgG immunoreactivity in the bursa of Fabridus of 4-week·old ehicket1s. (a) Below the unstained 
intenallicular epithelium (IFE), round plasma eeHs (PL) are labeled by an anti-lgG antiserum (magnification x 40, bar 5 11 m). (b) In 
eontrast. epithe lial eells in the IFE are GH -immunoreactive after tabeling with a polydonal specffie a -cGH antibody (magnification 
x 40, bar 30llm). (e) Presumptive Iymphoc:ytes below the IFE with GH immunoreactivity (magnification x 20. bar 30l-lm). (d) Sorne of 
these GH-IR eells are indicated by arroW5 in a higher magnification, x 100, of the boxed area in (e) (bar: 5Ilm). (e) GH staining is 
absent if me primary antibody is preadsorbed with excess GH (magnification x 20). (f) Confocal images of triple stained bursal 
sectioos to identñy cells expressing IgG (green, 1st Ab: rabbit anti -chicken/turkey IgG 1 :100; 2nd Ab: goat anti -rabbit IgG-FrrC 1: 100) 
or GH (red. 1st Ab: mAB anti -cGH [IH7 hybridoma ascites fluid 1: 1001; 2nd Ab: goat anti·mouse IgG·TRrrC 1: 100) in bursal foUicules. 
Cell noclei (blue) were labeled with TOPRQ-3. Overlap of the eonfocal images show eells eo-expressing IgG and GH (yellow) mainly in 
the follicutar outer cortex (magnifieation x 40. bar 5: 20 I-lm). (g) iI'ld (h) Amplification crops ( x 2) of diverse regions in (O show ceUs 
that co-express IgG and GH (yeltow) (bars 5 11m). BL: basallayer; C: cortex; M: medulla. 
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when the primary antibody was preadsorbed with excess 
reGH or replaeed with NRS (F igure 1 e). On the other hand, 
GH mRNA express ion was demonstrated by in situ hybridiza
tion (ISH) in the pituitary caudal lobe (Figure 1f, positive 
control), where íntense signal of the DlG-labeLed antisense 
riboprobe was observed within the cytoplasm o( somato-
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t ropes (Figure 19). Conversely no signal eorresponding 10 GH 
mRNA was observed when the sense probe was employed 
(Figure 1h). In the bursaL sections, GH mRNA expression was 
also documented by intense hybridization to the OIG-labeled 
antisense riboprobe, observed mainly in t he cortical area 
of the bursaL (cUicles (Figure 1i). In marked contrast, no 

GIl 

d 

e 

• 

Figure 4 Growth hormone (GH) and IgG Tnmunoreactivityin the bursa of Fabriciusof 4·week~1d chickens. (a) GH immunoreactivity 
in the meduUa and cortex (C) of bursal talUdes employing a polyclonal (el) anti·cGH an tibody (magnificatlon x 10, bar: :K) IJm). (b) A 
higher magnífication, x 20, of the boxed area ti (a). The insert is a higher magnification, x 100, of the boxed area Í1 (b) (bar 10 ~). 
(e) The spedfidty of GH staining is shown by the laek of staining in the bursal cortex (C) and meduUa (M) after preabsorption of the 
primary antibody with exeess GH (magnification x 40, bar 30 )lm) . (d) Negative control without primary antibody (magnification 
x 40, bar: 30)lm). (e) IgG immunoreactivity in cortical (C) cells (arrows), but not meduUary (M) cells, of bursal follic les 

(magnification x 20, 30)lm). (f) Confoca{ images of triple stained bursal sections to identify ceUs expressing IgG (green, 1st Ab: 
rabbit anti-chicken/ turkey IgG 1:100¡ 2nd Ab: goat anti-rabbit IgG-FITC 1:1(») or GH (red, 1st Ab: mAS antj-cGH [IH7 hybridoma 
asdtes fluid 1:100) ; 2nd Ab: goat anti ·mouse IgG-TRlTC 1:100) in bursal foUicutes. CeU nuclei (blue) were tabeled with TOPR()'3. 
Overlap of the confocal images show ceUs co·expressing IgG and GH (yeUow) mainly in the follicular outer cortex (magnification 
40 x , ba rs 50 )lm). (g) and (h) Amplification crops (2 x ) of diverse regions in (f) show cells that co-express ~G and GH (yeUow) 
(bars 5)lm). C: cortex; M: medutla. 
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signal was detected when the sense probe was used 
(Figure 1 jI. 

