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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 proliferacion, diferenciacion y supervivencia de células
inmunitarias, y de su sintesis en los tejidos linfoides de distintos organismos. En este trabajo
se exploréd la expresidn y la distribucion de la GH durante el desarrollo de la bolsa de Fabricio
(BF) y el timo en embriones y adultos de pollo, mediante hibridacion in situ e
inmunohistoquimica. En la BF y el timo se observaron células positivas a GH en el estroma y
el epitelio. En etapas embrionarias la sefial fue mas intensa en ambos tejidos, con respecto a
las etapas post-eclosion. En la BF la sefial se localizé en linfocitos B, células dendriticas
secretoras y células reticulo epiteliales; durante la involucion del tejido a las 20 semanas, se
observé una disminucién del 75 % de la senal respecto a las etapas previas. En el timo, un
tejido de involucion mas tardia, la disminucién de la concentracién GH se observé después
de las 4 semanas en un 50%, y se mantuvo con esa misma concentracion 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-eclosién. En la
hipofisis, que es el principal sitio en el que se sintetiza la GH, se presenta la variante
monomeérica (22 kDa). Durante un estimulo inflamatorio con lipopolisacarido en pollos de 4
semanas, se observo un incremento del 40% en la concentracidén de la GH en ambos tejidos
con respeto al control.

Nuestros resultados confirman la produccion local de la GH y podrian sugerir su participacion
como un factor en la proliferacion, diferenciacion y modulacion inmune a través de sus

efectos autdcrinos y/o paracrinos.



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.



INTRODUCCION

Recientemente, gran variedad de péptidos que desde hace varias décadas se encontré que
se sintetizan en el sistema neuroenddcrino, 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 produccion en células como macrofagos, células Ty
B de distintas especies. Como aun no se conocia la localizacion de la GH en bolsa de
Fabricio (BF) y timo de pollo, ni los cambios que sufre durante la ontogenia, se exploro la
expresion y la distribucién de la GH en estos tejidos, desde etapas embrionarias hasta la
etapa adulta. La expresion del gen de la GH en BF y timo, se demostr6 mediante la
hibridacién in situ (HIS) con una ribosonda especifica (690 pb) y sefal proveniente de la
marca de la sonda se observd principalmente en regiones de estroma y epitelio, y su
localizacién sugiere que estas células podrian ser del linaje inmunitario. La
inmunohistoquimica (IHQ) realizada con un anticuerpo especifico que reconoce a la GH,
reveld 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 sefal es muy intensa, tanto
por HIS como por IHQ. En la BF la sefial disminuye significativamente hacia las 20 semanas
un 75%, coincidiendo con la involucion del tejido, mientras que en el timo, la sefal disminuye
después de las 4 semanas (50%) y en etapas posteriores ya no se observaron cambios y
parece mantenerse constante, lo cual correlacion6é con la involucion tardia de este tejido
(después de las 50 semanas). En la BF se realizé6 la co-localizacion de la GH con
marcadores celulares especificos con anticuerpos contra IgG e IgM, donde se observé que
las células GH*-IgG" son mas abundantes en etapas post-eclosion y las GH'-IgM™ fueron
mas abundantes en etapas embrionarias. Lo anterior confirmé que la mayoria de las células
(90%) productoras de GH corresponde a linfocitos B. La concentracion de la GH se evalu6
mediante ELISA, donde se observd una mayor concentracion 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 concentracién fue 30 veces menor en la BF y 200 veces menor en el
timo, que la concentracion de GH hipofisiaria, que se utiliz6 como control. Después de las 4
semanas, la BF y el timo, presentaron una disminuciéon en la concentracién de la GH con
respecto a la edad donde mostraron la concentracion mas elevada, y fue mucho mas notoria
en la BF que en el timo. Mediante SDS-PAGE/Western blot se detect6 a la GH
inmunoreactiva (IR) y se utilizé como control a la hipdfisis, ya que es la glandula que produce



la mayor cantidad de esta hormona. En la hipofisis 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-eclosion. En los embriones, solo el 20% del total de
las variantes de GH correspondi6 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
concentracion en la GH de la BF y el timo, pollos de 4 semanas se inyectaron con
lipopolisacarido (LPS). En ambos tejidos se observé un incremento significativo en la
concentracion de la GH después de la administracion de LPS al compararlos con su

respectivo control.

Los datos anteriores confirman la produccion de la GH en la BF y el timo, y permiten sugerir
que esta hormona podria participar como un factor en la proliferacion, diferenciacion y

modulacién de las células inmunitarias a través de sus efectos autocrinos y/o paracrinos.



1. ANTECEDENTES

Hormona de Crecimiento (GH)

La hormona de crecimiento (GH) es una proteina hipofisiaria constituida por alrededor de 191
residuos aminoacidos, que pueden variar dependiendo de la especie en la que se encuentre.
Se sintetiza en los somatotropos como una prehormona de 225 aminoacidos. La forma que
se libera principalmente es un mondémero 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 cristalografia de rayos X (Goffin y Kelly, 1996). En su estructura contiene un asa central
grande y un asa pequeia cercana al extremo carboxilo terminal, las cuales se forman debido
a los 2 puentes disulfuro entre las cisteinas de los residuos 57-165 y 182-189. Esta hormona
es 50% a-helicoidal ya que contiene 4 a-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 (Ach, Beh, Cen Y Dah) que se encuentran muy conservados en la escala filogenética

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

En las aves se conoce tanto la estructura primaria de la proteina (191 aminoacidos), como la
secuencia de su ARN mensajero (ARNm). Se ha comparado la homologia entre la GH del
pavo, el pato y el pollo, donde sdlo se encontraron diferencias en 3 aminoacidos sustituidos y
una delecion 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 proteina hipofisiaria
total (Aramburo et al., 1993). Los puentes disulfuro se localizan en las posiciones 53-164 y

181-189, y tiene un punto isoeléctrico de 5.1 (Aramburo 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 porcion de la hélice 1; el
segundo sitio, que involucra la region 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 dimerizacién del receptor es indispensable para



iniciar la activacién de la transduccién de sefiales a nivel intracelular (Goffin y Kelly, 1996).
Cuando se modificd la glicina 119, contenida en uno de los segmentos de la hélice 3
presente en todos los vertebrados, se encontré que es determinante en las acciones de la
GH, tales como: la secrecidon del factor insulinoide tipo | (IGF-I) hepatico, la lipdlisis y el
efecto tipo insulina (Chen et al., 1995). En ratones transgénicos se expresé GH bovina en la
que se sustituyeron 3 aminoacidos, entre ellos la glicina 119 por una arginina, y se observé
que el crecimiento y la concentracion de IGF-I circulante estaban disminuidos. Estos estudios
propusieron el primer antagonista funcional de la GH y la participacién de la glicina 119 para

permitir la correcta interaccidn con el receptor (Chen et al., 1991ay 1991b).

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

La GH es una familia de proteinas con un patron de variacion 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; Aramburo et al., 1989) y mamiferos (Hart et al.,
1984; Lewis, 1984; Bauman, 1999). Aun cuando la informacion disponible sobre la
caracterizacidon bioquimica y fisioldgica 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, ademas se encontré que se secretan
en distintas proporciones dependiendo del estado fisiolégico del organismo. También se
conocen algunos datos mas especificos, como su actividad bioldgica, 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 (Aramburo 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) modificacién postraduccional (Aramburo et al., 1990b), y d) modificaciones post-

secrecion.

