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RESUMEN 

Las acciones neurotróficas de la hormona de crecimiento (GH) en el SNC 

incluyen a la neurogénesis, neuroprotección y neuroregeneración. En la retina, la 

GH promueve el crecimiento axonal, la sinaptogénesis y la sobrevivencia celular. 

Sin embargo, los mecanismos moleculares involucrados en las acciones de la GH 

durante la protección y la regeneración aún no han sido dilucidados. Además de las 

acciones neurotróficas, proponemos que la GH actúa modulando la respuesta 

inflamatoria y por ende limitando la progresión del daño causado por una 

inflamación exacerbada. En retinas de pollos neonatos (in vivo), evaluamos el efecto 

antiinflamatorio de la GH contra la inflamación inducida por lipopolisacárido 

bacteriano (LPS). Para inducir la inflamación, se inyectó intravitrealmente el LPS y 

se indujo respuesta local aguda y se evaluó después de 6 h. Se observó que el LPS 

incrementa la expresión del ARNm de IL1β, IL6, IL8, LITAF, iNOS e IFNγ. La GH 

fue capaz de reducir la expresión de IL1β, IL6, IL8, iNOS e IFNγ en retinas tratadas 

con LPS. Además, la administración intravitreal de LPS decrementó la expresión del 

ARNm del TLR4, pero no tuvo efectos sobre el ARNm de GHR. La coadministración 

de GH+LPS restauró la expresión de TLR4 y no tuvo efectos sobre GHR.  La acción 

de la GH en células microgliales se analizó en la línea celular microglial de ratón 

(SIM-A9), donde se demostró la expresión del receptor a GH (GHR) y se observó la 

reducción de la proteína fosfo-p65, la cual participa en la traslocación del factor NF- 

B al núcleo. En esta línea celular se analizaron los efectos antiinflamatorios de la 

GH inducidos por LPS mediante el análisis de la expresión de moduladores 

inflamatorios. Se observó el LPS incrementa la expresión de IL1β, IL6, TNFα, e 

iNOS, y la coadministración de LPS+GH reduce únicamente la expresión de TNFα, 

pero incrementa a las citocinas antiinflamatorias TGFβ e IL10. En conclusión, la GH 

en la retina tiene efectos sobre la compleja red de comunicación intercelular que 

involucra diversas citocinas pro- y antiinflamatorias.   
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SUMMARY 

Growth hormone (GH) has neurotrophic actions in the CNS that include 

neurogenesis, neuroprotection and neuroregeneration. In the retina, GH promotes 

axonal growth, synaptogenesis, and cell survival. However, the molecular 

mechanisms underlying the protective and regenerative of GH are still largely 

unknown. In addition to its neurotrophic actions, we propose that GH could act by 

modulating the inflammatory response in order to decrease the progression of 

damage. In neonatal chicken retinas (in vivo), we evaluated the anti-inflammatory 

effect of GH against LPS-induced inflammation. To induce retinal inflammation, LPS 

(10 µg) was intravitreally injected to induce a local and acute response that was 

evaluated 6 h after treatment. LPS administration in the vitreous induced a strong 

increase on IL1β, IL6, IL8, LITAF, iNOS and IFNγ. We found that GH was able to 

reduce the expression of IL1β, IL6, IL8, iNOS and IFNγ in LPS+GH co-treaded 

retinas. The intravitreal administration of LPS resulted in a significant decrease of 

TRL4 expression but no effect was observed in GHR mRNA levels. In cells incubated 

with both GH+LPS, the expression of TLR4 was similar to controls but there were 

no effects on GHR.  The effect of GH in microglia was analyzed in a mouse cell line 

(SIM-A9) and we confirmed that GHR is expressed in this model. In addition, GH 

treatments decreased the LPS-phospho-p65 induced immunoreactivity, suggesting 

a decrease in the translocation of NF-B into the nucleus. Anti-inflammatory actions 

of GH against LPS were evaluated through cytokine production in microglia. We 

observed that LPS induced an increase IL1 β, IL6, TNFα, and iNOS mRNAs in SIM-

A9 cells.  Co-treatments with LPS+GH reduced TNFα mRNA levels and increased 

anti-inflammatory cytokine mRNA levels (TGFβ and IL10). In conclusion, GH exert 

actions as a part of a complex intercellular network that includes pro- and anti-

inflammatory cytokines.    
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1. INTRODUCCIÓN 

Las enfermedades degenerativas de la retina son padecimientos que 

generan un grave deterioro en la calidad de vida de los pacientes, las cuales 

incluyen componentes como la muerte neuronal, la neuroinflamación y la 

angiogénesis anormal (Resnikoff et al., 2004; Sapieha et al., 2010; Quingley 2011). 

La amplia diversidad de retinopatías y sus etiologías representan un reto para la 

investigación actual, ya que en muchas de estas afecciones se desconocen a detalle 

los procesos celulares que ocurren durante la progresión de las enfermedades. Sin 

embargo, existen elementos clave que pueden ser controlados tales como la 

excitotoxicidad y la neuroinflamación. Por lo anterior, el entendimiento de 

mecanismos moleculares y tisulares de la fisiopatología de las retinopatías 

neurodegenerativas es indispensable para fundamentar el diseño de nuevos 

tratamientos multifactoriales que permitan prevenir y revertir el daño en la retina. 

Aún es poco lo que se conoce sobre la participación de diferentes neurotrofinas, 

neuropéptidos y hormonas peptídicas que se sintetizan localmente en la retina, 

sobre la fisiología de la visión y el progreso de diferentes retinopatías. Por otra parte, 

las acciones protectoras y regeneradoras de estas proteínas en otros sitios del 

sistema nervioso sugieren que pueden tener una acción relevante en la 

fisiopatología retiniana y ejercer efectos benéficos. Algunos factores de crecimiento 

(v.gr. factor neurotrófico ciliar o CNTF) y neurotrofinas (v.gr. factor neurotrófico 

derivado de cerebro o BDNF) ya se utilizan como tratamiento para prevenir la 

neurodegeneración de la retina (Khalin et al., 2015; Ghasemi et al., 2017).  

La hormona de crecimiento (GH), actualmente se administra en protocolos 

de investigación clínica a pacientes con trauma cerebral, daño en la espina dorsal y 

otras neuropatías en las cuales sus efectos positivos han sido claramente 

evidenciados (Bianchi et al.,2017; Devesa et al., 2015, 2016; Martínez-Moreno et 

al., 2018). Este proyecto busca entender a nivel molecular y celular cómo la GH 

ejerce efectos neuroprotectores, particularmente como un factor limitante de la 

progresión de daño retiniano por inflamación.  
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2. ANTECEDENTES 

2.1 La hormona de crecimiento (GH) y su receptor (GHR) 

La hormona de crecimiento (GH) es el elemento central del eje somatotrópico 

en los vertebrados, tiene una naturaleza peptídica (191 a.a. en la mayoría de las 

especies) y presenta una distintiva heterogeneidad molecular que le confiere una 

amplia diversidad de acciones (Arámburo et al., 1990) que no están restringidas a 

etapas de crecimiento corporal, ya que ahora se sabe que la GH tiene efectos 

múltiples a lo largo de la ontogenia de los organismos (Harvey, 2013). Inicialmente 

las acciones conocidas de la GH se limitaban a la hormona de aporte hipofisiario, la 

cual regula el crecimiento corporal durante el desarrollo; sin embargo, ahora se 

conoce que esta hormona se produce en casi todos los tejidos que originalmente se 

consideraban blanco de su actividad (Harvey, 2010, 2012; Harvey & Baudet, 2014).  

Actualmente, se reconoce que la GH participa como modulador de funciones locales 

en tejidos de los sistemas nervioso, inmune y reproductor, entre otros. Lo cual 

sugiere acciones discretas en los diferentes tipos celulares y tejidos que integran 

los diferentes sistemas (Alba-Betancourt et al., 2013; Ahumada-Solórzano et al., 

2012; Arámburo et al., 2014; Harvey, 2010; Luna et al., 2013; Martínez-Moreno et 

al., 2018). 

Las acciones de la GH se llevan a cabo por medio de la activación de su 

receptor (GHR), el cual se encuentra presente en casi todos los tipos celulares, ya 

sea de manera transitoria durante el desarrollo o permanente en tejidos adultos 

(Dehkhoda et al., 2018). Dicha activación del receptor se dispara a partir de un 

cambio tridimensional de su estructura homodimérica, lo cual genera la 

subsecuente activación de diversas vías de transducción de señales (JAK/STAT, 

MAPK/ERK, PI3k/Akt y Notch) así como la expresión de genes asociados a 

funciones específicas de cada tejido (Dehkhoda et al., 2018; Fleming et al., 2019). 

Las acciones tanto sistémicas como locales de la GH, pueden categorizarse en 

directas e indirectas, estas últimas a partir de la participación de su mediador 

clásico: el factor de crecimiento insulínico tipo 1 (IGF-1) (Chia, 2014). A la fecha, se 

conoce que la GH es capaz de inducir la producción de múltiples factores de 
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crecimiento, citocinas, neuropéptidos, hormonas periféricas y neurotrofinas 

(Resmini et al., 2011; Martínez-Moreno et al., 2018b), que bien podrían ser 

categorizadas como nuevos elementos efectores del eje somatotrópico. 

 

2.2 Neuroprotección 

La neuroprotección es un término amplio que se utiliza para cubrir una 

variedad de estrategias terapéuticas relacionadas con la recuperación y prevención 

de una enfermedad neural (Vadja, 2002; Levin, 2018). La neuroprotección también 

es un término específico relacionado con la prevención de la pérdida de neuronas 

y/o sus conexiones cuando hay una enfermedad neurodegenerativa o que relaciona 

algún tipo de daño en el sistema nervioso (Levin, 2018). 

 

2.2.1 Neuroprotección mediada por la GH en el sistema nervioso central 

y en la retina 

Recientemente se han reportado importantes acciones neuroprotectoras de 

la GH en el sistema nervioso central (SNC) y en la retina (Frago et al., 2011; Bianchi 

et al., 2017; Martínez-Moreno et al., 2018).  Se ha demostrado que el aumento en 

la sobrevivencia en neuronas retinianas inducido por la GH se lleva a cabo a través 

de acciones antiapoptóticas en las cuales participan las vías de transducción de 

señales como JAK/STAT, PI3K/AKT, MAPK/ERK y Notch. Lo anterior de manera 

semejante a lo que ocurre en otros tipos celulares del sistema inmune y reproductor 

(Alba-Betancourt et al., 2013; Luna-Acosta et al., 2015; Martínez-Moreno et al., 

2016; Fleming et al., 2019). Estos descubrimientos se iniciaron a través de estudios 

en los cuales, se inhibían las acciones de la GH durante el desarrollo, lo que 

incrementaba la muerte celular (Sanders et al., 2009, 2011). En la retina, se han 

descrito efectos antiapoptóticos durante el desarrollo a través de técnicas de 

silenciamiento génico e inmunoneutralización de la GH, cabe mencionar que la 

capacidad para prevenir la muerte de células neuroretinianas se conserva en etapas 

posteriores, ya que gran parte de nuestros estudios los hemos realizado en pollos 
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neonatos y hemos comprobado que tanto en estadios embrionarios como en pollos 

neonatales con funcionalidad visual completa se mantienen sus propiedades 

protectoras y parcialmente regeneradoras (Fleming et al., 2019; Sanders et al., 

2008; 2011). De estos hallazgos se desprendieron experimentos que demostraron 

el potencial de aplicar la GH para frenar muerte de células de la retina, y se 

complementaron con la creciente cantidad de literatura que muestra efectos 

neuroprotectores en diferentes modelos experimentales y en pacientes tratados con 

esta hormona (Devesa et al., 2014, 2016; Ávila-Mendoza et al., 2016; Martínez-

Moreno et al., 2016, 2018b, 2019).  