At higher magnification , GH staining in the IFE was in tense 
in the columnar epithelial cells (Figure 2a and b) that were 
mucous secreting (Figure 2c and d), although it was not 
present in tre intersper;ed goblet eells [35) (Figure 2a 
and e). Intense GH·IR was also abundant in the polygonal 
mesenchymal eell s 01 tre FAE (Figure 2a) that do nO! secrete 
mucous (Figure 2d) [35) and in the underlying stratified 
epithelial eells (Figure 2a and b). A number 01 large, 
seattered eells with macrophage·like (Ml) appearanee [34) 
w~h GH·IR were also present in the FAE (Figure 2a) . Again , 
no labeled cells were found in the negative control section 
(Figure 2e) . 

Below the IFE rumerous, large, rot.J1ded eells, presumably 
plasma eells (PL) [36) , had IgG (Figure 3a) and GH (Figure 3b 
and e) imm.moreaetivity. Figure 3d shows an amplifieation o( 
presumptive lymphocytes with strong GH·IR in the cyto
pLasm around the nucleus. Signal was lost when the primary 
antibody was preadsorbed with exeess GH (Figure 3e). In 
another set of experiments, con focal images o( tri¡:fe 
stained bursal sections (Figure 3f) showed extensive Labeting 
01 eells expressing both IgG (green) and GH (red) immunor· 
eactivities in the foUieu Lar eortex beLow the IFE, demon
strating that GH eo-Localizes in the same ¡:fasma eells 
that produce IgG (overlap in yellow). These results are 

• e 

• 
e 

better seen at higher amplification of the corticaL region 
(Figures 3g and h) showing elear overlap 01 both signals 
(yellow). 

Within the bur"sal folUeles , lymphocytes with imm...mor
eaetivity (or IgG were largely restrieted to the cortical 
eompartments (Figtre 4e) . Small seattered eells o( similar 
size, shape, and loealization 01 lymphoeytes also had GH·IR 
(Figure 4a and b). The specifieity 01 tre GH staining in tre 
(olUeles was demonstrated by its absenee in the negative 
control s (Figure 4e and d, respect ively). Con(ocal images 
of tripLe stained bursal sections eleany demonstrated the 
eo-expression 01 IgG (green) and GH (red) in tre same 
pLasma eelL type (overlap in yeUow) Loeated mainLy in the 
follieular outer eortex (Figure 4f- h). 

In addition, sorne other cell types had GH·IR in the bur;al 
lollicules (Figure 5). Besides presumptive mature lymphocytes 
(L) [38) , and large macrophag .. like (Ml) eells (Fi~re 5a), same 
large cortical eeb with elongated precesses, with the 
characteristie appearance 01 secretory dendritie eells (SOC's) 
[37] were also GH inmunoreactive (Figure 5a) around the 
cortieamedular boundary and also in the bur;al medulla 
(Fi~re 5b). Like belore, t!-ere was no GH staining in tre 
negative control (Figure 5c). Conlocal analys~ revealed tIlat 
Vimentil ·positive eells (red, a marker 01 SOC's; Figure Se) 
were also positive (or GH-IR (green), thus indicating simulta
neous expression 01 both proteins (overlap in yellow) in tre 
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Figure 5 Growth hormone (GH) immunoreactivity in the bursa of Fabricius of 4-week-old chickeos. (a) GH staining in the bursal 
eortex (C) and medulla (M) and in eorticomedullary (CM) epithelial eells (below the dotted line) (magnification x 40, bar: lOllm) . GH 
stanng of a secretory dendritie eell (SOC) in the meduUa is indieated by the arrow and is magnified, x lOO, in the inserto (b) GH 
immunoreactfvity in a secretory dendritie cell (SOC) in the corticomedullary regian (C) of a bursal foUiele (magnification x 40) . The 
insert is a higher magniftcation, x lOO, of the SOCo (e) GH staining is absent if the primary polydonal antibody is preadsorbed with 
excess GH (magnification x 100). (d) GH staining in the bursal cortex (C), medulla (M) and eortieomedullary (CM) epithelium and in 
eortieoepithelia! ceUs (CEC, arrows) in the interstitial eonnective tissue (Cl) (magnifteation x 40, bar lOllm). (e) Cenfocal imases of 
triple·stained bursal sections to identífy ceLLs expressing GH (green, 1st Ab: rabbit anti·cGH 1:200; 2nd Ab: soat anti -rabbit IgG
FITC 1: 100) or vimentin (red, 1st Ab: mAB anti·porcine vimentin 1 :50]; 2nd Ab: goat anti·mouse IgG-TRITC 1: lOO) in bursal 
follieules. Overlap of the eonfoca! imases show secretory dendritie eells eo-expressing GH and vimentin (yellow) mainly in the 
follicular medulla (masniftcation 40 x , bars: 5 Ilm). (f) GH immunoreactivity in presumptive endothelial reticular ceUs (ERCs, arrows) 
in medulla (M) of bursal falUdes (magnification x 40, bar lO}Jm). (S) cytokeratin immunoreactivity in ERes of bursal foltides 
(magnification x 40, lOllm). 
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same (ell type. Between the faWdes, squamous rorticoe
pithelial eells (CEC) were also GH irnrrunoreactive (Figure 5d). 
Within the follicles, GH staining was also present in rregularly 
shape<! epithelial reticular eells (ERC's) in the rreÓJlla [29] 
(Figure 51); these cel~ were also identified by eytokeratin 
labeling (Figure Sg). 