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



variable (hGH-V) en cambio, se expresa en el sincitiotrofoblasto de la placenta (Chen et al.,
1989) y en testiculo, y su producto es una proteina con 92% de homologia a la GH-N, tiene
una diferencia en 13 aminoacidos (Frankenne et al., 1987; Untergasser et al., 1996 y 1997).
La GH-V tiene un PM de 22 kDa, tiene una glicosilacion tipo N y se une a receptores de
prolactina (PRL) y receptores hepaticos de la GH, al parecer con mayor afinidad que la GH-N
de la hipdfisis. 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, asi como en hipdfisis, existen evidencias de distintas
funciones de esta proteina y se ha corroborado en varias especies de primates, que han

proporcionado mejores modelos de estudio (Rodriguez-Sanchez et al., 2010).

En peces 0seos (anguila, esturion, salmén) también se han identificado dos genes que
codifican para la GH, ambos se expresan en la hipdfisis: GH-1 y GH-Il (Kawauchi et al., 1986;
Yasuda et al., 1992). En los esturiones los dos genes producen GH de 190 aminoacidos que

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

El procesamiento diferencial del ARNm es otra alternativa para la produccién 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 aminoacidos).
Otro de los ARNm dirige la sintesis de una proteina de 20 kDa que tiene una delecion del
exoén 3 (45 nucledtidos que representan la pérdida de 15 aminoacidos). La GH de 20 kDa
constituye del 5-10% de la GH sintetizada en la hipdfisis y también se ha encontrado en
roedores (Sinha y Guilligan, 1984). La tercera modificaciéon 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 hipdfisis de roedores (Sinha y Guilligan, 1984).

Otra forma en la que se pueden generar variantes de las proteinas es la modificacion
porstraduccional. Esta modificacion se observa comunmente en las proteinas y la GH no es
la excepcion. En el caso de esta hormona, las modificaciones que sufre después de su
traduccidn incluyen la agregacion que produce oligobmeros, la desamidacion, la protedlisis, la

glicosilacion, la fosforilacion y la acetilacion.



Resultados previos obtenidos en nuestro laboratorio, indican que la presencia de variantes
de masa en el pollo se origina principalmente por modificaciones postraduccionales. La
oligomerizacion, para la formacién de dimeros (44 kDa), trimeros (66 kDa) etc., la
glicosilacion (Aramburo et al., 1991), fosforilacion (Aramburo et al., 1990b), acetilacién y la
protedlisis para la generacion de fragmentos (Aramburo et al., 2001b). También se encontro
que estas variantes poseen distintas actividades biolégicas (Tabla 1). Mas aun, se tienen
evidencias de que las variantes que se generan en la hipdfisis también se secretan al

torrente sanguineo (Houston y Goddard, 1988; Aramburo et al., 1990; Montiel et al., 1992).

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

[ T]en embrién de pollo Aramburo et al,
Fragmento de GH Baja afinidad RRA 2001b
15 kDa Angiogénesis  (+) Aramburo et  al,
Lipdlisis (+) 2001a

Actividades relacionadas Houston et al., 1990

GH monomérica con la GH

22 kDa Abundante en la hipéfisis Aramburo et  al,

2001a

Liberado por GHRH

GH fosforilada Fosforilado por PKA

Aramburo et al., 1990

GH cortada Baja afinidad RRA Aramburo et al.,
25 kDa Proliferacion de NB, 2001a
GH glicosilada )
26 kDa Baja afinidad RRA Berumen et al., 2004
eH le;gsg]:rica Baja afinidad RRA Ardmburo et al,
[ T]en pollos adultos 2001a

66, 88, 110 kDa

Efectos de la Hormona de Crecimiento (GH)

La GH presenta una gran diversidad de funciones, algunas de las mas importantes son
estimular el crecimiento de tejidos blandos y esquelético, asi como la regulacion del
metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas. Los efectos de la GH se realizan gracias a
su receptor (GHR). EI GHR se clasifica como miembro de la superfamilia de receptores

clase | citocina/hematopoyetina (Kopchick y Andry, 2000). Esta superfamilia incluye las



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 macrofagos, 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 estan acoplados
a Jak-2 tirosin cinasas que se encargan de activar, en respuesta a la GH, a varias moléculas
de senalizacion (Kopchick y Andry, 2000). Se han estudiado el receptor y las vias de
sefalizacion que la GH activa con la finalidad de entender como 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 cloné por primera vez de bibliotecas gendmicas de
higado humano y de conejo. A partir de estos experimentos se obtuvo una proteina de
~70kDa, que podia sufrir glicosilacion y ubiquitinacién para mostrar una proteina de mayor

tamario (Harding et. al., 1994).

El receptor de la GH ha sido estudiado ampliamente para determinar su transduccién de
senales, 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 dimerizacion 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 dimerizacién del receptor conduce a la asociacién de Janus cinasas (Jak-2) y a
la fosforilacion cruzada de otra Jak-2 (Wang et al., 1996). Parte de la cascada de
sefalizacion que la GH activa, incluye un incremento en la biosintesis de insulina, el aumento
en la proliferacion de distintas células (pre-condrocitos, linfocitos), aumenta la actividad de
las tirosinas que fosforilan diversas proteinas, aumenta la concentracion intracelular de Ca™,
la activacion de proteinas STAT (signal transducer and activator of transcription), la expresién
y la sintesis de c-fos (fos: FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog), la sintesis de

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

La GH se considera, por lo anterior, un factor pleiotrépico que en conjunto, con la activaciéon
de diversas moléculas lleva a cabo el proceso de crecimiento de un organismo. Por esta

misma razon es compleja la comprension de las funciones que la GH lleva a cabo.



Uno de los efectos que mas ha atraido la atencion hacia la GH, es su efecto antiapoptotico
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 interactuan de forma
compleja mediante multiples 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 destruccion celular (Susan y Brad,
2005). Algunos de los detonantes de este proceso son el dafio irreversible celular o a su
material genético, lo cual provoca la activacion de una serie de proteinas para la eliminacién
de la célula. La falla de este mecanismo puede causar padecimientos como el cancer,
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 proteinas con actividad
enzimatica llamadas caspasas. Ademas involucra caracteristicas como la condensacion
nuclear y citoplasmatica, el rompimiento de la cromatina, la formacion de cuerpos
apoptéticos, sin alterar la membrana plasmatica. Las caspasas tienen actividad proteolitica y
pueden activarse por varias sefales, conocidas como proapoptdticas, el estrés celular, la
privaciéon de factores de supervivencia clasicos como diversos factores de crecimiento (EGF,
VGEF, IGF-1) o algunas hormonas (PRL, GH). Asi mismo, la administracién 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 administracion de GH en ratas mostro
un aumento de IGF-I en cerebro, lo cual se asocio a la inhibicion de la apoptosis en el tejido
(Frago et al., 2002). El efecto de la GH se determin6 en varios modelos in vitro, cultivos
primarios de células de la granulosa (Sirotkin y Makarevich 1999), en cultivos primarios de
cardiomiocitos (Gonzalez-Juanatey et al., 2004), en células del sistema inmune (Jensen et
al., 2005), y en todas estas células se encontré una disminucion de la apoptosis en los
tratamientos con la GH al compararlos con sus respectivos controles o tratamientos

inductores de apoptosis.



Hormona de Crecimiento (GH) extrahipofisiaria

Asimismo, en varios estudios en las ultimas décadas se demostré que la GH se sintetiza no
solo en la hipdfisis, sino también en tejidos extrahipofisiarios. Se han encontrado, tanto a la
GH como a su ARNm en varios tejidos como la glandula pineal, glandula mamaria, higado,
rifidn, pulmdn, musculo, colon, estbmago y ovario, de varias especies (Rev. en Render, et al.,
1995). En el caso de la placenta y testiculo (Untergasser et al., 1997) se ha demostrado la

expresion especifica 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 sintesis de la hormona también
se ha demostrado mediante la incorporacion de aminodacidos radioactivos (Weigent y Blalock
et al.,, 1992) y la localizacion de su ARNm (Wu et al., 1996). El receptor para GH también
esta 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 homodlogos (Wlodawer et al., 1993), por lo que no es extraino

encontrarlos en las células del sistema inmune.