En la retina, la administración de la GH en modelos de daño neural, como es 

el caso de la excitotoxicidad experimental inducida por glutamato y agonistas de 

receptores a glutamato (NMDA [N-metil-D-aspartato] y KA [ácido kaínico]), ha 

aportado evidencias sólidas sobre su potencial terapéutico, ya que es capaz de 

proteger las conexiones neuronales tanto en modelos in vitro como in vivo 

(Martínez-Moreno et al., 2016, 2018b, 2019; Fleming et al., 2016, 2018, 2019). Sin 

embargo, aún se desconocen los mecanismos moleculares, celulares y tisulares 

involucrados en la protección inducida por la GH en la retina. Es importante destacar 

que recientemente se ha demostrado que la GH en la retina es capaz de inducir la 

expresión de marcadores de crecimiento axonal, el establecimiento y protección de 

sinapsis, la síntesis de proteínas antiapoptóticas y de factores de crecimiento que 

revelan una compleja red de comunicación inter- e intracelular con un enorme 

potencial terapéutico (Martínez-Moreno et al., 2016; 2018b; Fleming et al., 2016; 

2018). 

 

2.3 Neuroinflamación 

La neuroinflamación es un proceso inmunológico que ocurre en el SNC y el 

cual puede ser activado por diversas causas entre los que destacan el trauma, 

agentes infecciosos y otras patologías neurodegenerativas (Aguzzi et al., 2013; 

Gelders et al., 2018). La neuroinflamación prolongada y exacerbada puede 

contribuir a la progresión del daño neural afectando la interconexión de las neuronas 
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y que en algunos casos inducen muerte neuronal (Hirsch et al., 2012; Gelders et al., 

2018). La neuroinflamación es un proceso mediado principalmente por células 

gliales (microglías, oligodendrocitos y astrocitos), las cuales en un estado 

homeostático se encargan de mantener el equilibrio entre la acción de factores pro- 

y antiinflamatorios, pero al existir un proceso degenerativo o lesión, este equilibrio 

se rompe promoviendo la producción y acción de las citocinas proinflamatorias 

(Chen et al., 2017; Schain et al., 2017; Shabab et al., 2017).  

 

2.3.1 Neuroinflamación en la retina 

En la retina el proceso inflamatorio, presente en diferentes retinopatías, se 

asocia con la inducción de muerte celular por necrosis y apoptosis, así como de una 

modalidad de muerte que comparte características de ambas, la necroptosis 

(Massengill et al., 2018; Huang et al., 2018). En la necroptosis retiniana y en el 

proceso neuroinflamatorio asociado a este tipo de muerte celular se ha descrito la 

participación de interleucinas y factores proinflamatorios (Huang et al., 2018). 

Inicialmente, la retina fue descrita como un sitio inmunoprivilegiado, en el cual la 

activación de la respuesta inmune sistémica se veía limitada, dada la presencia de 

una barrera hematorretiniana (Pérez et al., 2013; Keino et al., 2018). Sin embargo, 

recientemente se ha reportado que la microglía asociada a la retina es capaz de ser 

un actor crítico durante una respuesta inmune local (Keino et al., 2018). El 

entendimiento de la inflamación de la retina durante el daño excitotóxico, así como 

el de la progresión de este daño por medio de la limitación de la liberación de 

factores proinflamatorios, permitirá explorar el potencial antiinflamatorio de la GH en 

diferentes retinopatías. 

 

2.3.2 Factor nuclear kappa B 

El factor nuclear kappa B (NF-B) es una familia de factores de transcripción 

que coordinan la respuesta inflamatoria, así como la diferenciación, la proliferación 

y la sobrevivencia celular en casi todos los tejidos (Mitchell et al., 2016). El LPS es 
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capaz de activar los receptores tipo Toll 4 (TLR4, por sus siglas en inglés) esto 

desencadena una serie de señales que activan la ubiquitinación de IKKγ, lo cual 

permite que se active la IKKβ, al activarse fosforila la proteína inhibidora unida a 

NF-B, el cual es un heterodímero formado por las proteínas P65/cREL y P50, 

cuando se separa la proteína inhibidora permite la fosforilación de la proteína P65, 

que hace que el factor NF-B se transloque al núcleo, es por eso que la fosforilación 

de la proteína p65 se utiliza como indicador de la activación de la vía de NF-B 

(Guzman-Soto et al., 2016). Cuando esta vía se activa, en la microglía se favorece 

la expresión del fenotipo proinflamatorio M1, el cual se caracteriza por una 

producción exacerbada de citocinas proinflamatorias (Yang et al., 2013). La 

administración de LPS in vivo e in vitro es un modelo experimental que permite 

generar respuestas inflamatorias agudas y rápidas favoreciendo el fenotipo M1, y 

en el caso de la administración intravitreal a concentraciones controladas induce un 

proceso inflamatorio retiniano mediado principalmente por células de la microglía 

(Jang et al., 2007; Catorce et al., 2016; Noailles et al., 2018). Se ha encontrado que 

una disminución de la actividad de NF-B, dada por la inhibición de la expresión del 

ARN mensajero (ARNm) de TLR4 después de un insulto inducido con LPS, produce 

una disminución de la expresión de citocinas proinflamatorias como la interleucina 

1β (IL1β), la interleucina 6 (IL6) y el factor de necrosis tumoral α (TNFα) (Yang et 

al., 2013; Liu et al., 2017). 

Asimismo, se encontró que la administración de la GH puede disminuir la 

actividad de NF-B en macrófagos de tejido adiposo, y cuando se quita la presencia 

de la GH se produce un aumento en la expresión de las citocinas como IL1β, IL6 y 

TNFα (Kumar et al., 2014; Liu et al., 2017) por lo tanto es posible que la GH pudiera 

tener efectos neuroprotectores a través de disminuir la señalización de TLR4/NF-

B.  

 

2.4 Citocinas e interleucinas 

Las citocinas son mensajeros moleculares que permiten comunicarse a las 

células del sistema inmune, son las mayores reguladoras de la inmunidad innata y 
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adaptativa (Holtmann et al., 1995; Conlon et al., 2019). Las citocinas son proteínas 

liberadas por las células inmunes y tienen efectos autocrinos, paracrinos y 

endócrinos, para la regulación del crecimiento, la diferenciación, la muerte celular, 

y la angiogénesis entre otros (Oppenheim, 2001; Ramani et al., 2015). 

 

2.4.1 Interleucina 1 beta 

La IL1β es una citocina proinflamatoria que tiene un papel crucial en la 

regulación de la producción de quimiocinas, citocinas, moléculas de adhesión y 

proteínas inflamatorias en fase aguda (Chen et al., 2014). La IL1 es conocida como 

la citocina clave para la respuesta inmune innata y ha sido descrita como la “citocina 

inflamatoria por excelencia” (Ritvo et al., 2019), esto es debido a que es una citocina 

que casi siempre está involucrada en algún punto de la respuesta inmune e 

inflamatoria (Chen et al., 2014). 

La IL1β es inducible y no constitutiva, es mayormente producida por células 

hematopoyéticas como células dendríticas, monocitos en la sangre, macrófagos de 

tejidos (de Oliveira et al., 2011) y por estímulos externos, como la activación de los 

receptores TLR (Ritvo et al., 2019).  

En la retina, se ha encontrado que un daño con NMDA produce la activación 

de la microglía, se induce la degeneración de células ganglionares y se aumenta la 

expresión de IL1β y TNFα (Takeda et al., 2018). 

 

2.4.2 Interleucina 6 

La IL6 es una glucoproteína de 22 a 27 kDa, secretada por diversos tipos de 

células, como macrófagos, monocitos, eosinófilos, hepatocitos y de la glía, siendo 

TNFα e IL1β potentes inductores de su secreción (de Oliveira et al., 2011; Naruishi 

et al., 2018). La IL6 es una citocina proinflamatoria que activa células inmunes como 

los astrocitos y la microglía, regulando la expresión de algunos neuropéptidos 

posterior a una lesión neuronal, y contribuyendo así a su regeneración (Lambertsen 

et al., 2012; Naruishi et al., 2018; Rose-John 2018). Pero también ejerce 
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propiedades antiinflamatorias durante la lesión, por liberar receptores solubles de 

TNF e IL1AR (de Oliveira et al., 2011). 

La IL6 está involucrada en la inflamación ocular promoviendo actividad 

angiogénica y la inducción de la inflamación en la córnea, iris, retina y conjuntiva 

(Ghasemi, 2016). Ha sido de interés de estudio en retinopatías como la diabética, 

el edema macular diabético, la degeneración macular asociada a la edad (AMD), 

retinitis pigmentosa (RP) y glaucoma (Berge et al., 2019; Jo et al., 2019; Mesquida 

et al., 2019; Mimura et al., 2019). Además de su participación en la respuesta 

inflamatoria de la retina, se ha descrito que el tratamiento con IL6, ante un daño 

excitotóxico, tiene acciones protectoras en la retina sobre las células amacrinas y 

bipolares (Fischer et al., 2015). 

 

2.4.3 Interleucina 8 

La interleucina 8 (IL8) es un miembro de la familia de quimiocinas y es 

producida por diversas células como monocitos, macrófagos y fibroblastos 

(Puthothu et al., 2006).  

La IL8 es una citocina proinflamatoria que regula la respuesta inmune e 

inflamatoria al iniciar y amplificar los procesos inflamatorios (Bilusic et al., 2019; Hua 

et al., 2019). Asimismo, la IL8 promueve la angiogénesis y la fibrosis (Bruscolini et 

al., 2020). Debido a los efectos que tiene la IL8, se ha propuesto como blanco de 

tratamientos antiinflamatorios en traumatismo cerebral (Whalen et al., 2000). 

La IL8 ha tomado de interés en el estudio de AMD, RP, glaucoma, y 

retinopatía diabética, lo anterior debido a la correlación que existe entre el aumento 

de esta interleucina en el humor acuoso y estas enfermedades de la retina (Han et 

al., 2018; Berge et al., 2019; Cheng et al., 2019; Mimura et al., 2019). 

 

2.4.4 Interleucina 10 

La interleucina 10 (IL10) es una potente citocina antiinflamatoria secretada 

por macrófagos (Saxena et al., 2015; Trifunovic et al., 2015). La actividad de IL10 

está mediada por el receptor de IL10 (IL10-R) el cual pertenece a la familia de 
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receptores de citocina de clase II (de Oliveira et al., 2011; Trifunovic et al., 2015). 

La producción de IL10 se reduce por citocinas como la interleucina 4 (IL4), la 

interleucina 13 (IL13), el IFNγ, y también por su propia autoregulación (de Oliveira 

et al., 2011); por el contrario, la ausencia de IL10 puede resultar en una producción 

excesiva de citocinas proinflamatorias como IL1β e IL6 (Rutz et al., 2016). 

En la retina, la IL10 ha sido asociada a reacciones antiinflamatorias, pues 

disminuye la inflamación y favorece la sobrevivencia celular en diferentes modelos 

de ratón, favoreciendo el fenotipo M2 de macrófagos (Morita et al., 2018; Pulido et 

al., 2018). 

 

2.4.5 Factor de necrosis tumoral alfa (α) 

El TNFα es considerado canónicamente como una citocina proinflamatoria 

involucrada en la respuesta inmune innata y un potente inmunomediador (Tezel et 

al., 2001; Costa et al., 2012; Olmos et al., 2014). Es producido principalmente por 

monocitos, macrófagos y linfocitos T, también está presente en las neuronas y 

células de la glía (de Oliveira et al., 2011). 

El TNFα puede tener un rol proinflamatorio y proapoptótico cuando activa la 

vía de señalización mediante TNFR1, así como puede ser antiinflamatorio y pro-

sobrevivencia cuando señaliza mediante el receptor TNFR2 (Costa et al., 2012; 

Becher et al., 2017).  