Immunoreactivity against the chicken GH receptor was 
clearly observed in the bursal eortex (Figure 60) and was 
atso associated with intensety stained large cells (corticoe
pitheliaL or immature lymphocytes) near the interstitial 
space and in the connective tissue as well as in the basal 
layer betow the IFE (Figures 6e and 8) , with a distribution 
similar to that deseribed by Hull et al. [25]. No elear GHR 
staining was observed in the bursal rneduUa or in the IFE or 
FAE. When the primary antibod y was omitted (Figure 6b) 
GHR staining was nat observed in any part of the fallides. As 
a posit ive control, livef sections were also analyzed to 
demonstrate the presence of GHR immunoreactivity with 
the antibody employed (Figu res 6c and d) . When s imilar 
bursal sections were treated with the anti-cGH antibody, 
GH·IR was also observed in cells that were rnorphologi 
catty similar to those expressing GHR in these tocations 
(Figures 6h and i). Con local images 01 double·stained 
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sections for cG HR and cGH showed sorne ceUs that co
expressed both antigens in the cortex near the inteñoUi
cutar boUldaries (Figures 6j and k) . 

GH receptor and GH ar locatized in many cortical eel~ below 
the IFE (Fi!Jlre 7a-d), whereas in the rredulla only a lraction 01 
GH expressilg celLs also exrxessed GHR (Figure 7e-.h). 

GH rnRNA was also abUldant and widespread in the bursa 
(Figure Sa) , particu.arly within the bursat folUdes. However, 
in rnarked contrast to the distribution of GH irnmUloreae
tivity, GH mRNA was more abundant in the outer foUicutar 
eortex (Figure 8b, e and 1) tha n in the central medullary 
cornpartment (Figure 8e , e and f) . SimHarly, white no GH-IR 
was present in the comective tissue of the bursa, GH mRNA 
was detected in sorne comective tissue cells, atthough its 
hybridization to the antisense GH riboprobe was weak 
(Figure Sa-c). Likewise , although GH immunoreactivity 
was intense throughout the IFE and FAE , these tissues were 
devoid of staining for GH mRNA, which was, however, 
present in the eonnective tissue below the il'Y'lermost tayer 
01 undillerent iated !FE eells (Figure 8b and e) . The 
specificity of GH mRNA detection in these bursal tissues 
was demonstrated by the absence of staining when using the 
sense probe (Figure 8d). 