La relacion que existe entre el sistema neuroenddcrino y el sistema inmune es estrecha, ya
que ambos sistemas utilizan ligandos y receptores similares para establecer un circuito de
comunicacion, intra e intersistemas, que es muy importante para mantener la homeostasis

(Berczi y Gorczynski, 2001).



Funcion de la GH en el sistema inmune

Las primeras observaciones en relacién a la funcion de la GH en el sistema inmune se
realizaron en casos con deficiencia de esta hormona: por causas genéticas (enanismo),
fisiologicas (envejecimiento) o experimentales (hipofisectomia). Estos casos se asociaron
con un funcionamiento inmunoldgico deficiente, el cual se corregia al administrar GH
exdgena (Clark, 1997). En cambio, cuando habia incrementos patolégicos en la
concentracion de la GH (acromegalia producida por adenomas hipofisiarios), se observé un
hiperfuncionamiento del sistema inmune, que incluia tanto la inmunidad celular como la
humoral (Hull y Harvey, 1997). Los efectos del exceso de GH pueden ser disminuidos o
completamente bloqueados por inmunoneutralizacion de la GH circulante. La administracion
de anticuerpos contra la GH provoca la disminucién en el peso y el numero de células del
bazo y del timo, asi como la produccién 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, asi como en células epiteliales de bazo y timo. La induccién
de citocinas y otros factores inmunolégicos por la GH, parecen ejercer un efecto de
retroalimentacién en hipotdlamo e hipdfisis, para regular la liberacion de la GH hipofisiaria
(Besedovsky y del Rey, 1996). Ahora, se han evaluado los mecanismos mediante los cuales
se genera la comunicacion bidireccional entre células inmunes y células liberadoras de GH y
se ha propuesto que factores inmunes también pueden regular factores del sistema
neuroendocrino. La GH desempefia 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 produccion de
aniones superéxido por neutréfilos y macrofagos (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 administracion exogena 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 podria actuar
sobre sus propios receptores en forma autocrina y/o paracrina. La localizacion de los GHR y
las proteinas que unen a la GH inmunorreactiva podria indicar que la GH juega un papel

importante para la proliferacion, diferenciacion, 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.

Proliferacion de linfocitos Humanoy pollo Kelley, 1990;
Ty B (invitro) Yoshida et al., 1992
Actividad metabdlica de Humanoy pollo Kelley, 1990;
monocitos, células NK Shimizu et al., 2005
Diferenciacion de precursores Humano Kelley, 1990

a neutrofilos

Produccién de timulina 'y Ratay perro Kelley, 1990
proliferacion de timocitos

La produccién de citocinas Humano, aves y Kimata y Fujimoto,

(IL-2, IL- 6, IgE, 19G) raton 1994; Savino et al.,
2003

Estimula el crecimiento de Aves y mamiferos Marsh et al., 1992;

tejidos linfoides (in vivo) Villanua et al., 1992

Ademas, se sabe que la GH puede afectar indirectamente la maduracién de los linfocitos y su

via 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 localizacidon celular de sus
receptores. Se detectdé 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 érganos presenta
homologia y sitios de corte equivalentes a los del ARNm de la hipdfisis con las enzimas de
restriccion Bam HI y Rsal (Render et al., 1995). Resultados de nuestro laboratorio mostraron
la presencia de la hormona en 6rganos como bazo, timo y bolsa de Fabricio en pollos, similar
en tamafio y antigenicidad a la hormona hipofisiaria. Asi mismo se han caracterizado algunos
de los tipos celulares responsables de la produccién de la GH (Luna et al., 2008). El papel de
la GH extrahipofisiaria se desconoce y existen pocas evidencias acerca de su funcion,
aunque parece ser que también esta directamente relacionada con la proliferacion vy

diferenciacion celular, hay trabajos que demuestran diferencias en sus actividades.
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Como se menciono6 previamente, la GH ha mostrado efectos antiapoptoticos en células del
sistema inmune, en donde se ha encontrado que estimula la sintesis de ADN (Berczi et al.,
1991). En cultivos de linfocitos, monocitos y neutrofilos, tratados con GH demostro citometria
de flujo de las células mostré que la GH fue capaz de inhibir la apoptosis en neutrofilos
(Matsuda et al., 1998). El efecto también se ha probado en otras lineas 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 encontré que la
administracién de la GH disminuia hasta en un 70% la proporcion de células apoptéticas
(Jeay et al.,, 2000 y 2002). Lo anterior sugiere que la GH podria tener un efecto

paracrino/autocrino.

El sistema inmune del pollo

Parte de los componentes esenciales de defensa del sistema inmunoldgico en la mayoria de
los vertebrados son las células B, T y asesinas naturales (NK), las cuales protegen de
agentes patdgenos potenciales. El sistema inmune de las aves esta formado por érganos
linfoides primarios y secundarios (Fig.1). Los 6rganos primarios proveen de microambientes
necesarios donde los linfocitos se diferencian y proliferan para formar distintas clonas y de
ahi se distribuyen hacia la médula 6sea, el bazo y el resto de los 6rganos linfoides

secundarios.

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

Los drganos linfoides primarios, en las aves, son la bolsa de Fabricio (BF) y el timo, y los
organos secundarios son la glandula de Harder y pineal, el bazo y los bazos accesorios, los

nodulos linfaticos y la amigdala cecal. La inmunofisiologia 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 dérgano especifico de las aves, responsable de la
maduracion de los linfocitos B (Glick et al., 1956). Se localiza en la cloaca del pollo, detras de
la ultima porcién del tracto intestinal. Tiene una forma redonda u ovalada que contiene
pliegues funcionalmente organizados en foliculos, alrededor de 800 foliculos por pliegue. El
foliculo bursal contiene una poblacién celular heterogénea: esta recubierto por células
epiteliales asociadas al foliculo (FAE) e interfoliculares (IFE). Posee dos compartimentos:
una médula y una corteza con linfocitos, linfoblastos, reticulocitos, macrofagos y células
plasmaticas (Fig.2). La actividad pinocitica de las FAE permite que gran cantidad de
sustancias solubles entren a la médula de la bolsa de Fabricio, lo cual estimula la produccién
de anticuerpos en el lumen bursal. Otra caracteristica de este 6rgano 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 foliculo linfoide de la bolsa de Fabricio (Modificado de Ciriaco et al., 2003).

La region medular de la bolsa de Fabricio esta constituida por linfoblastos y linfocitos
inmersos en una red formada por las prolongaciones citoplasmaticas de las células
reticuloepiteliales y dendriticas secretoras (Fig.2). En la periferia entre la regién 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 regioén cortical (Fig.2) esta formada por varias capas de linfocitos (de 8 a 10),
macrofagos, algunas células epiteliales y mesenquimatosas de la lamina propia. En la
corteza se encuentran vasos sanguineos 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 antigenos para
convertirse en células plasmaticas productoras de anticuerpos (Rev. Glick 1991; Ratcliffe
2002). En el microambiente de la bolsa de Fabricio los linfocitos proliferan en la regién
medular y migran a la corteza para abandonar la bolsa. Asi 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 porcion dorsal de la cloaca. Los primordios de la BF se forman a partir del
4to dia de incubacion, en la superficie del epitelio ectodérmico (Fig. 3A). Entre el dia 3-4 de
incubacion se encuentran células precursoras B en la region para-aodrtica intraembrionaria.
Estas células precursoras migran hacia el saco vitelino entre los dias 5-6 de desarrollo
embrionario (DE), y es posible detectar marcadores de superficie especificos de linfocitos B
como la IgM y Bu-1 (Reynaud et al., 1994). En el dia 7 DE las células precursoras inician el
rearreglo de la cadena ligera de las inmunoglobulinas (Ig’s) en el tejido mesenquimatoso
embrionario extra-bursal, aun 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 6érganos linfoides como
la BF y colonizarlos (Reynaud et al., 1994). La diversificacién de la region variable de las Ig’s
se inicia poco después, cuando las células expresan IgM de superficie durante la etapa de

proliferacién en los foliculos linfoides de la BF (Mansikka et al., 1990).