En el sistema nervioso central sano, el TNFα tiene funciones reguladoras 

cruciales en procesos fisiológicos como la plasticidad sináptica, aprendizaje y 

memoria, sueño y fortalecimiento sináptico inducido por astrocitos (Olmos et al., 

2014). En condiciones patológicas, los astrocitos y principalmente la microglía libera 

grandes cantidades de TNFα; esta producción de novo es un componente 

importante de la respuesta inflamatoria que ha sido asociada a diversos desordenes 

neuronales (Olmos et al., 2014). 

En la retina, se ha reportado que en pacientes con AMD, RP, glaucoma y 

cataratas existe un aumento de la producción TNFα intraocular que tiene como 

consecuencia un incremento en la producción de citocinas (Berge et al., 2019). El 

TNFα incrementa la producción de moléculas inflamatorias en células endoteliales 
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vasculares de la retina (Han et al., 2018). Esta citocina ha adquirido interés en su 

estudio por su influencia en diferentes patologías en la retina como AMD, oclusión 

de vena retinal (RVO), y glaucoma (Cheng et al., 2019; Zeng et al., 2019). Así 

también, se ha encontrado que el TNFα contribuye a la degeneración axonal y a 

cambios gliales observados en nervios ópticos de pacientes con SIDA. Así mismo, 

se ha encontrado evidencia de que el TNFα tiene un rol en la neurodegeneración 

en el glaucoma (Tezel et al., 2001). 

 

2.4.6 Factor inductor de TNFα por LPS 

El factor inductor de TNFα por LPS (LITAF por sus siglas en inglés) es un 

mediador de la respuesta inflamatoria local y sistémica el cual actúa como activador 

transcripcional para el TNFα (Bushell et al., 2011; Moshal et al., 2019). El LITAF es 

expresado en tejidos linfoides incluyendo los leucocitos, los ganglios linfáticos, y en 

órganos no linfoides, como la placenta y el hígado, en humanos y ratones (Hong et 

al., 2006). 

Se sabe que, la estimulación con LPS en macrófagos induce la producción 

de LITAF seguido por la unión LITAF al promotor del gen de TNFα, aumentando la 

transcripción, traducción y secreción de TNFα (Hong et al., 2006; Bushell et al., 

2011). 

En contraste con los mamíferos, es muy poco lo que se conoce acerca del 

TNFα en pollos. Este gen no se encuentra en el banco de genes del NIH, pero es 

importante destacar que sus receptores sí se encuentran en aves (Takimoto et al., 

2008; Martínez-Moreno et al., 2019), por lo que es probable que el ligando tenga 

una divergencia importante que ha impedido hasta ahora su identificación. Por lo 

que se ha propuesto el uso de factores reguladores o asociados a el TNFα para el 

estudio de éste de manera indirecta, entre los cuales se encuentra el LITAF, ya que 

es un factor clave en la regulación transcripcional específica del TNFα (Hong et al., 

2006; Sundaresan et al, 2007).  
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2.4.7 Factor de crecimiento transformante beta 

El factor de crecimiento transformante beta (TGFβ) es una citocina 

multifuncional y esencial para la sobrevivencia, el desarrollo y la inflamación (Clark 

et al., 1998). La señalización de TGFβ está involucrada en múltiples procesos 

celulares, incluyendo la proliferación, la apoptosis, la migración, la adhesión y la 

angiogénesis (Li et al., 2019; Chen et al., 2020). El TGFβ juega un rol esencial en 

la homeostasis de las células inmunes, presenta propiedades inmunorreguladoras 

que le dan propiedades antiinflamatorias a esta citocina (Zhou et al., 2003; Schimidt-

Weber et al., 2006; Hanna et al., 2019). Se ha reportado que los astrocitos producen 

TGFβ para la modulación de la neuroinflamación potenciando la producción de 

citocinas (Hamby et al., 2006; Huh et al., 2017). En la retina TGFβ regula la 

proliferación de las células de Müller y la regeneración en la retina del pez cebra 

(Lee et al., 2020). 

 

2.4.8 Interferón gamma  

Los interferones son una familia de citocinas que tienen actividad biológica, 

incluyendo efectos antivirales, la regulación del crecimiento y diferenciación celular, 

y la modulación de la respuesta inmune (Mahalingam et al., 2001). Existen dos tipos 

de interferones, en el tipo 1 están el IFNα y el IFNβ, estos se caracterizan por sus 

propiedades antivirales. En el tipo 2 está el interferón gamma, el cual se caracteriza 

por ser activado por un estímulo inmune e inflamatorio (Mahalingam et al., 2001; 

Ikeda et al., 2002). 

El interferón gamma (IFNγ) es una citocina que tiene un papel crítico en la 

promoción de la respuesta inmune y procesos inmunopatológicos (Ikeda et al., 

2002; Sitalaksmi et al., 2019). El IFNγ es un potente activador de macrófagos para 

la defensa antiviral y antibacterial en el cuerpo teniendo efectos proinflamatorios 

(Cantell et al., 1996; Khoury et al., 2020). 

En el SNC el IFNγ tiene efectos en la neurodegeneración y 

neuroregeneración. Sin embargo, hay muy pocos estudios del IFNγ y enfermedades 
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oculares, aunque se tiene un gran interés puesto que se presenta en el vítreo con 

RVO (Ehlken et al., 2015; Zeng et al., 2019). 

 

2.4.9 Sintetasa inducible de óxido nítrico 

El óxido nítrico (NO) es un efector del sistema inmune innato, se sintetiza por 

la enzima óxido nítrico sintetasa (Lowenstein et al., 2004). Una de las isoformas del 

óxido nítrico sintetasa es la óxido nítrico sintetasa inducible o inflamatoria (iNOS) 

(Minhas et al., 2019). La iNOS es expresada en respuesta a un estímulo 

proinflamatorio/bacterial, como puede ser a una serie de citocinas proinflamatorias 

como IL1β, TNFα, IFNγ y el LPS (Won et al., 2004; Minhas et al., 2019). Esta 

respuesta inmune es dada por el mecanismo de defensa de los macrófagos (Minhas 

et al., 2019). La iNOS es expresada en varios tipos celulares incluyendo las células 

del músculo liso, los macrófagos, los keratinocitos, los hepatocitos y la microglía 

(Won et al., 2004). En la retina, iNOS induce la respuesta de la microglía a 

mediadores de inflamación (Sierra et al., 2014). 

 

2.5 Factores de crecimiento, citocinas y GH en la retina 

La retina es un sitio de expresión de factores de crecimiento que han sido 

asociados con efectos neurotróficos, entre estos se encuentran la proteína 

morfogénica ósea 4 (BMP4), el factor neurotrófico ciliar (CNTF), el factor de 

crecimiento transformante alfa (TGFα), el factor de crecimiento nervioso (NGF), el 

factor de crecimiento de fibroblastos 2 (FGF2), el factor de crecimiento epidérmico 

(EGF) y algunos resultados preliminares indican que la GH puede inducir cambios 

en la expresión de algunos de estos péptidos (Balderas-Márquez, 2018). Se ha 

descrito que algunos de estos factores y algunas neurotrofinas, como BDNF y 

neurotrofina-3 (NT3) pueden reducir la neuroinflamación mediante la regulación de 

la expresión de citocinas, interleucinas y factores proinflamatorios (Linker et al., 

2002; Tzeng et al., 2005; Zhang et al., 2014; Li et al., 2016; Zhang et al., 2016).  

Asimismo, se ha encontrado un efecto de la GH en la expresión de citocinas. 

La GH puede disminuir la activación de la vía NF-B produciendo una disminución 
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en la expresión de citocinas proinflamatorias como IL1β y TNFα, en macrófagos 

aislados de tejido adiposo de ratón estimulados con LPS (Kumar et al, 2014). 

Existen datos que sugieren acciones del eje somatotrópico en diferentes 

tejidos, efectuadas por factores de crecimiento (v. gr. proteínas morfogénicas óseas) 

(Resmini et al., 2011). La expresión local de esos péptidos apunta a la existencia de 

una red de comunicación celular que involucra acciones endócrinas, paracrinas y 

autocrinas, aunque la información que se tiene acerca de las interacciones es muy 

limitada (Fleming et al., 2016). Recientemente se determinó que la GH es capaz de 

aumentar la expresión de IGF-1, su mediador clásico, y también los niveles de 

expresión de NT3 y BDNF (neurotrofinas clásicas) en la retina (Martínez-Moreno et 

al., 2014, 2018, 2018b). 

 

2.6 Microglía en la retina 

La microglía es el macrófago residente del SNC y está asociada con la 

regulación de la respuesta inmune (Ginhoux et al., 2010). En la retina existen 

diversas células gliales, entre los cuales se encuentra la microglía, las células de 

Müller, los astrocitos, entre otros dependiendo la especie (Karlstetter et al., 2015). 

Una de las funciones de la microglía es que tiene una participación en la 

comunicación con las células de Müller para mantener la homeostasis a través de 

regular la producción de diferentes factores neurotróficos como NT3 y BDNF, pero 

además otras proteínas que tejen una red comunicación intercelular altamente 

compleja (Karlstetter et al., 2010, 2015). 

La microglía es denominada como “jardinera o colectora de basura” en el 

SNC (Wang et al., 2016; Garden et al., 2006). Entre las propiedades de la microglía 

se encuentra su potencial de liberar diversos factores que directa y/o indirectamente 

promueven la regeneración del sistema nervioso lesionado (Wang et al., 2016). La 

activación de la microglía es un marcador para diversas retinopatías y es una rápida 

alerta para varios disparadores asociados a la apoptosis y degeneración de células 

retinales (Karlstetter et al., 2015). 
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3. JUSTIFICACIÓN 

El daño y la muerte de neuronas retinianas por enfermedades degenerativas, 

trauma o infecciones conlleva un deterioro en la visión afectando drásticamente la 

calidad de vida. La prevención y protección terapéutica de células retinianas a través 

de la administración de factores neurotróficos es una estrategia que ha demostrado 

resultados prometedores (Guymer et al., 2019). Sin embargo, muchos de los 

mecanismos moleculares y celulares que ocurren para llevar a cabo los efectos 

benéficos durante el tratamiento con agentes neurotróficos son aún desconocidos. 

La identificación de factores con potencial terapéutico, antiinflamatorios y el 

entendimiento de las cascadas e interacciones moleculares que disparan estos 

agentes neurotróficos es fundamental para desarrollar tratamientos integrales que 

permitan prevenir y tratar retinopatías degenerativas (Haritoglu et al., 2020; Mansour 

et al., 2020). El incremento de literatura sobre la aplicación de la GH en pacientes 

con daño neural y de información básica respecto a sus acciones benéficas en 

modelos experimentales (Hatton et al., 2006; Nylander et al., 2010; McGinley et al., 

2016; Bianchi et al., 2017; Cuatrecasas et al., 2018), permite plantear preguntas 

sobre los mecanismos implicados en dichos efectos positivos.  

Se busca estudiar los mecanismos moleculares asociados a la inflamación 

de la retina para desarrollar nuevas estrategias terapéuticas. Este trabajo utiliza el 

modelo de inducción de inflamación en tejido nervioso por medio de la 

administración del LPS tanto en retina de pollo neonato, así como en la línea celular 

SIM-A9 de ratón como modelo experimental para el estudio de la fisiología de la 

microglía. Los pollos son animales precociales, por lo tanto, al nacer su SNC está 

completamente desarrollado, incluidas la retina, aunque crecen de tamaño durante 

el desarrollo su fisiología se mantiene estable. Esto hace que los experimentos 

puedan ser realizados en pollos de un día puesto que son fáciles de trabajar, y es 

un modelo que se tiene plenamente establecido y caracterizado. 