Figure 6 Growth hormone receptor (GHR) ancl growth hormone (GH) iTlmunoreaetivity in the bursa of FabridJs of 4-week·o(d 
chiekens. Immunohistochemistry of (a) bursat ( x 10, bar 30 11m) and (e ) Uver ( x 40) sections stained for growth hormone receptor 
(eGHR) with mouse primary polyclonal Ab (CH17, 1:5(0), lollowed by secondary Ab goat anti·mouse IgG-HRP (1 : 100); (b ) bursal and 
(d) Uver sections negattve controts without primary antibody. (e) Another bursat section ( x la, bar: l SlJm) showing cGHR 
immunoreaetivity near the interloUicular bounclaries just aboYe the IFE; (f) a 100 x ampUflcation of the boxed area at the top of (e) 
(bar 10~m); and (g) a 40 x amp(ification 01 the boxed area at the bottorn 01 (e) . (h) 10 x (bar 30~m) and (1) 40 x (bar: 201JlTl) 
amptiflcation of bursal sections stainecl for chicken growth horrnone (cGH) with palyclonal rabbit anti-cGH primary Ab (C-l, 1 :250), 
secondary Ab goat anti-rabbit IgG-HRP (1: 100) showing cGH iTlmunoreactivity near the interlolUcular boundaries. ü) Confocal images 
of double-staned bursal sections to identify cells expressing GH-receptor (green, 1st Ab: rabbit anti-cGH-R 1 :500; 2nd Ab: goat anti
rabbit IgG·mC 1:100) or GH (red, 1st Ab: mAb anti<GH (IH7 hybridoma ascites fluid 1:100]; 2nd Ab: goat antiofllOuse IgG·1RITC 
1: 100) in bursae (40 x ). (k) AA ampliflcation ( x 64) of the overlap of the two confocal figures shows the co·localization of GHR ancl 
GH in the same cells (yeltow). The region where the positive celts appear correspond to the bursal foUicutar cortex. F: bursal falUde: 
C: cortex; M: medutla; BL: basallayer; IFE: interlollicular epithel.ium. 
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Figure 7 Co-localtzation of growth hormone receptor (GHR) and growth hormone (GH) immunoreactivity in the bursa of Fabridus of 
4-week·old chickens by confocal microscopy. Bursal sections were triple stained for Gt-R immunoreacttvity (green) in eortex (a) and 
medulla (e); for GH immunoreactivity (red) in cortex (b) and medulla (f); and for ceH nuclei (blue) in cortex (e) and medulla (g). 
Abundant eo·expression of GHR and GH was observed in the bursal cortex below the IFE (d), whereas on ly a fraetion of GH 
immunoreacttve ee lls eo-localized with GHR immunoreactivi ty in the medulla (h) . bars: 5 lim. 

At higher magnificatian , staining for GH mRNA can be 
clearly seen in individual small rounded cells within the 
connective tissue surrounding a bursal foUicle (Figure 9c 
and d ). As similar cells have irrvnunoreactivity for IgG 

(Figure 9a and b) t hese GH mRNA·expressing cells are likely 
to be migratory lymphocyte cells . ln marked contrast, GH 
mRNA is totally absent in the IFE aboye Ihe blrsal 
connective tissue (FiglJ'"e 9c and d) . 
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Figure 8 Growth hormone (GH) mRNA staining in the bursa of Fabridus of 4-week·old ch ic kens. (a) Strong staining is present in the 
outer cortex of the follides (F), but the medu(la lacks GH mRNA. Weaker staining is present in the connective tissue (CT) undemeath 
the serosa (magnification x 4). (b)A higher magnifi:ation, x 10, of the boxed area in (a). GH mRNA staining (arrow) is shown n the 
CT below the interiollicular epithetium (IFE) and below the outer serosa . (e) A higher magnification, x 20, of the boxed area in (b ). 
(d) No staining;5 seen in the presence of the sense probe (magnificanon x 20). (e) GH mRNA staining in the bursal cortex (C) and in 
the interstitial CT between foUietes (magnification x 20, bar 30~lm ). (f) A higher magnific:ation, x 40, of the boxed area in (E) (bar: 
30 ~UTl). Presumptive lymphocyt:es are ildicated by arrows. Representative of GH mRNA staining in bursas from at least 10 chickens. 

Discussion 

While GH and GH mRNA have previously been 10lXld in 
extracts 01 the bu"a 01 Fabricius [21,23]. the results 01 the 
present study clearty demonstrate, for the first time, their 
celLuLar localization in stromaL and non·stromaL cell types in 
this tissue. 