Al quinto dia de desarrollo embrionario se observa la formacion de un esbozo endodérmico
rodeado por una capsula de tejido mesenquimatoso, y se puede distinguir una evaginacion

dorsocaudal de la cloaca. Entre el dia 6 y el 8 el cordon epitelial desarrolla una luz y se
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conecta con el rudimento de la luz cloacal, asi la BF crece como un tallo cilindrico. Mas tarde,
hacia el dia 10 de desarrollo embrionario aparecen las plicas o pliegues y a los 12-18 dias 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 dendriticas 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 dias 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 caracteristica de inmobilizar
IgG en sus membranas, por lo que se ha propuesto que esta es la manera en la que

interactuan con las células B para facilitar su expansion (Glick, 1995).

Fig.3. Ontogenia de la bolsa de Fabricio del pollo. (A) La colonizacién de la bolsa de Fabricio embrionaria se
da por células basodfilas dendriticas y precursores linfoides. (B) Se observan las primeras células baséfilas que
colonizan el tejido para formar los primordios del foliculo linfoide. (C) los precursores de las células B con
inmunoglobulina de superficie (slg+) colonizan cada primordio folicular. (D) Las células slg+ (principalmente
IgM+ y escasas IgG+) sufren una rapida proliferacion antes de la eclosion. (E) Para el dia del nacimiento el
foliculo ya esta formado. (F) Las células epiteliales asociadas al foliculo (FAE) tienen actividad pinocitica para
permitir el contacto de antigenos en la region medular. (G) Algunos de los linfocitos migran a través de la
membrana basal y se desarrolla la membrana cortico-medular. (H) Foliculo bursal maduro en el periodo post-
eclosion (Modificado de Ratcliffe, 20086).

La migracion de las células precursoras linfoides (Fig. 3B) se lleva a cabo del dia 8-15 (7.5-

14) DE (Houssaint et al., 1976) a través de la vascularizacién general (Moore y Owen, 1965),
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y van del mesénquima extrabursal al tejido en desarrollo donde empiezan la formacién y
proliferacion de los foliculos 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 formacion del foliculo linfoide (Reynaud et al., 1994). La migracion de estas
células esta ligada a la expresion de moléculas de superficie (carbohidrato X Lewis) que
funcionan como ligandos para selectinas pertenecientes a la familia de receptores de
adhesion vascular (Masteller y Thompson, 1994).

Existe evidencia de que la BF es colonizada casi simultaneamente por dos linajes
hematopoyéticos entre los dias 9 y 10 DE, uno de los linajes dara lugar a linfocitos vy
macrofagos, mientras que el segundo grupo dara lugar principalmente a macrofagos y
algunos granulocitos y desapareceran al final de la vida embrionaria (Houssaint, 1987). Los
precursores hematopoyéticos se observan en el mesénquima y hasta después del dia 10 DE
penetran en el epitelio. Los precursores que no alcanzan el epitelio se comprometen para

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

A los 14 DE se distinguen cumulos de células en el interior del epitelio: primordios epiteliales
que representan la médula folicular temprana e indican el inicio de la formacién de los
foliculos linfoides (Paniagua y Nistal, 1983). Los primordios epiteliales estan 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 basdfilas ricas en ribosomas), y algunos
autores las consideran linfoblastos (Paniagua y Nistal, 1983). La migracion de los linfoblastos
se lleva a cabo a través de la [amina basal de los primordios en el dia 15 DE (Paniangua y
Nistal 1983).

Una de las caracteristicas de las células B del pollo, es que se desarrollan en una sola
oleada de diferenciacion, que inicia cuando las células precursoras B se comprometen entre
los dias 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-eclosion y no se observan en animales
adultos (Betti et al., 1991).
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Durante esta etapa de desarrollo el epitelio bursal parece desempefar un papel fundamental
al proveer a las células precursoras de un estimulo para inducir la aparicion de antigenos
mayores de histocompatibilidad clase II (MHC II), aun cuando la produccion de Ig’s no
depende de la BF (Ratcliffe et al, 1986). Al dia 15 DE las células precursoras B también
presentan IgM* de superficie, estas células desaparecen gradualmente después del

nacimiento (Pink y Lassila, 1987).

El numero de células precursoras B que colonizan inicialmente a cada foliculo es pequefio
(de 2-7 células) (Pink et al., 1985) y el crecimiento del mismo se debe a la proliferacién de
estas células. Se forman alrededor de 10* foliculos durante la colonizacién y este nimero
permanece constante en la BF madura (Olah y Glick, 1978). Entre el dia 18 embrionario y las
2 semanas post-eclosioén, las células B sufren una diferenciacién dependiente de la BF. Al
término de esta etapa dependiente de la BF, los pollos tienen la capacidad de montar la
respuesta inmune primaria, practicamente contra todos los antigenos (McCormack vy
Thompson, 1990).

También entre los dias 12-15 DE se desarrolla el epitelio que delinea los pliegues
(Naukkarinen et al., 1978), las células epiteliales se alargan y desarrollan prolongaciones
citoplasmaticas que se interconectan para formar una red (Paniagua y Nistal, 1983). Asi
mismo, empieza su diferenciacion en epitelio interfolicular (IFE) y epitelio asociado al foliculo
(FAE) (Naukkarinen et al., 1978). Aun cuando las células FAE se encuentran presentes
desde el dia 15DE, su actividad pinocitica es detectable hasta el 19-21 (Fig. 3F)
(Naukkarinen et al., 1978). En la BF post-eclosion el FAE esta soportado por 3-5 capas de
células epiteliales estratificadas que son la continuaciéon de las células epiteliales
corticomedulares (Olah et al., 1992). El FAE consiste en células M y células dendriticas
secretoras. La comunicacion entre el FAE y la médula se lleva a cabo mediante las células
de soporte del FAE (Olah et al., 1992).

Durante la etapa tardia de desarrollo embrionario y en pollitos recién nacidos, se observan
pocas células B IgG”, incluso algunos autores no reportan sefial positiva en estas etapas
(Olah et al., 1991). Una de las principales funciones de la BF en etapas embrionarias y
tempranas post-eclosion es proporcionar un microambiente adecuado para que los linfocitos

B proliferen y se diferencien antes de su migracion a los tejidos periféricos como linfocitos B
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maduros, donde llevaran a cabo su funcién inmune (Rev. Glick, 1991; Ratcliffe, 2002).
Ademas se sabe que la BF permite que se lleve a cabo la diversidad inmunoldgica a traves
del rearreglo de los genes de las Ig’s, gracias a la liberacion de diversos factores humorales
que inciden sobre los precursores linfoides (Weill y Reynaud, 1987; Rev. Scott, 2004). Justo
antes de la eclosion, las células bursales de los primordios epiteliales, migran a través de la
membrana basal, lo cual permite distinguir algunos foliculos 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 eclosion, el numero de células en la BF continia aumentando aunque a una
proporcion mucho menor, de manera que su tamafo se dobla cada semana (Lydyard et al.,
1976). A pesar de elevada proliferacion celular de precursores B en la BF por dia, 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 rapidamente, pero el aumento en el tamafio no es