Es importante hacer notar, que, en la inflamación de la retina, la microglía se 

ha descrito como el tipo celular modulador de este proceso, de ahí el interés de los 

efectos de la GH sobre esta estirpe celular.  
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4. HIPÓTESIS 

 La acción antinflamatoria de la GH disminuye citocinas proinflamatorias e 

inhibe a la vía de señalización de NF-B inducida por LPS en células de la retina.   

 

Esquema 1. Hipótesis general ilustrada. 

4.1 Hipótesis particulares 

I. La GH disminuye el ARNm de citocinas proinflamatorias como IL1β, 

IL6, LITAF (TNFα), IL8, iNOS e IFNγ inducidas por LPS en la retina. 

II. La GH inhibe la fosforilación de la proteína p65 en la vía de 

señalización de NF-B inducida por LPS en la línea celular SIM-A9 

(microglía de ratón). 

III. La GH reduce los niveles de ARNm de citocinas inflamatorias como 

IL1β, IL6, TNFα, iNOS y aumenta a IL10 y TGFβ en células SIM-A9 

tratadas con LPS. 
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5. OBJETIVOS 

5.1 Objetivo General 

Evaluar el efecto de la administración intravitreal de la GH sobre el ARNm de 

citocinas pro- y antiinflamatorias, y la inhibición de la vía de señalización de NF-B 

inducida por LPS en células de la retina.  

 

5.2 Objetivos particulares 

• Evaluar el efecto de la GH sobre el ARNm de IL1β, IL6, IL8, LITAF (TNFα), 

iNOS, IFNγ y de los receptores TLR4 y GHR inducido por LPS en la retina de 

pollos neonatos. 

• Determinar si la GH inhibe la presencia de la proteína fosforilada p65 la cual 

participa en la vía de señalización NF-B y la cual es activada por la 

administración de LPS en la línea celular microglial SIM-A9. 

• Evaluar el efecto de la GH sobre el ARNm de IL1β, IL6, TNFα, iNOS, IL10 y 
TGFβ inducido por LPS en la línea celular SIM-A9.  
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6. DISEÑO EXPERIMENTAL 

6.1 Análisis del efecto de la GH sobre el ARNm de citocinas inducido 

por una inyección intravitreal de LPS en la retina de pollos neonatos 

 
Esquema 2. Método de análisis del efecto de la GH sobre ARNm de citocinas inducido por 
LPS en la retina de pollos neonatos. 
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6.2 Análisis del efecto de la GH sobre la vía de señalización de NF-B 

inducida por LPS en células microgliales de la línea celular SIM-A9 de 

ratón 

 
Esquema 3. Método de análisis del efecto de la GH sobre la vía de señalización de NF-B. 

 

6.3 Evaluación del efecto de la GH sobre el ARNm de citocinas inducido 

por LPS en células de la microglía de la línea celular SIM-A9 de ratón 

 
Esquema 4. Método de evaluación del efecto de la GH sobre el ARNm de citocinas inducido 
por LPS en la línea celular SIM-A9.  
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7. METODOLOGÍA 

7.1 Modelo experimental en pollos neonatos 

En pollos neonatos (de 1 día post eclosión) se administraron los tratamientos  

de 300 ng de GH de pollo y/o 10 µg de LPS en 10µl de solución salina por vía 

intravítrea bajo anestesia (2.2 mg/kg de ketamina y 1 mg/kg de xilacina) y se 

sacrificaron por decapitación, lo anterior acorde al procedimiento previamente 

aprobado por el comité de bioética de Instituto de Neurobiología con el número de 

aprobación 122A (Martínez-Moreno et al., 2018) y siguiendo los lineamientos de la 

Asociación de Investigación de la Visión y Oftalmología (ARVO, por sus siglas en 

inglés). 

 

7.2 Cultivo de células SIM-A9 (línea celular de microglía de ratón) 

Algunas células de la línea celular de  microglía de ratón inmortalizadas 

espontáneamente (SIM-A9, Spontaneously Immortalized Microglia ) (Nagamoto-

Combs et al., 2014), fueron cultivadas en DMEM (Gibco, Grand Island, NY, USA) 

con D-glucosa (4.5 g/l), L-glutamina y piruvato de sodio (100 mg/l), suplementado 

con suero fetal bovino (FBS) al 10% (Gibco, Grand Island, NY, USA), bajo una 

atmósfera de 5% 𝐶𝑂2/ 95% 𝑂2 a 39 °C en una incubadora con camisa de agua 

(UNAIRE US Auto Flow) (Zhang et al., 2018). Las células fueron subcultivadas 

desde un matraz de 4 ml en 2 matraces de 4 ml cada uno, cada 2-3 días (hasta 

obtener 80-95% de confluencia). Los tratamientos fueron administrados en células 

cultivadas en platos de 6 pozos (Corning, New York, USA). Las células SIM-A9 

utilizadas para experimentos fueron aquellas obtenidas únicamente entre el pasaje 

8 y el 20, a fin de asegurar la preservación de su fenotipo. Los exámenes 

morfológicos se realizaron diariamente observando células con forma redonda sin 

procesos, descartando los cultivos con crecimiento anormal, esta línea celular ha 

sido caracterizada y conserva las características de la microglía, por ejemplo, la 

expresión de iba1, CD68 y la producción de citocinas (Nagamoto-Combs et al., 

2014; Dave et al., 2020). 
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7.3 Cuantificación de proteínas 

Se utilizó el método de Bradford para cuantificar la concentración de 

proteínas totales en las muestras obtenidas de los cultivos de células SIM-A9. Se 

hicieron los extractos de proteínas por homogenización y sonicación en presencia 

de un coctel inhibidor de proteasas (Mini-complete, Roche, Mannheim, Germany). 

Se hizo una curva patrón por duplicado, utilizando BSA como proteína de referencia 

(albúmina de suero bovino). Los intervalos de las concentraciones utilizadas fueron 

de 0 a 20 μg/ml. El volumen final de las muestras con agua desionizada fue de 800 

μl, y se adicionaron 200 μl del reactivo de Bradford (Bio-Rad, Laboratories, Inc., 

Hercules, CA). Una vez hecha la mezcla se incubó durante 20 min a temperatura 

ambiente. Después se cuantificó en el espectrofotómetro de luz UV/Vis con una 

longitud de onda de 595 nm (Beckman Coulter DU 730) (Bradford 1976). 

 

7.4 Western blot 

Se hizo un análisis electroforético unidimensional en geles de acrilamida 

(10%) en presencia de dodecil sulfato de sodio (SDS), utilizando condiciones 

reductoras (en presencia de β-mercaptoetanol [Bio-Rad Laboratories, Inc., 

Hercules, CA]), solubilizando 30 μg de proteína de las muestras en un volumen total 

de 30 μl. Se hizo la electroforesis con un amortiguador de corrida con TRIS-base 25 

mM (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA), glicina 192 mM (Bio-Rad 

Laboratories, Inc., Hercules, CA), SDS 5 g/L (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, 

CA), a pH 8.3.  

Una vez terminada la electroforesis, se equilibraron los geles y las 

membranas de nitrocelulosa en amortiguador de transferencia compuesto de TRIS 

25 mM (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA), glicina 192 mM (Bio-Rad 

Laboratories, Inc., Hercules, CA), metanol 20% (Baker), a pH 8.3. Se realizó la 

electrotransferencia a las membranas de nitrocelulosa (Bio-Rad Laboratories, Inc., 

Hercules, CA) durante una hora, aplicando 200 mA en amortiguador de 

transferencia. Posteriormente, las membranas se bloquearon con leche 

descremada al 5% (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, Cat. No. 170-6404) 



32 

 

en TBS (TRIS 100 mM, NaCl 2.5 M, pH 7.5), durante una hora y se hicieron 3 

lavados subsiguientes con TTBS (Tween 20 [Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, 

CA] al 0.05% en TBS).  

Se llevó a cabo la inmunotinción de la proteína de interés, incubando con el 

correspondiente anticuerpo diluido con leche descremada al 1% durante toda la 

noche a 4 °C. Se utilizaron los siguientes anticuerpos primarios: anti-p65 (Phospho-

NF-B p65, Cell signalling Massachusetts, USA, 1:3000); anti-β-Actina (β-Actina, 

Santa Cruz Biotechnology, CA, USA, SC-47778, 1:3000). Posteriormente se lavaron 

las membranas con TTBS, 3 veces, en intervalos de 10 min. 

Luego se incubó durante 2 h con el anticuerpo secundario anti-IgG de conejo 

[1:5000] conjugado con peroxidasa de rábano; o el anti-IgG de ratón [1:5000] 

conjugado con peroxidasa de rábano, diluido con leche descremada al 1% en TTBS, 

a temperatura ambiente. Posteriormente, se enjuagaron tres veces las membranas 

con TTBS, en intervalos de 10 min. Finalmente, las proteínas inmunorreactivas 

fueron reveladas utilizando un sustrato ECL quimioluminiscente (Amersham-

Pharmacia, Buckinghamshire, UK), colocando las membranas en un cassette para 

revelado (Kodak) y exponiéndolas a una película fotográfica (BioMax de Kodak ML) 

en la oscuridad (Towbin et al., 1979). Se llevó a cabo el análisis densitométrico de 

los luminogramas empleando el programa Image Lab (Bio-Rad Laboratories, Inc., 

Hercules, CA). 

 

7.5 Extracción de ARN total 

El ARN total se aisló siguiendo las instrucciones del kit Direct-zol RNA 

MiniPrep Plus (Zymo Research Corp., Irvine, CA, USA).  

Para la extracción de ARN de tejido, primero se cortaron los ojos a la mitad, 

y a estos se les adicionó 1 ml de TRIzol (Invitrogen, Life technologies, CA, USA), se 

procedió a la homogeneización del tejido utilizando un homogeneizador (Polytron, 

PCU11), se centrifugaron las muestras a 10,000 r.p.m. en una centrifuga a 20 °C 

(Sorvall RMC) por 5 min y se recogió el sobrenadante en un microtubo de 1.5 ml, 
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se adicionó 500 µl del extracto de tejido y 500 µl de TRIZOL (Invitrogen, Life 

technologies, CA, USA), y 200 µl de cloroformo (Sigma, SL, Missouri, USA), se agitó 

durante 1 min, y se centrifugó a máxima velocidad a 14,000 r.p.m. en una centrifuga 

a 20 °C (Sorvall RMC). Se obtuvo el sobrenadante y se continuó con el protocolo 

del kit de extracción de ARN. 

Para la extracción del ARN de las células, a 3 pozos se le añadió 400 μl de 

TRIzol (Invitrogen, Life technologies, CA, USA) y con este volumen se continuó con 

el protocolo del kit de extracción de ARN.  

Para continuar con el protocolo, se adicionó un volumen igual de etanol (95-

100%; Baker, México), y la mezcla se transfirió a una columna en un tubo colector 

y se centrifugó a 10,000 r.p.m. en una centrifuga (Sorvall RMC) a 20 °C. Se hizo un 

tratamiento con DNasa en la columna, se agregaron 400 μl de amortiguador de 

lavado para ARN, en la columna y se centrifugó a 10,000 r.p.m. en una centrífuga a 

20 °C (Sorvall RMC). Posteriormente se añadió 400 μl de la solución de pre-lavado 

Direct-zol ARN a la columna y se centrifugó a 10,000 r.p.m. a 20 °C, este paso se 

repitió dos veces. Se añadió 700 μl de amortiguador de lavado ARN a la columna y 

se centrifugó durante 2 min para remover completamente el amortiguador; una vez 

que se descartó el líquido se volvió a centrifugar a máxima velocidad a 14,000 r.p.m. 

en una centrífuga a 20 °C (Sorvall RMC) para remover todo el amortiguador de la 

columna. Posteriormente se transfirió la columna a un tubo Eppendorf de 1.5 ml, 

libre de RNasa. Para eluir el ARNm pegado a la columna se añadieron 50 μl de 

agua libre de ADNasa y ARNasa directamente a la resina y se centrifugó, 

obteniendo así el ARN total de las células (Zymo Research, Manual Direct-zol RNA 

MiniPrep”). Finalmente se cuantificó la concentración de ARNm utilizando el 

espectrofotómetro Nanodrop (Thermo Scientific, ND-2000). 