A significant finding in this study was the discordant 
distribution of GH prote;n and GH mRNA. In non·stromal 
tissues, the GH message was primarily in the bursal cortex, 
which is primarily comprised of B·cell precursors, while the 
protein was mainly in the inner medulla, which contains 
SDCs and the matunng lymphocytes (22) . The expression 01 
the GH gene in the oorsa wolid thus appear to be similar to 
that in the testes , in which GH mRNA is ccntined to 
precursor cells (spermatogonia and primary spermatocytes) 
[32,39) , whereas the GH protein is present in matunng cells 
(secondary spermatocytes and spermatids). This suggests 
that factors related to ceH division stimuLate GH expression 
and that GH has roles in celLular differentiation. S~port ror 
the former suggestion is provided by the observation that a 
suppression o( lyrnphocyte proli(eration was associated with 
a marked deaease in GH expresslon in rat lymphocytes [40) , 
whereas an increase in epithelial cell proli(eration corre
lated with increased GH production (41) . Support lor the 
latter is provided by the GH requirement (or the differ· 
entiation of adipocytes [42,43), osteoblasts [44). Leydig 
cells (45) , chondrocytes (46). granulosa cells [47] and brain 
cortical cells [48). A possible explanation lor the discordant 

distribution of GH and GH mRNA is that there is a specific 
temporal regulation of GH translation at this age, since in 
eartier stages (1 -day to 2-week post-hatching) t here is a 
concurrent express ion of both GH mRNA and GH protein both 
in the medulla and in the cortex. 

Within the immlJ'le system, exogenous GH has been shown 
to have numerous stimulatory roles [49] , induding the 
differentiation of B· lYl'1l'hoid precursQ(s in mouse bone 
marrow cultures [50) . This action , at physiological GH 
levas, was mediated through the ¡nruchon of specific 
transcription factors, such as paired box gene·5 (Pax 5), 
imrnunoglobulin-associated-alpha (1g-alpha/CD79a, 19·betal 
CD79b) and insulin-like growth lactor (IGF)-1. As mRNAs lor 
GH and the GHR are expressed in mouse ~ceUs precursors, 
Sumita et al. [50) conduded that GH induces S-lymphocyte 
differentiation in an autocrine or paracrine manner. A 
similar induction by exogenous GH o( the differentiation in 
the thymocyte progenitors has also been shown in mouse 
bone marrow OJltures [511. Autocrine or paracrine actions of 
GH are thought to be responsible 101' lymphocyte prolilera
tion in rats and humans. since this is blocked in the presence 
o( antisense GH otigonucleotides [40] , anti·GH antibOOies 
[18,52 ,53) and a GH antagonist (15) . As the bll'sa 01 
Fabricius is a source of imm.me stem cells in birds, it is 
there lore poss ible that GH produced within bu "al fo llides 
has a similar autocrine or paracrine role in lymphocyte 
differentiation in immature chicks. This proposal is supo 
ported by con(ocal microscopy analysis showing co·expres· 
sion 01 GH and 19G in S lymphocytes 01 the bu"al cortex and, 
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Figure 9 Growth hormone (GH) mRNA expression and IgG staililg in the bursa of Fabric:ius of 4-week-old ehickens. (a) tgG 
immunoreactivity in lymphocyte cells in the eonnective tissue (eT) below the interfoUieula r epithelium (IFE) (separated by the 
dotted Une , magnification x 40, bar 10 IJm) . (b ) A hi~er magnificat ion, x 100, of the boxed area in (a) . Immunoreactive 
lymphocytes are indicated by arrows. (e) and (d ) GH mRNA staining in presumptive lymphocytes (eells showing similarities in 
morphology and location with those present in the eonnect1ve tissue (eT) below the IFE (a) and (b) , as ndicated by arrows) . 
Magniftcation x 100, bars: 5 jlm. 

to a lesser extent , in medulla (Figures 3 and 4) . The 
distrilution 01 GHR-IR coincided with GH-IR mainly in 
eertain large lYffl>hoid eells near the bursal eortex 
and in the interstitial eonnective tissue (Figures 6 and 7) . 
These cells also expressed GH mRNA and had IgG immunor· 
eactivity (Figure 9). In this location there was eoncordanee 
between GH mRNA and GH expression in the same IgG
producing ceUs. Confocal images showed eo-expression of 
GHR and GH in eells in those loeations , thus suggesting 
autocrine or paracrine actions of GH in lYrTllhoid eet.ls , 
whieh may be involved in B·cell differentiation . On the 
other hand, only some cells showed GHR-IR in the 
bursal medulla (Figure 7), while many had GH-IR, which 
suggests less autocrine or paracrine actions in that loeation. 
While GHRs are present in the bursa of newl.y hatehed 
ehiek.s, they are mainly associated with eomective tissue or 
eorticoepithel ial eells in the interstitial space or with large 
cells that morphologically resemble macrophages [25]. lhis 
contrasts markedly with the presenee of GH in the cortex 
and , to a greater extent , in the mec1JUa of 4-week·old 
ehiek.s. Nevertheless, sinee circulating lymphocytes (that 
express IgM and CDS ant igens) in 6-week-old chicks do 
express the GHR gene and are GHR immunoreactive [27] , the 
eeUular expression of the GHR in the bursa may be age 
related. Indeed , the ability of exogenous GH to induce 
lymphocyte prolileration in 7-8-week-old chickens [54] 
suggests that bursal-deMved cells a re responsive te GH 
stimulation , at least in older birds. It is , however, clXrentiy 