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

Los valores de apoptosis en la BF son muy elevados, probablemente mayores a los
observados en el timo de mamiferos 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 proporcién de muerte celular que
sucede en la BF, ya que las células sufren rapidamente apoptosis y son fagocitadas de
manera eficiente por los macréfagos, no solo en la BF, también en distintos 6rganos (Motyka
y Reynolds, 1991). Existe evidencia que demuestra que las células que pierden la expresion

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

En los pollos post-eclosion la BF contiene de 10 a 15 pliegues o plicas, con 8000-12000
foliculos bursales poliédricos (Olah y Glick, 1978). Cada foliculo esta organizado en una
médula central y una corteza periférica (Grossi et al., 1977). Y durante el desarrollo post-
eclosion la BF también funciona como 6rgano linfoide secundario (Ekino et al., 1985). Se ha
observado que en la BF de pollos post-eclosion las células dendriticas 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 podrian estar funcionando como

ligandos y sefales para la expansion de las células B y la conversion génica (Glick y Olah,
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1993). También se ha demostrado que la localizacion de las BSCD es estratégica, se
localizan dentro y debajo de las células epiteliales asociadas al foliculo (FAE), indicando su
contacto con los antigenos que ingresan al érgano linfoide. También se observan en el borde
corticomedular, sitio regenerador para las células BSCD (Gallego et al., 1996). En la fase de
crecimiento rapido (1d a las 4 semanas), el numero de BSDC aumenta alrededor de 18
veces, posiblemente por la proliferacion 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 maximo entre las 10-
15 semanas. Después de este tiempo, el peso disminuye e inicia la formacion de quistes,
principalmente en la médula folicular (Naukkarinen y Sorvari, 1984). Con respecto a la tasa
de proliferacion de linfocitos también existen cambios dependiendo de la etapa de desarrollo.
En el desarrollo embrionario la proliferacion 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 dramaticamente,
sugiriendo que la actividad pinocitica de las células FAE decrece debido a la regresion de la
BF (Gallego et al., 1996). En la semana 17.5, las células del FAE comienzan a perder su
actividad pinocitica y los cumulos de mucina comienzan a aparecer en la region de la
meédula, lo que forma los cumulos mucoides que se observan en las fases tardias de la

involucién (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 rapido, que va desde el nacimiento hasta las seis u
ocho semanas de edad. En este periodo la BF incrementa su peso hasta alcanzar su maximo
entre las 9 y las 15 semanas. La 2da fase, llamada de meseta, se inicia a partir de que la BF
alcanza su peso maximo, después de las 9-10 semanas, donde no hay un cambio en el peso
del tejido. Y posteriormente la fase de regresion que inicia alrededor de la semana 15y se
caracteriza por la involucion 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-eclosion, la
BF juega un papel de tejido linfoide primario para la proliferacion y maduracion de las células
B, y que posterior a las 6 semanas y hasta la semana 16 funciona como 6rgano linfoide
secundario (Naukkarinen y Sorvari, 1984). Gracias a la actividad pinocitica de las células
epiteliales asociadas al foliculo linfoide (FAE) y a su localizacién estratégica de la BF (en la
parte posterior de la cloaca), se facilita el ingreso de diversas particulas antigénicas que al

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

Uno de los cambios que la BF sufre durante su regresién es la pérdida de peso, esto ultimo
debido a la involucién histolégica que sucede a las 18 semanas, y que consiste en el
plegamiento del epitelio interfolicular (Glick, 1984; Ciriaco et al., 2003). Otro de los
fendmenos observados en la BF es la sustitucion del tejido linfoide por tejido fibroso en la
region subepitelial, que se conoce como involucién mucoide (Zapata y Cooper, 1990). Los
procesos de proliferacién decrecen significativamente entre la semana 10 y 16, asi mismo la
actividad pinocitica 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 involucion de la BF se ha asociado a la madurez sexual, ya que coincide con el
incremento en el tamano de las glandulas adrenales y el incremento en la produccién de
esteroides gonadales/adrenales (Glick, 1984). Algunos experimentos que apoyan dicha
hipotesis, han demostrado que la administracion de esteroides en etapas prepuberales
induce la regresién de la BF (Glick et al., 1956; Meyer et al., 1959). Esta bien documentado
que los glucocorticoides tienen la capacidad de inducir apoptosis en células inmaduras Ty 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
dendriticas secretoras, que la administracion de dexametazona disminuye su la expresion de
moléculas clase Il del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC Il), por lo que los

linfocitos T no sufren activacion (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
excepcion. En investigaciones previas demostraron que los linfocitos de la BF sufren
apoptosis a las pocas horas de haberse extraido del tejido (Neiman et al., 1991). Los efectos
de la GH se han explorado porque previamente se encontré la expresion del ARNm de la
hormona, asi como de su receptor (Render et al., 1995; Hull et al., 1996). En trabajo de
nuestro grupo de investigacién se ha descrito la concentracién de la GH en distintas etapas
del desarrollo de la BF (Luna et al., 2005), asi como la distribucion de la GH y de su ARNm
en pollos de 4 semanas (Luna et al., 2008). La localizacién de la proteina y su ARNm en la
region cortical de los foliculos linfoides de la BF, sugieren que su produccion se realiza en
linfocitos B (Luna et al., 2008). Asi mismo, se ha inferido su participacién en la supervivencia
de los precursores linfoides, ya que se ha encontrado a la GH en células dendriticas
secretoras (Luna et al., 2008), que proporcionan diversos factores para la maduracion de
precursores B (Glick y Olah, 1993).

El timo

El timo es un 6rgano linfoide primario donde las células precursoras provenientes de la
médula 6sea se diferencian y maduran en células T inmunocompetentes (Rev. por Silva et
al., 2008). El proceso de timopoyesis o diferenciacion intratimica es dirigida esencialmente
por las sehales del microambiente del timo (Fig.4.), una red tridimensional formada por las
células timicas epiteliales (TEC), células dendriticas, macréfagos, fibroblastos vy
componentes de la matriz extracelular (Rev. por Savino y Dardenne, 2000). EI microambiente
permite a los timocitos sufrir el proceso de seleccion, proliferacion y diferenciacion, para
establecer el repertorio de células maduras, inmunocompetentes que expresan el complejo
principal de histocompatibilidad (MHC) caracteristico de las células T circulantes (Anderson
et al., 2001).

Dentro de los lébulos las células inmaduras TCR CD4 CD8 y TCR* CD4" CD8" se localizan
en la regién cortical, mientras que las células maduras TCR* CD4" CD8 y TCR* CD4 CD8"
se encuentran en la médula (Savino et al., 2004). La migracién es compleja, se controla por

varias interacciones moleculares, incluyendo aquellas mediadas por la matriz extracelular
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(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 sefiales no se conoce. La secuencia compleja de
eventos que da lugar a la generacion de células T en aves y mamiferos parece estar
conservada (Moore y Owen, 1967; Moore, 2004), por lo que la informacion obtenida hasta

ahora proviene tanto de mamiferos como de aves.

En las aves, el timo esta conformado por siete |6bulos a cada lado del cuello hasta el torax,
algunas veces el ultimo Iobulo se encuentra embebido en la tiroides. Los estudios
histolégicos 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 mamiferos.

El timo se desarrolla a partir del endodermo de la 3era bolsa faringea con las interacciones
subsiguientes del mesénquima epitelial y la participacion de otros factores como Notch
(Parreira et al., 2003). La estratificacidon del epitelio inicia entre el 7mo y 8vo dia de desarrollo
embrionario (DE), y al mismo tiempo inicia un incremento en la expresién del MHC I, Delta 1
y el ligando de Notch, que juegan un papel critico 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 region paraortica al timo entre los 6.5 y 8 dias de
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DE y se pueden observar en el tejido del 11vo dia de embrion. Las oleadas subsecuentes se
llevan a cabo de en el 12vo y 18vo DE, provenientes de la médula ésea y del bazo (Coltey et
al., 1989).