 

7.6 Síntesis de ADN complementario (ADNc) 

El ADNc (ADN Complementario) se generó a partir del ARN total obtenido de 

las retinas y las células SIM-A9, incubándolo en presencia de 1 μl de oligos DT (10 

mM), 1 μl de hexámeros (Thermo Scientific), 1 μl de dNTP’s (Thermo Scientific, 
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Lithuania) y 8 μl de amortiguador de reacción 5x (TRIS-HCl [50 Mm, pH 8.3], KCl 

[75 mM], MgCl2 [3 mM] y DTT [10 mM]; Promega, Madison, WI, USA), luego esta 

mezcla se incubó a 65 °C durante 5 min, se sacaron los tubos, se puso en hielo y 

se agregó 0.25 μl de RNAsa Out, 4 μl DTT (0.1 M; Invitrogen) y 1 μl de transcriptasa 

reversa (200 U/μl; Promega, Madison, WI, USA) y se incubó a 42 °C por 60 min, 

posteriormente a 70 °C por 10 min y finalmente a 4 °C. 

 

 

7.7 Reacción en cadena de la polimerasa cuantitativo (qPCR) 

La expresión de ARNm en las retinas y las células SIM-A9 se analizó 

mediante la técnica PCR en tiempo real (qPCR) en el termociclador StepOne Real 

Time PCR System (Applied Biosystems Foster, CA, USA), utilizando 5 μl de Maxima 

SYBR Green qPCR Master Mix (2x) (Maxima, Thermo Scientific, Waltham, MA, 

USA), con un volumen final de 10 μl, conteniendo también los oligonucleótidos (5’-

3’ y 3’-5’) 0.5 μl de cada uno (Tabla 1), y 3 μl ADNc (diluido según las condiciones 

óptimas estandarizadas,1:3 para los genes blanco; 1:10 el gen constitutivo 18S de 

ratón; 1:20 el gen constitutivo 18S de pollo: 1:10 el gen de la superóxido dismutasa 

(SOD) ).  

La reacción fue realizada bajo las siguientes condiciones, 10 min a 95 °C; 40 

ciclos de 15 segundos a 95 °C, 30 segundos a 60 °C, 30 segundos a 72 °C; y 

finalizando con una curva de fusión. Después se analizaron los resultados utilizando 

el programa StepOne Software v2.3 (Applied Biosystems, Foster, CA, USA), y se 

obtuvo una cuantificación del producto de qPCR a partir de la determinación de 

doble delta Ct, usando como referencia al gen de expresión constitutivo 18S o SOD 

(Kozera et al., 2013). 
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Nombre 

del primer 

Tamaño 

(bp) 

Secuencia  Ciclos #Acceso/ 

Referencia 

c18Sq   F 

R 
100 

CTCTTTCTCGATTCCGTGGGT 
40 

XR_00307

8044.1 TTAGCATGCCAGAGTCTCGT 

cSODq  F 

             R 
146 

TTACAGCTCAGGTGTCGCTTC 
40 

NM_20421

1.1 ACCAAAGTCACGTTTGATGGC 

cIL1β    F 

R 
660 

ACAGAGATGGCGTTCGTTCC 
40 

NM_20452

4.1 CAGGCGGTAGAAGATGAAGC 

cIL6q    F 

R 
106 

AAATCCCTCCTCGCCAATCT 
40 

NM_20462

8.1 CCCTCACGGTCTTCTCCATAAA 

cLITAF  F 

R 
149 

GAGCAGGGCTGACACGGAT 
40 

NM_20426

7.1 GCACAAAAGAGCTGATGGCAG 

cIL8q    F 

R 
301 

ATTCAAGATGTGAAGCTGAC 
40 

NM_20549

8.1 AGGATCTGCAATTAACATGAGG 

ciNOSq F 

R 
195 

CCAGCTGATTGGGTGTGGAT 
40 

NM_20496

1.1 TACAGCCTTGGCCAAAATGC 

cIFNγq  F 

R 
71 

GTGAAGAAGGTGAAAGATATCATGGA 
40 

NM_20514

9.1 GCTTTGCGCTGGATTCTCA 

cTRL4q F 

R 
190 

AGTCTGAAATTGCTGAGCTCAAAT 
40 

NM_00103

0693.1 GCGACGTTAAGCCATGGAAG 

cGHRq F 

R 
181 

ACTTCACCATGGACAATGCCTA 
40 

NM_00100

1293.1 GGGGTTTCTGCCATTGAAGCTC 

 

Tabla 1. Lista de secuencias de oligonucleótidos iniciadores (primers) de pollo. 
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Nombre 

del primer 

Tamaño 

(bp) 

Secuencia  Ciclos #Acceso/ 

Referencia 

h18Srq  F 

R 
159 

ACCCGTTGAACCCCATTCGTGA 
40 

XR_87712

0.2 GCCTCACTAAACCATCCAATCGG 

mIL1βq F 

R 
89 

GCAACTGTTCCTGAACTCAACT 
40 

NM_00836

1.4 ATCTTTTGGGGTCCGTCAACT 

mIL6q   F 

R 
101 

CCAGTTGCCTTCTTGGGACT 
40 

NM_00131

4054.1 GGTCTGTTGGGAGTGGTATCC 

mTNFα F 

R 
67 

CTCCAGGCGGTGCCTATGT 
40 

NM_00127

8601.1 GAAGAGCGTGGTGGCCC 

mTGFβ F 

R 
67 

CCCGAAGCGGACTACTATGC 
40 

NM_01157

7.2 ATAGATGGCGTTGTTGCGGT 

miNOSqF 

R 
51 

CGAAACGCTTCACTTCCAA 
40 

NM_00131

3922.1 TGAGCCTATATTGCTGTGGCT 

mIL10q F 

R 
104 

AGAAAAGAGAGCTCCATCATGC 
40 

NM_01054

8.2 TTATTGTCTTCCCGGCTGTACT 

mGHRqF 

R 
264 

CCACCCAATGCAGATGTTCT 
40 

NM_00128

6370.1 CTGGATATCTTCTTCACATGCTTCC 

 

Tabla 2. Lista de secuencias de oligonucleótidos iniciadores (primers) de ratón. 

 

7.8 Análisis estadístico 

Los datos obtenidos se graficaron como la media ± error estándar. Se realizó 

la prueba de D’Agostino & Pearson para verificar que los datos de los grupos fuesen 

normales. El análisis estadístico utilizado fue ANOVA seguido de una prueba post 

hoc de Fischer’s LSD para la comparación de entre 3 o más grupos contra el control, 

así como para las comparaciones múltiples. Esto se realizó con ayuda del software 

GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, EUA) y las gráficas resultantes se 

muestran en el siguiente apartado.  
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8. RESULTADOS 

8.1 Efecto del daño con LPS en la expresión del ARN mensajero de IL6 

y LITAF en retina de pollo a 6 y 24 h 

Con la intención de establecer el tiempo óptimo para el estudio de citocinas 

proinfamatorias en respuesta a LPS, se seleccionaron 2 marcadores de inflamación 

(de alta y baja expresión) y se analizaron 2 tiempos (6 y 24 h) acorde a lo reportado 

en la literatura (Tang et al., 2018; Yuan et al., 2019). La figura 1 muestra el efecto a 

6 y 24 h después de la inyección intravitreal de LPS en el día P1 sobre la expresión 

de IL6 y LITAF (marcador de la acción de TNF y LPS). En la figura 1A se puede 

observar un aumento significativo (P<0.01) de la expresión del ARNm de IL6 a las 

6 h después del tratamiento. De manera similar, en la figura 1B se puede ver un 

aumento significativo (P<0.0001) de LITAF (gen responsivo a TNF inducido por 

LPS) con respecto a su control a las 6 h después del daño. Se encontró que a 6 h 

post tratamiento los cambios en la expresión de estas citocinas proinflamatorias en 

la retina de pollos neonatos administrados con LPS tienen su nivel máximo. 

 
Figura 1. Efecto inflamatorio de la administración de LPS intravitreal a las 6 y 24 h. 
Expresión de A: IL6 y B: LITAF, con respecto a SOD en retinas de pollo tratadas con LPS 
(10 µg) mediante una inyección intravitreal. Ctrl: control. Unidades en horas (h) y fold 
(expresión relativa de ARNm). Cada barra representa la media ± error estándar, n=3 
animales, **P<0.01, ****P<0.001. Determinado por ANOVA con prueba post hoc Fischer’s 
LSD. 
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8.2 Efecto de la GH en la expresión del ARNm de IL1β, IL6, LITAF, IL8, 

iNOS e IFNγ durante la inflamación retiniana inducida por LPS 

En la figura 2, se muestra el efecto de la GH en retinas de pollo tratadas con 

LPS de manera intravitreal sobre la expresión de ARNm de IL1β, IL6, LITAF, IL8, 

iNOS e IFNγ. Se puede observar en las figuras 2A, 2B, 2C, 2D, 2E, 2F un aumento 

significativo (P<0.001) en la expresión de todos nuestros marcadores 

proinflamatorios (IL1β, IL6, LITAF, IL8, iNOS e IFNγ) en el grupo tratado con LPS 

con respecto a las retinas intactas (INT). Las figuras 2B y 2C muestran un aumento 

significativo (P<0.001) en el grupo tratado con LPS+GH, sin embargo, el grupo 

tratado con GH solo muestra un aumento significativo (P<0.001) en la expresión de 

LITAF. La GH fue capaz de disminuir significativamente la expresión de IL1β 

(P<0.001), IL6 (P<0.001), IL8 (P<0.05), iNOS (P<0.01) e IFNγ (P<0.01) (Fig. 2A, 2B, 

2D, 2E y 2F) inducida por LPS. La expresión de LITAF no tuvo cambios cuando se 

administró la combinación de GH con LPS. Se incluyeron un control intacto y un 

control inyectado con vehículo, los cuales no presentaron diferencias significativas 

entre sí. 

 
Figura 2. Efecto de la GH sobre la expresión de factores inflamatorios en retinas tratadas 
con LPS. Expresión de A: IL1β, B: IL6, C: LITAF, D: IL8, E: iNOS y F: IFNγ, con respecto a 
18S en retinas de pollo tratadas con GH y LPS mediante una inyección intravitreal. INT: 
control intacto; Vehículo: control con solución salina. Unidades en microgramos (g) y 
nanogramos (ng) y fold (expresión relativa de ARNm). Cada barra representa la media ± 
error estándar, n=6 animales, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.001. Determinado 
por ANOVA con prueba post hoc Fischer’s LSD. 
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8.3 Efecto de la GH ante un daño con LPS en la expresión del ARNm de 

GHR y TLR4 en retina de pollo 

En la figura 3 se muestra la proporción relativa de la expresión del ARNm del 

receptor de GH (GHR) y de TLR4 en la retina de pollo tratada con GH, LPS y 

LPS+GH. Se incluyeron un control intacto (INT) y un control inyectado con vehículo 

(C), los controles no presentaron diferencias significativas entre sí. La figura 3A 

muestra una disminución significativa de TLR4 (P<0.01) en el grupo tratado con LPS 

con respecto al control, dado que el LPS activa TLR4, se sugiere una 

retroalimentación negativa inducida por el ligando. En la figura 3B no se observa 

ninguna diferencia significativa de la expresión del GHR, solo se puede ver una 

tendencia a disminuir en el grupo tratado con GH sin llegar a ser diferente. 