lX'Icertain if this re flects an autocrine or paracrine mechan
ism of GH aetion. 

GH expression in the IgG-produdng lymphocytes located 
in the bursal eortex was demonstrated by two different sets 
of specific ant i·GH antibodies: a polyclonal one raised in 
rabbits (C-1) and a monoclonal one raised in mice (IH7) 
(Figures 3 and 4). Sinc:e these possibly recognize different 
epitopes of the cGH molecule and sinc:e in both cases 
labeling was lost a fter ¡yeadsorbing with rcGH excess , there 
is good support to conclude that GH expression detection in 
these eells was indeed specific. 

Besides lymphocytes some other bursal cell types showed 
GH inmunoreactivity: ERCs, maerophage-like cet.ls, SDCs 
and CECs (Figure 5)_ Ameng them , the first three cell types 
oc:cur in the mec1Jllary region. In particLtar, con focal mages 
showed the co·expression of vimentin and GH in putative 
secretory dendr itic cells (SDCs, Figure 5), thus suggesting 
that GH may be involved in the stimulation of epitheUal 
eell proliferation or in the secretion of a specific bursal 
lactor [37]. 

In addition to lymphoid blXsal tissues, GH was also 
present in the epidermis , IFE, FAE, the epithelium of the 
CM junc:tion, and in fibroblast· like sl4>porting reticular eells. 
It is similarty weU established that epithelial tissues are GH 
inmunoreactive in mammalian immune t issues [2 ,13,201 , as 
weU as in mammary epithetia [55 ,~1 , endometrial epithel ia 
[41] and lung epithelia [57] . The presence 01 GH in these 
stromal ce lls is thought to reflect the local expression or the 
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GH gene and autocrine or paracr ine actions af GH media ted 
through local GHRs . In contrast, GH mRNA was not detected 
in bursal lFE or FAE (Figures 8 and 9). Thus, w hile roles lor 
epithelial GH in thymic immune tuneaon have been 
proposed in mammals [13,20), the l unctional sign ificance 
of epithel ial GH in t he bursa of neonata l chicks is uncertain, 
especiaLLy as the IFE and FAE are devoid a( GHR immunor
eactivity, as shown here and also by results obtained in 
day-old chicks [ 25). There are, however, some large GHR
expressing cel ls in the basal Layer just below the IFE. 

Within the bursa, GH·IR was widespread in stromal and 
non-stroma l celLs. but it is not known ir similar or different 
GH moieties correlate with th is celLuLar distlibution. In 
previous studies, we have shov1'n that the GH immunor
eact ivity in bursal extracts renects the presence af hetera
geneous GH variants t hat differ in molecular size [24] . thus, 
it is possible that dif(erent moieties may be present in 
different cell types , bu t t his requires further investigation. 

In summary, the resu l ts o f this study clearLy show, for the 
first time, the ceUuLar distribut ion of GH and GH mRNA in 
the bursa o f Fabricius of j lNeniLe chickens. In some parts o f 
the bursa (i.e. medulla , IFE, and FAE) there was a 
differentiaL distribution o f the GH protein and its GH mRNA 
transcript , and also of GHR immunoreactivity. However, in 
Lymphoid ceLLs near t he bursaL cortex and t he in tersti tiaL CT 
between foUicles a clear co-expression of GH-IR and GHR-IR 
was f ound as well as t he co-expression of GH·IR and IgG-IR, 
which matched with a simi l ar distribution of GH mRNA in 
those ceUs that aLso co-localized with IgG immunoreact ivi ty. 
These results suggest an autocrine/ paracrine role for GH in 
B-ceU differentiation. The funct ional significance of GH 
gene expression in the bursa should be further studied . 
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