El timo provee del microambiente necesario para la diferenciacion de las células troncales en
tres distintas subpoblaciones, los linfocitos T cooperadores, T reguladores y T citotéxicos. La
conformacién del timo es, basicamente, de linfocitos T en distintas etapas de maduracion
(Fig.4), células epiteliales (TEC), células dendriticas, macrofagos y fibroblastos, que forman

la red del microambiente para la proliferacion y diferenciaciéon (Kendall, 1980).

La red de las células epiteliales, tanto corticales como medulares (Fig.4), son el principal
componente del microambiente timico y son responsables de la seleccion 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 ubicacidén de los
I6bulos del timo pueden relacionarse con etapas especificas en la maduraciéon 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 distinciéon entre corteza y

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

En pollos de la raza White Leghorn, se ve una reduccion progresiva del area cortical, asi
como en el numero 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 6rgano (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 expresion de receptores, y que su expresion

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

La interaccion de las células B, T y células accesorias es necesaria para una respuesta
inmunologica éptima. Tanto el timo como la bolsa de Fabricio son de gran importancia para la

funcién 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 observo la involucidn timica en animales a los cuales se les habia sometido a
hipofisectomia (Smith, 1930). Se sabe que la GH modula una gran cantidad de procesos en
los animales, entre ellas, la proliferacion y migracion de los timocitos, la secrecion de matriz
extracelular, quimocinas y hormonas timicas de las células timicas 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 numero
de timocitos con respecto a los animales control. En ratones inyectados con GH se
observaron de 10-15% mas células en fase M, en comparacion con su respectivo control
(Smaniotto et al., 2004 y 2005). Los ratones tratados con la GH también muestran un
aumento en la migracion de timocitos. Dicho efecto podria estar mediado por el incremento
en la produccién de fibronectina y laminina de las células timicas epiteliales (TEC), que se
incrementa en presencia de la GH en TEC en cultivo (de Mello-Coelho et al., 1997). En el
timo de mamiferos se ha evaluado de forma extensa el efecto de la GH. En el caso de las

aves la informacion obtenida es menor.

En el timo de las aves el efecto de la GH se ha evaluado en pollos hipofisectomizados, en los
que se observd un aumento en el peso del timo (Scanes et al., 1986). En pollos enanos se ha
observado que la administracién 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 caracteristicas en comun con la respuesta
inmune de los mamiferos. Varias infecciones involucran a dos de los tipos de inmunidad:
celular y humoral, y en ambos casos las células T estan involucradas. Los microorganismos y
virus dentro de células fagociticas pueden liberar antigenos que pueden presentarse en el
MHC | de la superficie celular. De esta manera los antigenos se reconocen por receptores de

superficie CD8" de las células T e inician su divisién celular y la liberacién de sustancias
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quimicas que mataran a la célula infectada. Los macrofagos también pueden destruir
microorganismos invasores y presentar péptidos en sus moléculas de superficie MHC II.
Estos péptidos son reconocidos de forma especifica por los linfocitos T CD4" (Th1) y
empiezan la liberacién de citocinas, particularmente interferén-y (IFN-y). De esta manera se
estimula a los macréfagos para producir factor de necrosis tumoral a (TNF-a), éxido nitrico y
radicales de oxigeno, lo cual potencia la eliminacion de microorganismos. Se ha propuesto
que el reconocimiento especifico se lleva a cabo gracias a las moléculas CD80 y CD86 que

interactua 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 demostrd en
experimentos previos, que el suero de pollos de 4 semanas infectados con Salmonella
typhimurium presentan titulos altos de anticuerpos especificos (IgM, 1gG, IgA) contra las
proteinas del flagelo y membrana de la bacteria una semana después de la infeccion
(Barrow, 1992). Las bacterias gram negativas como Salmonella, Escherichia coli, contienen
lipopolisacaridos (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 invasiéon de estas bacterias (Rietschel, et al., 1994). La estimulacién de los
macrofagos con LPS resulta en la produccion de varias citocinas y lipidos 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 infeccién se caracteriza por vasodilatacién, aumento en la permeabilidad
vascular, activacion y reclutamiento de neutréfilos y fiebre (Rosenberg y Gallin, 1999). La
fiebre en respuesta a la infeccién esta 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-q, la
interleucina-6 (IL-6), IL-1B que son liberadas por neutréfilos y por monocitos/macréfagos,
entre otros. La IL-1 y el TNF-a activan al estroma adyacente y el endotelio para que liberen
una segunda oleada de TNF-qa, IL-6 e IL-1, asi como citocinas quimiotacticas como IL-8 y la

proteina quimiotactica para monocitos (Monocyt Chemotactic Protein) (Baumann y Gauldie,
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1994). El TNF-q, la IL-1 y la IL-6 funcionan en el organismo como pirégenos enddgenos,
afectando el mecanismo de regulacion de la temperatura por el hipotalamo. EI TNF-a es un
importante mediador de la inmunidad celular contra bacterias y parasitos, asi como
estimulador de neutrdfilos (Ostberg et al., 2000). Estas citocinas también provocan
respuestas sistémicas como la estimulacion de los hepatocitos para liberar proteinas de fase

aguda (Baumann y Gauldie, 1994).

Las infecciones y traumas en el organismo ademas de producir inflamacion, 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 encontré que la administracion de LPS induce cambios en el sistema de IGF,
esencialmente idéntico al que se produce durante la infeccion con bacterias gram negativas
(Lang, et al., 1996). En humanos la administracion de LPS aumenta los niveles circulantes de
TNF-a 2 horas después de su administracion, mientras que la IL-6 tuvo un aumento maximo
hacia las 3 horas. También provoca una marcada, pero transitoria elevacion en la
concentracion de la GH y un aumento de 2-3 veces en la concentracion del cortisol circulante
(Lang et al., 1997). Los glucocorticoides pueden ejercer una retroalimentacion negativa,
disminuyendo la transcripcion y la estabilidad del ARNm de las citocinas proinflamatorias
(Almawi et al., 1996) Asi mismo, se observd una disminucion gradual de IGF-lI en la
circulacién, la cual 5 horas después de la administracion disminuyd 20% en comparacién con

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

Los estudios acerca del efecto de LPS y su mecanismo de accion en las aves son limitados
en comparacion con la cantidad de estudios realizados en mamiferos. Se sabe que los pollos
son mas 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 administracion de LPS
estimula la produccion de TNF-a en pollos, al igual que en mamiferos, s6lo que su actividad
maxima se observo 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, asi como por la resistencia que las aves presentan a
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los lipopolisacaridos, como se sefald anteriormente (Roeder et al., 1989). Pero en general
los mecanismos con los que responden las aves son igual a los de mamiferos durante una
respuesta inflamatoria (Gehad et al., 2002). Durante la endotoxemia, la primera citocina en
aparecer es el TNF-qa, que aparece a las 2 horas de la administracion de LPS, siguiéndole IL-
1 e IL-6 (Givalois et al., 1994; Ottaway et al., 1998). El TNF-a puede mediar la respuesta a la
exposicién de LPS, como la fiebre, cambios metabdlicos y la activacion del eje hipotalamo-
hipéfisis-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 secrecion de varias citocinas, lo que
evita que exista una sobreactivacion del sistema inmune (Gehad et al., 2002). En humanos
este efecto se ha estudiado mas ampliamente, la activacién de este eje es notoria por el
aumento transitorio de la GH. La GH es un potente estimulador de la expresion de IGF-I
(Schwander et al., 1983; Bichell et al., 1992), y aunque el aumento de GH pueda llegar a
estimular la produccién de IGF-I, su concentracién tiende a disminuir gradualmente, tanto en
humanos como en roedores, después de 4-6 horas. Esto ultimo se explica debido al efecto
de resistencia a GH que existe en el tejido hepatico, tal como se ha observado en ratas
sometidas a endotoxemia, en las que se observa una disminucion en la sintesis de ARNm