 
Figura 3. Efecto de la GH sobre la expresión de TLR4 y GHR en retinas tratadas con LPS. 
Expresión de A: GH-R y B: TLR4, con respecto a 18S en retinas tratadas con GH y LPS. 
INT: control intacto; Vehículo: control con solución salina. Unidades en microgramos (g), 
nanogramos (ng) y fold (expresión relativa de ARNm).  Cada barra representa la media ± 
error estándar, n=6 animales, *P<0.05, **P<0.01, Prueba ANOVA. Determinado por ANOVA 
con prueba post hoc Fischer’s LSD. 
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8.4 Efecto del LPS y la GH en la fosforilación de la proteína p65 de la vía 

NF-B en la línea celular SIM-A9 

En la retina se encuentran una gran diversidad de tipos celulares, entre los 

cuales está la microglía. La microglía es el mayor regulador de la inflamación, 

debido a esto se propuso utilizar una línea celular para analizar el efecto de la GH 

específicamente sobre estas células. Lo primero que se evaluó en estas células es 

la presencia de la expresión del receptor de la GH mediante un PCR semi 

cuantitativo (Fig. 9; anexos), para después continuar con el análisis del efecto de la 

GH sobre esta línea celular. 

En la figura 4 se evaluó la activación de la vía de señalización de NF-B por 

medio de la semicuantificación de la inmunoreactividad de la proteína fosforilada 

p65 corregida por actina mediante Western blot en extractos de la línea celular SIM-

A9. Se aplicaron tratamientos con LPS (10 µg/ml) y se analizó el efecto sobre la 

inmunoreactividad de la proteína fosforilada p65 a diferentes tiempos (15, 30 y 60 

min) y en la figura 4A se observó una mayor inmunoreactividad a los 30 min. Se 

utilizó como control de carga actina y los valores fueron corregidos contra su 

respectivo control en cada tiempo. 

Después se analizó la inmunoreactividad a fosfo-p65 (activación de la vía de 

señalización de NF-B) en células tratadas con GH+LPS a 30 min (Fig. 4B), en la 

figura 4C se observó un aumento significativo de la activación de la vía con el 

tratamiento de LPS (P<0.001), y con el tratamiento de GH+LPS (P<0.05). Cabe 

destacar que se observó una diferencia significativa (P<0.01) entre el grupo tratado 

con LPS y el tratado con LPS+GH, lo cual muestra que el tratamiento con la 

hormona es capaz de reducir la inmunoreactividad a fosfo-p65 y por ende la 

activación de la vía de señalización de NF-B. 
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Figura 4.  Efecto de la GH sobre la fosforilación de p65 en células SIM-A9 tratadas con 

LPS. A Luminograma representativo de las bandas inmunoreactivas de fosfo-p65 (65 kDa) 

y actina (42 kDa) en de la proteína obtenida de células SIM-A9 tratadas con LPS a 15, 30 

y 60 min, B: Luminograma representativo de las bandas inmunoreactivas de fosfo-p65 y 

actina de la proteína obtenida de células SIM-A9 tratadas con LPS y GH a 30 min, C: 

Densitometría de las bandas inmunoreactivas de fosfo-p65. Actina se usó como control de 

carga. C: control. Unidades en microgramos (g), nanomolar (nM), mililitros (ml) y fold 

(expresión relativa de ARNm). Cada barra representa la media ± error estándar, n=3 

experimentos independientes (18 pozos por grupo experimental), *P<0.05, **P<0.01, 

***P<0.001. Determinado por ANOVA con prueba post hoc Fischer’s LSD.  
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8.5 Curva dosis-respuesta de la administración de LPS sobre la 

expresión del ARNm de IL1β, IL6, TNFα, TGFβ, iNOS e IL10 en la línea 

celular SIM-A9 

En la figura 5 se muestran los cambios en la expresión de citocinas (IL1β, 

IL6, TNFα, TGFβ, iNOS e IL10) en células SIM-A9 tratadas con LPS (1, 10 y 100 

ng/ml). En la figura 5A el LPS produjo un aumento significativo (P<0.001) en los 

niveles del ARNm de IL1β con las 3 dosis de LPS (1, 10 y 100 ng/ml); los máximos 

niveles de expresión se obtuvieron con LPS a 10 ng/ml y fueron de 1500 veces con 

respecto al control. En la figura 5B se observó un aumento significativo (P<0.001) 

en los niveles de ARNm de IL6 en las células tratadas con LPS en las 3 

concentraciones (1, 10, 100 ng/ml); siendo 10 ng/ml el más alto con respecto al 

control. En la figura 5C se observa un aumento significativo (P<0.001) en la 

expresión de TNFα en los tres tratamientos con LPS (1, 10, 100 ng/ml) siendo mayor 

la diferencia de la concentración de 1 ng/ml con respecto al control. En la figura 5D 

no se observan diferencias significativas de TGFβ en ninguno de los tratamientos 

con LPS en relación con las células no tratadas. En la figura 5E se muestra un 

aumento significativo (P<0.01) de la expresión de iNOS en las células tratadas con 

LPS (1 ng/ml) (P<0.01) y LPS (100 ng/ml) (P<0.01), siendo más significativo el de 

la concentración de LPS (10 ng/ml) (P<0.001). Mientras que en la figura 5F se 

observa aumento significativo de la expresión de IL10 en el grupo tratados con LPS 

(1 ng/ml) (P<0.05) comparado con el control, sin embargo, es mayor el grupo tratado 

con LPS (10 ng/ml) (P<0.001). 
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Figura 5. Efecto del LPS sobre la expresión de mediadores infamatorios en células SIM-
A9. Se determinó por qPCR cambios en los niveles de A: IL1β, B: IL6, C: TNFα, D: TGFβ, 
E: iNOS y F:IL10, con respecto a 18S en células microgliales de la línea celular SIM-A9. 
Unidades en microgramos (g) y fold (expresión relativa del ARNm). C: control. Cada barra 
representa la media ± error estándar, n=4 experimentos independientes (24 pozos por 
grupo experimental; 96 pozos totales), *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.001. 
Determinado por ANOVA con prueba post hoc Fischer’s LSD. 
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8.6 Curva dosis-respuesta del efecto de GH sobre la expresión del 

ARNm de IL1β, IL6, TNFα, TGFβ, iNOS e IL10 en la línea celular SIM-A9 

En la figura 6 se muestra el efecto de diferentes dosis de GH (10 y 100 nM) 

sobre la expresión de ARNm de citocinas pro- y antinflamatorias en línea celular 

SIM-A9. En las figuras 6A y 6C se muestran aumentos significativos en la expresión 

de IL1β y TNFα, respectivamente, en las concentraciones de GH de 10 nM y 100 

nM (P<0.01 y P<0.001, respectivamente) en comparación con el control. En las 

figuras 7B, 7D y 7E se muestran aumentos significativos de IL6 (P<0.01), iNOS 

(P<0.001) y TGFβ (P<0.01) respetivamente, con el tratamiento de GH a 100 nM en 

comparación con las células no tratadas. El efecto de la GH sobre la expresión de 

las citocinas analizadas se observó principalmente en la concentración de 100 nM 

de GH con un tiempo de incubación de 6 h. 

 
Figura 6. Efecto de la incubación con GH (6 h) sobre a expresión de mediadores 
infamatorios en la línea celular SIM-A9. Se cuantificaron cambios relativos en la expresión 
del ARNm de A: IL1β, B: IL6, C: TNFα, D: TGFβ, E: iNOS y F:IL10, por qPCR. Se usó el 
18S como gen de referencia. Unidades en nanomolar (nM) y fold (expresión relativa de 
ARNm). C: control. Cada barra representa la media ± error estándar, n=4 experimentos 
independientes (24 pozos por grupo experimental; 72 pozos totales), **P<0.01, ***P< 0.001, 
****P<0.001. Determinado por ANOVA con prueba post hoc Fischer’s LSD. 
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8.7 Efecto de la GH y el LPS en la expresión de ARNm de IL1β, IL6, TNFα 

e iNOS en la línea celular SIM-A9 

En la figura 7 se muestra el efecto de la GH sobre la expresión de ARNm de 

IL1β, IL6, TNFα, e iNOS durante un tratamiento con LPS en la línea celular SIM-A9. 

En la figura 7A se muestra la expresión de IL1β, en donde se puede observar un 

aumento significativo (P<0.001) en los grupos tratados con LPS 10 ng/ml, GH (10 

nM) + LPS (10 ng/ml) y GH (100 nM) + LPS (10 ng/ml), en la cual la GH no disminuye 

la expresión inducida por LPS. En la figura 7B se muestra la expresión de IL6, donde 

el grupo tratado con LPS 10 ng/ml no muestra un aumento significativo con respecto 

al control, sin embargo, el grupo tratado con GH (100 nM) + LPS (10 ng/ml) 

(P<0.001) tiene un aumento significativo con respecto al control y también al 

compararlo con el grupo tratado solo con LPS (10 ng/ml). En la figura 7C se 

muestran los cambios en la expresión de TNFα, donde se observa un aumento 

significativo (P<0.001) de los grupos LPS (10 ng/ml), GH (10 nM) + LPS (10 ng/ml), 

y GH (100 nM) + LPS (10 ng/ml) al compararlos con el control, sin embargo la GH 

(100 nM) disminuyó los niveles de expresión de TNFα cuando se co-administró con 

LPS (10 ng/ml) (P<0.01) en comparación con el grupo que recibió únicamente LPS. 

En la figura 7D se observa un aumento significativo de la expresión de iNOS con 

respecto al control (P< 0.01) en las células tratadas con GH a 100 nM + LPS (10 

ng/ml). Además, al compararse con el grupo con LPS (10 ng/ml) se determinó un 

aumento significativo (P<0.05), al analizar los datos por ANOVA no encontramos 

diferencias entre el grupo experimental tratado únicamente con LPS con respecto 

al control.   
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Figura 7. Efecto de la GH sobre la expresión de factores proinflamatorios clásicos en 
células SIM-A9 tratadas con LPS. Se cuantificaron los cambios en el ARNm de A: IL1β, B: 
IL6, C: TNFα, D: iNOS por qPCR.  La amplificación de ARN ribosomal (18S) se usó como 
referencia. Incubación de 6h y el control (C) no recibió tratamiento. Unidades en 
microgramos (g), nanomolar (nM), mililitros (ml) y fold (expresión relativa de ARNm).   
Cada barra representa la media ± error estándar, n=3 experimentos independientes (18 
pozos por grupo experimental; 108 pozos totales), *P<0.05, **P<0.01, ****P<0.001. 
Determinado por ANOVA con prueba post hoc Fischer’s LSD. 
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8.8 Efecto de la GH y el LPS en la expresión de ARNm de TGFβ e IL10 

en la línea celular SIM-A9 

En la Figura 8 se muestra en efecto de la GH y el LPS en la expresión de las 

citocinas antiinflamatorias TGFβ e IL10, En la Figura 8B se observa un aumento 

significativo (P<0.05) en la expresión de TGFβ cuando se coadministró el LPS (1 

ng/ml) + GH (100 nM) con respecto a las células no tratadas. En la figura 8B se 

observa un aumento significativo (P<0.01) de IL10 en ambos grupos donde se 

coadministró la GH con ambas dosis de LPS (1 y 10 ng/ml) con respecto al control. 

 
Figura 8. Efecto de la GH sobre la expresión de factores los antiinflamatorios TGFβ e IL10 
en células SIM-A9 tratadas con LPS. La expresión del ARNm de A: TGFβ y B: IL10 se 
determinó por qPCR. La expresión de 18S (ARN ribosomal) se usó como referencia. 
Tratamientos por 6 h; control sin tratamiento (C). Unidades en microgramos (g) y 
nanomolar (nM), mililitros (ml) y fold (expresión relativa de ARNm).  Cada barra representa 
la media ± error estándar, n=3 experimentos independientes (18 pozos por grupo 
experimental; 108 pozos totales), *P <0.05, **P < 0.01. Determinado por ANOVA con prueba 
post hoc Fischer’s LSD. 
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 9. DISCUSIÓN 

Se ha reportado que la GH tiene efectos sobre la inflamación, pero estos son 

controversiales y paradójicos (Szalecki et al., 2018). Dentro de estos se encuentran 

efectos antiinflamatorios, donde su administración sistémica resulta en la 

disminución de la expresión de citocinas proinflamatorias como la IL1β, la IL6 y el 

TNFα en diversos tejidos y tipos celulares como lo son en el estómago, los pulmones 

y en macrófagos de adipocitos en cultivo (Bozzola et al., 1998; Han et al., 2007; Yi 

et al., 2009; Kumar et al., 2014). Durante el progreso de infecciones bacterianas la 

administración de GH incrementa la capacidad protectora de los macrófagos 

(Edwards et al., 1992). Cabe destacar que, acompañado de estas acciones 

antiinflamatorias, la GH es capaz de reducir la apoptosis de células en el cerebro 

(Kireev et al., 2011). Contrariamente, se ha descrito que la GH tiene efectos 

proinflamatorios, aumentando la expresión de las citocinas proinflamatorias como 

IL1β e IL6 en células del timo de ratón (Savino 2003). Así como la GH puede 

modular la producción de citocinas, igualmente, se ha observado que las citocinas 

tienen efectos sobre la síntesis y liberación de la GH de la hipófisis. Las citocinas 

IL1β e IL6, así como el LPS aumentan la liberación de la GH hipofisiaria en 

humanos, en modelos ovinos, murinos y de manera in vitro en los somatotropos 

(Tsigos et al., 1997; Corsi et al., 1997; Fry et al., 1998; Daniel et al., 2005). Por el 

contrario, se ha reportado que la IL1β y el TNFα disminuyen la liberación de la GH 

hipofisiaria en ratas y en un modelo in vitro de células somatotropas (Walton et al., 

1989; Wada et al., 1995).  La GH puede llegar a mimetizar las acciones del IFNγ en 

tejido linfoide y en macrófagos, el IFNγ es un potente activador de macrófagos 

(Kelley K., 1990; Edwards et al., 1992; Cantell et al., 1996; Khoury et al., 2019).  A 

pesar de las evidencias, los efectos de la GH sobre los procesos inflamatorios en 

tejido nervioso siguen siendo ampliamente desconocidos y con resultados 

contradictorios. 

Nuestra aproximación experimental incluyó la administración intravitreal de 

LPS en pollos neonatos como inductor de una respuesta ocular inflamatoria aguda 

bien localizada y sin efectos significativos en otros tejidos (Simmons et al., 2016). 

En pollos neonatales, se implementó un protocolo con una dosis de GH 24 h antes 
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de la administración del LPS para  amplificar la producción de factores neurotróficos 

a partir de estudios previos de nuestro grupo (Fleming et al., 2019), y una siguiente 

dosis que combinaba LPS y GH con aplicación simultanea por 6 h. Mostramos por 

primera vez que el LPS intravitreal resulta en una respuesta inflamatoria en las 

células de la retina de pollo neonato al favorecer el aumento significativo de la 

expresión del ARNm de citocinas proinflamatorias como IL1β, IL6, LITAF, IL8, iNOS 

e IFNγ. Los tratamientos intravitreales con LPS y GH solo lograron disminuir el 

efecto en la expresión de IL1β, IL6, IL8, iNOS e IFNγ, pero no en LITAF, el cual es 

un marcador de TNFα, puesto que hasta la fecha no ha sido descrito en aves, por 

lo que se usa este marcador como un indicador indirecto de su efecto (Hong et al., 

2006; Sundaresan et al., 2007). Es importante destacar que la administración 

intravitreal de la GH por si misma generó una tendencia a aumentar la IL8, esta 

interleucina podría estar asociada con efectos angiogénicos clásicamente atribuidos 

a la hormona (Bruscolini et al., 2020). De manera similar, la GH aumentó la 

expresión del ARNm de LITAF, lo que sugiere que promueve la actividad de una 

proteína homóloga a TNFα en aves (Hong et al., 2006; Bushell et al., 2011). 

Recientemente reportamos que la GH modula al alta el receptor 2 de TNFα (TNFR2) 

en condiciones de daño neurotóxico, si bien este receptor es asociado a 

sobrevivencia y acciones antiapoptóticas, lo que siguiere que la acción del TNFα se 

encuentra parcialmente condicionada por la expresión de sus receptores en el tejido 

donde ejerce efectos y no depende totalmente de la concentración de su ligando 

(Fleming et al., 2019), es importante destacar que la GH no modifica los niveles del 

receptor TNFR1 (de respuesta proinflamatoria). La punción ocular o daño del 

cristalino son procesos que desencadenan respuestas inflamatorias locales, 

afortunadamente no existieron diferencias entre los controles intactos y los controles 

en los que se administró vehículo, lo que da evidencia que la lesión generada por la 

inyección no indujo cambios significativos en nuestros genes de estudio. Una 

enorme ventaja del ojo del pollo es su tamaño y su anatomía que permite un acceso 

al vítreo sin generar lesiones en otras estructuras. Estos resultados sugieren que la 

GH administrada intravitrealmente de manera dual es capaz de inhibir la producción 

de citocinas proinflamatorias cuando se administra en ojos de pollos neonatos de 1 
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día. Interesantemente, las inyecciones de GH, LPS y LPS+GH no modificaron los 

niveles de expresión de GHR. Un dato importante es que la administración de LPS 

disminuye la expresión del receptor TLR4, lo que sugiere un sistema de 

retroalimentación negativa (Shi et al., 2019), este sistema se ve inhibido cuando se 

administra el LPS de manera simultánea con la GH. Es importante destacar que 

estos receptores TLR4 son elementales para la progresión de una respuesta 

inflamatoria normal que permita restablecer la función normal del tejido.  Sin 

embargo, es necesario realizar experimentos a diferentes técnicas, tiempos y dosis 

para entender las acciones de GH sobre el receptor TLR4. 

La neuroinflamación es un importante elemento en la progresión de las 

enfermedades neurodegenerativas, ha sido vinculada en una gran cantidad de 

procesos patológicos, que van desde alteraciones en la morfología de las células 

gliales hasta la invasión de tejidos incipientes y la destrucción por leucocitos 

transmitidos por la sangre (Zhang et al., 2015; Becher et al., 2017). En condiciones 

patológicas, la respuesta glial, mayormente mediada por astrocitos y microglía, 

incluye una producción muy elevada de citocinas como IL1β e IL6 (Callaghan et al., 

2008; Becher et al., 2017). 

La microglía es el tipo celular más abundante de las células inmunes en el 

cerebro, donde constantemente modifican el microambiente, producen citocinas y 

factores de crecimiento que influyen en los astrocitos de los alrededores y las 

neuronas (Garden et al., 2006; Glass et al., 2010; Perry H., 2016). La respuesta 

inmune de la retina es similar a la respuesta del cerebro (Langmann, 2007); 

involucra la activación de células microgliales, esto ocasiona que la microglía libere 

una serie de mediadores inmunes (Karstetter et al., 2010, 2015; Bauer et al., 2016). 

Un modelo de inflamación ocular en el que se activa la microglía es la administración 

de LPS de manera intravitreal donde se genera un efecto local bien delimitado y que 

no afecta a otros tejidos como cuando se administra sistémicamente (Baldwin et al., 

2015; Lopes, 2016). El LPS induce una respuesta inflamatoria aguda similar a la de 

diversas condiciones oculares patológicas como lo son una endolftalmitis bacteriana 

y uveítis (Pollreisz et al., 2012). En adición, se conoce que la IL6 y la IL8 son 

citocinas representativas de la respuesta ocular inflamatoria; la IL6 juega un rol 
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crítico en enfermedades inflamatorias intraoculares como la AMD, RP y glaucoma, 

mientras que la IL8 es un mediador de la infiltración de neutrófilos y monocitos en 

las retinopatías inflamatorias como el glaucoma y la AMD (Murray et al., 1990; 

Meleth et al., 2005; Ghasemi et al., 2011).  

Con la intención de determinar el papel específico de la microglía en la 

respuesta antinflamatoria observada en el ojo del pollo neonato incluimos el uso de 

la línea celular SIM-A9 de microglía de ratón como un modelo experimental, la cual 

es una línea celular de microglía inmortalizada espontáneamente a partir de un 

cultivo primario de cortezas cerebrales murinas postnatales (Dave et al., 2020). Esta 

línea celular es un sistema in vitro, que permite el control de variables, tanto 

estimuladoras como inhibidoras de la microglía. Este modelo mantiene 

características típicas de la microglía y responden a estímulos inflamatorios (en 

respuesta al LPS) de manera similar que los cultivos primarios de microglía 

(Nagamoto-Combs et al., 2014).   

La línea celular SIM-A9 respondió aumentando de manera drástica la 

expresión del ARNm de IL1β, IL6, TNFα e iNOS al administrarse localmente el LPS. 

Este efecto estimulador del LPS fue inhibido por la GH, dado que se disminuyó la 

expresión del ARNm del TNFα. Interesantemente, la GH aumentó el efecto del LPS 

sobre la expresión de IL6 e iNOS. Existen reportes de que la IL6 es capaz de tener 

efectos neuroprotectores en la retina ante un daño neurotóxico (Sánchez et al., 

2003; Chong et al., 2008; Leibinger et al., 2013). Contrario a lo esperado, la 

combinación del LPS con la GH aumentó la producción de iNOS en comparación 

con solo LPS, lo anterior en discordancia con la mayoría de los reportes donde la 

producción de NO por iNOS es promotor de daño y/o inflamación (Karpuzoglu et al., 

2006; Hwang et al., 2017; Wu et al., 2019). Es importante destacar que altos niveles 

de NO resultan en la regulación negativa de IFNγ, esta propiedad del NO puede ser 

un mecanismo de homeostasis en la prevención de la generación de altos niveles 

de citocinas proinflamatorias y del fenotipo microglial M1 (Karpuzoglu et al., 2006). 

Se requiere ahondar en el estudio de los efectos de la GH sobre iNOS en modelos 

tratados con LPS dada la compleja función de la comunicación por NO y los 

diferentes tipos de NOS. Por otro lado, se observó que la GH es capaz de aumentar 
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la expresión de la IL10 y del TGFβ cuando se combina con el LPS, lo que sugiere 

un efecto antiinflamatorio.  

Está reportado que la administración de prolactina en células de la placenta 

reduce la producción de citocinas proinflamatorias e inhibe la activación de la vía de 

NF-B inducida por LPS (Olmos-Ortiz et al., 2019). Sin embargo, hasta la fecha los 

mecanismos moleculares y las interacciones entre las vías de señalización 

activadas tanto por PRL como por GH son desconocidas. En macrófagos obtenidos 

de tejido adiposo, la GH reduce la inmunoreactividad de la proteína fosforilada p65, 

lo que indica un decremento en la activación y la translocación del factor 

transcripcional NF-B al núcleo (Lu et al., 2010; Kumar et al., 2014). Además, esta 

reducción tuvo una correlación con una reducción en la producción de IL6 y TNFα 

(Kumar et al., 2014). En la línea celular SIM-A9 la administración del LPS aumentó 

la inmunoreactividad de fosfo-p65 desde los 15 min hasta los 60 min, con un pico 

máximo a los 30 min. Durante el desarrollo de esta tesis, nos enfrentamos a 

imprevistos como las limitaciones de trabajo derivadas de la contingencia generada 

por el SARS-COV2. Sin embargo, nuestros resultados previos relativos a otras vías 

de transducción de señales mostraron una temporalidad de activación similar (Alba-

Betancourt et al., 2013; Luna-Acosta et al., 2015; Fleming et al., 2019). De lo 

anterior, la máxima inmunoreactividad de anti-p65 a los 30 min es similar a las 

temporalidades de activación observadas en vías canónicas y alternativas 

estimuladas por GH.  Los tratamientos con GH simultáneos con LPS mostraron un 

decremento significativo en la inmunoreactividad de fosfo-p65 a los 30 min de 

incubación, lo que claramente sugiere que la GH tiene la capacidad de reducir la 

activación de la vía NF-B, sin embargo, es importante destacar que esta reducción 

se da de manera moderada.  