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

La regulacién neuroinmunoenddcrina se ha estudiado ampliamente en los ultimos afios, y ha
mostrando que el funcionamiento de estos sistemas tiene una comunicacion bidireccional
que permite la homeostasia del organismo. Por lo anterior, el objetivo de varias
investigaciones se ha relacionado con localizaciéon de moléculas descritas previamente en
otros sistemas. Por ejemplo citocinas en el sistema endocrino, 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-eclosion (Render et al., 1995; Hull et al., 1996;
Luna et al., 2005). Asi mismo se han caracterizado algunas de las células responsables de la
sintesis de la GH en la bolsa de Fabricio (BF) (Luna et al., 2008). Sin embargo aun no se ha
determinado cual es el papel que la GH desempefa en estos tejidos y si existe un cambio en
su localizacion durante el desarrollo, que se correlacione con la fisiologia de estos érganos

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 adenohipdfisis (Aramburo et al., 1990, 2001a; Houston y Goddard,
1988), como en plasma (Montiel et al., 1992). En el caso de los érganos del sistema inmune
del pollo, como bazo, bolsa de Fabricio y timo, se encontré 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 determind la concentracion total de la GH mediante
radioinmunoensayo en los tejidos inmunes de animales de 4 semanas. En resultados previos
obtenidos por nuestro grupo de investigacion, ademas de corroborar la presencia de la GH
en los diferentes tejidos inmunes, se determind que esta hormona se modifica con respecto a
la edad en la bolsa de Fabricio de pollos. Por otra parte, se observd que al igual que en la
hipdfisis también presenta un patrén de heterogeneidad molecular (Luna et al., 2005). Las
evidencias anteriores sugieren que la GH es sintetizada localmente en el bazo, la BF vy el
timo, donde posiblemente desempefia un papel importante, ya sea mediante una accion
paracrina y/o autocrina. Hasta ahora se sabe que existe la GH, su ARNm vy el receptor a la
GH en estos tejidos, aunque aun no esta completamente definido el papel de la GH que se
sintetiza localmente y no se conoce cual es el linaje celular especifico que lleva a cabo su
sintesis en la BF y el timo, ni la concentracion de la GH en el timo. Todavia quedan muchas
interrogantes por contestar, ya que aun cuando ya se ha demostrado la presencia
extrahiposiaria de la GH, existen pocos trabajos que demuestren claramente cual es el papel
de esta hormona sintetizada de forma local. Mas aun, existe la duda si en realidad es
relevante la sintesis de la GH de manera extrahipofisiaria, ya que todas las evidencias
sefalan que la hormona que se produce en la hipdfisis es 1000 veces mayor a la detectada

en los distintos tejidos extrahipofisiarios.
Por lo anterior, este trabajo permitira avanzar en la caracterizacion y en el entendimiento del

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

primarios en pollo.
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3. HIPOTESIS GENERAL

La GH que se expresa en 6rganos primarios del sistema inmune de pollo puede tener una

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

3.1 Hipétesis Particulares

v

La GH se expresa especificamente en ciertos linajes celulares de los 6rganos del sistema
inmune.

Esta proteina presenta un patron 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 inmunoldgico.

4. OBJETIVO GENERAL

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

del sistema inmune de pollo.

4.1 Objetivos Especificos

Determinar en érganos inmunes primarios de pollo:

v

v
v
v
v

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

La distribucion celular de la GH durante el desarrollo.

La concentracién de la GH.

El patron de heterogeneidad molecular de la GH.

La concentracion de la GH de pollos sometidos a un estimulo inflamatorio con

lipopolisacarido (LPS).

5. ESTRATEGIA

v
v
v

Determinar la localizacién del ARN mensajero de la GH mediante hibridacion in situ.
Definir el tipo celular que produce la GH por inmunohistoquimica.

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 proteinas por el método de Bradford y la concentracién 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 METODOS

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 biologia molecular fueron:
Invitrogen (Carlsbad CA), Roche Diagnostics (Mannheim, Germany) y BIO-RAD (Hercules

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

6.2 Métodos

6.2.1 Preparacion de las muestras

6.2.1.1 Animales y tejidos del sistema inmune.

Huevos fertilizados White Leghorn se incubaron a 38° C en una atmésfera humeda. Los
huevos se rotaron un cuarto de revoluciéon cada 50 min durante la incubacion. Los tejidos
inmunes, bolsa de Fabricio (BF) y timo, de embriones de 15 y 18 dias de desarrollo
embrionario (DE), se extrajeron mediante diseccion, 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 ym.

Los animales post-eclosion (1 dia, 2, 4, 10, 20 semanas) fueron sacrificados por
decapitacion. Los tejidos inmunes se obtuvieron mediante diseccion y se congelaron de
inmediato (-70° C) o se fijaron en sublimado de Bouin-Hollande, como se mencion6

anteriormente.

6.2.1.2 Obtencion de los extractos.
Los tejidos se homogeneizaron y el extracto se obtuvo al agregar, en una proporcion de 1/10
p/v, amortiguador de extraccion (Tris 50 mM, pH 9) con un coctel de inhibidores de proteasas

(Mini-Complete, Roche Mannheim, Germany) y 1 mM PMSF. La extraccion de la GH se
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realiz6 con agitacion, a 4°C, durante 2 h. El sobrenadante se recuperé6 mediante
centrifugacion (30 min, a 12,500 rpm en una centrifuga Beckman modelo TJ-6 rotor Beckman
TH-4) a 4°C.

6.2.1.3 Cuantificacion de proteinas.

En los extractos se determind la concentracién de proteinas mediante el método de Bradford
(1976). Las lecturas de absorbencia se realizaron en un espectrofotometro (Beckman DU
640), a 595 nm, usando albumina sérica bovina como estandar. Este ensayo tiene una
sensibilidad de 0.5 pg, un intervalo util de medicion de 1 a 25 ug de proteina, y un coeficiente

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

6.2.1.4 Histologia 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 histologicas 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% 6xido rojo de mercurio Il Aldrich, St.
Louis, MO), se lavaron con agua por 1 min y después se sumergieron rapidamente (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 Histologia de las células epiteliales de la bolsa de Fabricio con azul alcian (AA).

Preparaciones histologicas rehidratadas como se describe previamente, se incubaron (3 min)
en acido acético al 3% y después en una solucién de azul alcian (1% p/v de alcian blue 8GX
Sigma, St. Louis, MO., en acido acético glacial al 3%, pH 2.5) durante 45 min, para teiir a las
células con alto contenido de mucopolisacaridos (Phillips et al., 2004). Después, las
preparaciones se lavaron en agua 2 min y se montaron para su observacion en el

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

Para determinar la presencia y distribucion del ARNm de la GH, se montd la técnica de
hibridacién in situ. Los tejidos se fijaron en sublimado de Bouin-Hollande (BHS) por 48 horas,
6 paraformaldehido (PFA) al 4% toda la noche, se deshidrataron e incluyeron en parafina. Se
realizaron cortes (5-7um) que se procesaron mediante hibridacion in situ (Baudet et al.,
2003).