Paralelamente, logramos observar que los tratamientos con GH en esta línea 

celular fueron capaces de inducir la producción de todas las citocinas estudiadas, 

sin embargo, las magnitudes de respuesta en la expresión del ARNm de estas 

moléculas fueron de una magnitud drásticamente menores a las inducidas al incubar 

las células con LPS. Esto sugiere, que las citocinas proinflamatorias podrían tener 

un efecto dependiente de la concentración, donde a concentraciones bajas inducen 
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un efecto neurotrófico (Leibinger et al., 2013; Fischer et al., 2015) pero a 

concentraciones altas se podrían relacionar con la respuesta inflamatoria.  

En esta respuesta inflamatoria se involucran las células microgliales, las 

cuales tienen un papel muy importante en la iniciación y regulación de la respuesta 

neuroinflamatoria tanto fisiológica como fisiopatológica (Madeira et al., 2015).  

El glaucoma es una neuropatía que normalmente involucra un incremento en 

la presión intraocular (IOP) inducida por la alteración del drenaje del humor acuoso, 

lo que daña los axones que forman al nervio óptico generando apoptosis de las 

células ganglionares de la retina (RGCs) y de células en los colículos y el cuerpo 

geniculado lateral (Quingley 2011; Mac-Nair et al., 2015; Conlon et al., 2017). Hasta 

la fecha, todas las estrategias terapéuticas para el tratamiento del glaucoma van 

orientadas hacia el control de la IOP, sin embargo, la activación de mecanismos 

moleculares donde participan citocinas y factores de crecimiento juegan un papel 

importante en la progresión de daño a la retina y al nervio óptico (Agarwal et al., 

2012; Mantravadi et al., 2015; Wang et al., 2018).  De lo anterior, nace la necesidad 

de desarrollar alternativas terapéuticas que permitan controlar la progresión de la 

neurodegeneración desencadenada por el daño mecánico del nervio óptico (Weber, 

2013). 

En tiempos recientes, se ha hecho énfasis en el desarrollo de estrategias 

protectoras y regeneradoras del SNC y periférico que involucran la administración 

de factores de crecimiento, péptidos y de hormonas (como es el caso de la GH) 

(Fischer et al., 2004; Leibinger et al., 2013; Devesa et al., 2014; Martínez-Moreno et 

al., 2016, 2018b, 2019). Dichas terapias con factores neuroprotectores son 

estudiadas intensamente por su potencial como profilácticos en pacientes que 

presentan condiciones de riesgo para el desarrollo del glaucoma y otras retinopatías 

degenerativas (Quingley, 2011; Conlon et al., 2017).  

Particularmente en la retina, la GH presenta un fuerte efecto neuroprotector 

en etapas embrionarias, así como acciones neuroregeneradoras en neuritas de 

RGCs in vitro (Sanders et al., 2006, 2008; Baudet et al., 2009). Recientemente, 

nuestro grupo de trabajo describió que estas acciones antiapoptóticas, 

regeneradoras y promotoras de la sobrevivencia no quedan limitadas a etapas 
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embrionarias, ya que estos efectos han sido observados en pollos neonatos a los 

cuales se les administró GH de manera crónica (Martínez-Moreno et al., 2018b, 

2019; Fleming et al., 2019). 

Durante el desarrollo del glaucoma en la retina, la desconexión de las RGCs 

de sus relevos neurales involucra excitotoxicidad, disfunción mitocondrial, estrés 

oxidativo y neuroinflamación (Quingley 2011; Soto et al., 2014; Williams et al., 2017; 

Akopian et al., 2019). Estos procesos facultan la progresión del daño neural a otras 

capas de la retina (Agarwal et al., 2012; Opere et al., 2018). La disfunción de las 

RGCs induce importantes alteraciones en las células gliales de Müller y en la 

microglía, lo cual detona la producción de citocinas pro- y antiinflamatorias, las 

cuales, si se producen de manera exacerbada podrían amplificar el proceso 

neurodegenerativo, aunque también se ha demostrado que en etapas y en 

concentraciones específicas son capaces de participar limitando el daño (Tong et 

al., 2017; Williams et al., 2017; Wei et al., 2019). 

El sistema inmune juega un papel esencial en el mantenimiento de la 

homeostasis de todos los tejidos y de la respuesta inmune ante una infección o una 

lesión, incluido en el sistema nervioso (Glass et al., 2010). La inflamación es una 

respuesta natural como defensa ante un estímulo que tenga como resultado un 

tejido dañado, causado por un daño físico, lesiones isquémicas, infección, 

exposición a toxinas o por otro tipo de lesiones como traumas mecánicos (Kuprash 

et al., 2016; Singh et al., 2019). La inflamación induce la activación de mecanismos 

celulares y respuestas inmunitarias que resultan en la reparación del tejido dañado 

y en la proliferación celular en el sitio del tejido lesionado, involucrando la producción 

de factores inflamatorios como las citocinas, así como la actividad de monocitos, 

neutrófilos y macrófagos (Callaghan et al., 2008; Glass et al., 2010; Singh et al., 

2019). Sin embargo, la inflamación del sistema nervioso es mucho más compleja y 

diversa. Recientemente este concepto de “inflamación” en tejido neural o 

neuroinflamación ha incluido la participación de la microglía y la astroglía, no solo 

en la retina sino en todo el SNC, dando lugar a lo que se conoce como respuesta 

neuroinflamatoria mediada por células gliales y la cual puede ser independiente a la 

infiltración de otras células inmunes (Callaghan et al., 2008).  
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La diferencia de especies en los modelos utilizados en este trabajo es una 

limitante importante para la interpretación de los resultados. La implementación de 

la línea celular SIM-A9 de ratón responde a las limitaciones técnicas para estudiar 

la fisiología de la microglía en aves, ya que existe una divergencia importante en las 

secuencias de citocinas e interleucinas, así como la ausencia de marcadores 

microgliales, como Iba-1 o de TNFα, que está ausente en estos vertebrados (no fue 

encontrado en el banco de genes del NIH a través de comparaciones proteicas y 

nucleotídicas). Independientemente de las diferencias de las especies, se 

obtuvieron resultados que claramente relacionan a la GH con la respuesta inmune 

en la retina. Es crítico considerar que no solo la microglía participa en la inflamación 

de la retina ya que existe una red de comunicación intercelular donde diferentes 

tipos celulares, como los astrocitos, las células de Müller y la astroglía, pueden 

producir interleucinas, citocinas, factores de crecimiento y otras proteínas que 

modulan la neuroinflamación en la retina (Kumar et al., 2012; Sierra et al., 2014; 

Mac-Nair et al., 2015). 

Este trabajo demuestra que en el modelo de inflamación inducida por LPS 

administrado localmente, la GH puede producir cambios importantes en la expresión 

de interleucinas, citocinas y factores de crecimiento en la retina del pollo neonato y 

además la hormona tiene efectos en línea celular de microglía en donde modifica la 

activación de la vía de señalización de NFB, así como la producción de 

moduladores inflamatorios.  
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10. Conclusiones 

10.1 Conclusiones particulares 

➢ El LPS incrementa la expresión de citocinas proinflamatorias tanto en retina 

como en la línea celular SIM-A9. 

➢ En retinas de pollos neonatos, la coadministración intravitreal de LPS+GH 

decrementa la expresión de IL1β, IL6, IL8, IFNγ e iNOS. 

➢ La GH previene el incremento de la activación de la vía de señalización NF-

B en la línea celular SIM-A9 causado por LPS. 

➢ En la línea celular SIM-A9, la coadministración de LPS+GH reduce la 

expresión de TNFα, y aumenta la expresión de IL6 e iNOS. 

 

10.2 Conclusión General 

La GH reduce la expresión de citocinas proinflamatorias en el ojo del pollo 

neonato lo que sugiere acciones antiinflamatorias. En tanto en la línea celular 

microglial SIM-A9 se demostró la presencia del receptor GHR y un efecto inhibitorio 

de la activación de la vía NF-B. Los resultados obtenidos sobre el efecto de GH en 

la expresión de algunas citocinas en las células SIM-A9 tratadas con LPS 

demostraron a bioactividad de la hormona, pero no tuvieron el patrón observado en 

el ojo del pollo.  Para tener una visión integrativa y comparativa es necesario 

continuar el estudio de las acciones de la GH en la microglía de la retina, tanto in 

vivo como in vitro en diferentes especies y modelos experimentales. 
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12. ANEXOS 

Figuras Suplementarias 

 
Fig. suplementaria 1. Fragmentos de PCR correspondientes a la expresión de GHR. 

Los fragmentos fueron obtenidos con los oligonucleótidos de GH. NTC: Control 

Negativo sin templado, Hígado (Control Positivo), -LPS: células SIM-A9 sin 

tratamiento con LPS, +LPS: células SIM-A9 tratadas con LPS. 
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Lista de abreviaturas 

aa Aminoácidos 
ADNc Ácido desoxirribonucleico complementario 

Akt Proteína serina-treonina cinasa 
AMD Degeneración macular asociada a la edad 

ANOVA Análisis de la varianza 
ARN Ácido ribonucleico 

ARNm Ácido ribonucleico mensajero 
BDNF Factor derivado del cerebro 
BMP4 Proteína morfogénica ósea 4 
BSA Albúmina de suero fetal bovino 

CNTF Factor neurotrófico ciliar 
Ctrl Control   

DMEM Medio esencial mínimo de Dulbecco 
dNTPs 4 desoxirribonucleótidos-trifosfato 

DTT Ditiotreitol 
EGF Factor de crecimiento epidérmico 
FBS Suero fetal bovino 

FGF2 Factor de crecimiento de fibroblastos 2 
GH Hormona de Crecimiento 

GHR Receptor de la hormona de crecimiento 
IFNγ Interferón γ 

IL Interleucina 
IL10 Interleucina 10 
IL13 Interleucina 13 
IL1β Interleucina 1β 
IL4 Interleucina 4 
IL6 Interleucina 6 
IL8 Interleucina 8 

iNOS Óxido nítrico sintetasa inducible 
INT Control intacto 
IOP Presión intraocular 
JAK Janus cinasa 
KA Ácido kaínico 

LITAF Factor inductor de TNFα por LPS 
LPS Lipopolisacárido 

MAPK Proteínas cinasas activadas por mitógenos 
NF-B Factor nuclear kappa B 
NGF Factor de crecimiento nervioso 
NIH National Institutes of Health 



77 

 

NMDA N-metil-D-aspartato 
NO Óxido Nítrico 
NR Neuroretina 
NT3 Neurotrofina 3 
NTC Control negativo 
PCR Reacción en cadena de la polimerasa 
pH Potencial de hidrógeno 

PI3K Cinasa del fosfatidil-inositol trifosfato 
qPCR Reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa 
RGC Células ganglionares de la retina 
RP Retinitis pigmentosa 

RVO Oclusión de vena retinal 
SDS Dodecil sulfato de sodio 

SIM-A9 Microglía inmortalizada espontaneamente A9 
SNC Sistema nervioso central 
STAT Proteína traductora de señales y activadoras de la transcripción 
TBS Buffer salino de TRIS 

TGFβ Factor de crecimiento transformante beta 
TLR Receptor tipo toll   

TLR4 Receptor tipo toll 4 
TNFα Factor de necrosis tumoral alpha 

TNFR1 Receptor a TNF 1 
TNFR2 Receptor a TNF 2 
TRIS 2-Amino-2-hidroximetil-propano1,3-diol 
UV Ultravioleta 
WB Western Blot 
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