6.2.2.1 Preparacion de las sondas.

El cDNA de la GH, se obtuvo mediante RT-PCR a partir del ARN total extraido de hipdfisis de
pollo (7s) con Trizol (Invitrogen). EI ARN total libre de ADN se someti6 a transcripcion reversa
utilizando 15 U de Thermoscript (Invitrogen), 2.5 uM de Oligo(dT)20, desoxiribonucledtidos
trifostafato (1mM), amortiguador de sintesis para cDNA (1X), ditiotreitol (5mM) y 40 U de
Rnase OUT (Invitrogen). La mezcla se desnaturalizé (5 min a 65°C) y se incub6 a 59° C
durante 1 hora. La reaccion terminé con 5 min de incubacion a 85° C, entonces se eliminé el
templado de ARN utilizando RNAse H (Invitrogen) a 37° C por 20 min. Como control negativo
se utiliz6 ARN en ausencia de Thermoscript. EI ADN complementario (ADNc, 1ul) se
amplificé utilizando los oligos GH3 (5-CGTTCAAGCAACACCTGAGCAACTCTCCCG-3) y GH5 (5-
GCCTCAGATGGTGCAGTTGCTCTCTCCGAA-3) disefiados para amplificar un fragmento de 690 pb
(Render et al., 1995). EI ADNc amplificado se evaluo mediante electroforesis en geles de
agarosa (1.5% pl/v) tefiidos con bromuro de etidio y se observd con luz UV en comparacion
con el marcador de pares de bases. Posteriormente, el ADNc se purificé (Purification Kit de
Qiagen), y se subclono 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 pyg/ml de kanamicina o penicilina y se
incubaron a 37° C toda la noche. Al dia 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 37° C. Cada colonia se sometié a amplificacién por PCR, usando los oligonucleétidos
GH3 y GH5, y el producto se observé en geles de agarosa. Después de 14 horas colonias
individuales se cultivaron en 10 ml de medio LB/kanamicina y se incubaron a 37° C con
agitacion vigorosa por 8 h. Los cultivos celulares se centrifugaron, se desecho el medio de

cultivo y el precipitado de células se utilizé para purificar el vector (HiSpeed Plasmad MidiKit
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de Quiagen). Los insertos del vector se aislaron mediante digestion con EcoRI (Gibco) y se
visualizaron en geles de agarosa con bromuro de etidio. Los insertos se secuenciaron
utilizando oligonucledtidos T7 (DNA Core Facility, University of Alberta) y la secuencia se
analizo con el software BLAST (NCBI, Bethesda, MD, USA). El vector se linearizé con las
endonucleasas de restricciéon Pst | y Not | para la produccion de las sondas antisentido y
sentido, respectivamente. Las sondas marcadas con digoxigenina (DIG) se sintetizaron
mediante transcripcion 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
concentracion de las sondas se determind mediante la técnica de dot blot, utilizando como

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

6.2.2.2 Hibridacion in situ.

Las secciones de tejido (6-7um) se colocaron en laminillas como se menciond anteriormente,
se desparafinaron con Citrisolv (Fisher), se rehidrataron en un gradiente de etanol (100-50%)
y se lavaron en agua con dietilpirocarbonato (H,O-DEPC) y en PBS-DEPC. Después, las
preparaciones histologicas se incubaron en PBS-DEPC recién preparado (2X15 min); para
remover Rnasas, se trataron con proteinasa K (10 ug/ml, 10 min, 37° 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, 60° C) con 50% de formamida/2X de solucién
salina de citrato de sodio (SSC) en una camara humeda. A continuacién se incubd (16 h, 60°
C) con la solucién de hibridacién (50% formamida, 2X SSC, 250 g/l tRNA, heparina, solucion
bloqueadora y la sonda antisentido o sentido marcada con DIG a una concentracién de 2
Mg/ml previamente desnaturalizadas 5 min a 80°C). 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 deteccion inmunohistoquimica de
las sondas se realiz6é incubando (2h) con un anticuerpo anti-DIG conjugado con fosfatasa
alcalina (Roche) en 1% de solucion 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 MgCl,, 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 reaccién 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
hipdfisis se trataron de forma similar, aunque con una concentracion de las sondas de 200
ng/ml, y la sefial observada en el |6bulo caudal (CA) proporciond nuestro control positivo

como parametro de comparacion.

6.2.3 Localizacion de la GH en bolsa de Fabricio y timo

6.2.3.1 Inmunohistoquimica.

Para determinar la localizacion 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 concentracion creciente, desde 60% hasta alcohol absoluto, una
mezcla xilol/etanol 1:1, xilol concentrado vy, finalmente los bafios de parafina. Los tejidos se
incluyeron en bloques de parafina y se obtuvieron de dos a tres cortes seriados de 5-7 um,
que se montaron sobre laminillas de alta fijacidon (superfrost), utilizando un bafio de agua tibia
con gelatina (0.03%). Las preparaciones histolégicas 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 continudé 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
solucion. Posteriormente se incubd durante 1 h con una solucién salina amortiguada con Tris
50 mM pH 7.6 (TBS), 50% metanol y 3% H,O, para eliminar la peroxidasa endogena. Al
término de la hora se realiz6 un lavado con TBST (TBS con 0.1% de Triton X-100) y se
incubd 1 h con leche descremada al 3% en TBST, como agente bloqueador. Se lavo con
TBST y se eliminé el exceso de liquido para transferir las preparaciones a una camara
humeda. A cada preparacion histologica se le agregaron 500-750 pl 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 [Aramburo et al., 1989]) y se incubd toda la
noche a temperatura ambiente. Se conservaron una o dos preparaciones histologicas sin
anticuerpo como controles negativos. Al dia siguiente, se lavaron con TBST (3X10 min).
Posteriormente, se incubd durante 2 h con el anticuerpo secundario (1:200 en TBST-leche
1%). Una de las preparaciones sin anticuerpo primario se utilizé como control negativo para
verificar la presencia de peroxidasa enddgena o tincion excesiva inespecifica de fondo, por lo

que no se le adiciond el anticuerpo secundario. Las preparaciones se lavaron con TBS y se
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revelaron en solucion de diaminobencidina (0.025 g de DAB en 100 ml TBS 1x, 35 pl H205,)
recién preparada, dejando que la reaccion 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 sefial. La reaccion se detuvo lavando con TBS.

La solucién de DAB se desecho en un contenedor al que se adiciond 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 inmunotefiidas para determinar la
presencia de células IgG* con una anticuerpo (Ac) especifico 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 rabano picante, 1:200). Las preparaciones se revelaron con DAB vy

preservaron como se indica previamente.

6.2.4 Co-localizacién de la GH en bolsa de Fabricio

Asi mismo se utilizaron cortes histolégicos, previamente rehidratados como se menciona
antes, para realizar la co-localizacién de células inmunoreactivas (IR): GH-IgG, GH-IgM,
mediante inmunofluorescencia. Para las células GH-IgG positivas se determin6 su proporcion
de co-localizacion con el programa MetaMorph (Meta Imaging Series Software, Molecular
Devices, Sunnyvale, CA) utilizando el método descrito previamente por Ramirez-Amaya et
al., 2005 y 2006.

Las células IgG" fueron tefiidas con un Ac primario de conejo anti-lgG de pollo/pavo, 1:200 y
un Ac secundario contra IgG de conejo generado en cabra marcado con isotiocianato de
fluoresceina 1:100 (FITC, verde); y las células GH* con un Ac primario monoclonal de ratdn
anti-GH (ascitis del hibridoma IH7, Berghman et al., 1988) 1:100, y un Ac secundario de
cabra anti-lgG de ratéon acoplado a rodamina (TRITC con rojo, 1:100) en los foliculos
bursales. La co-localizacion en las células linfoides se determind por el color amarillo
después de la superposicion de las imagenes obtenidas en un microscopio confocal Carl
Zeiss LSM 510 con laser a las longitudes de onda de excitacion de 488 nm (FITC), 514 nm
(TRITC) y 561 nm (Cy3).
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Para la co-localizacion GH-IgM (amarillo), se marco a las células IgM* con un Ac primario de
cabra anti-lgM de pollo [especifico para la cadena p] conjugado con fluoresceina (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-lgG de conejo
acoplado a Cy3 (rojo, Zymed, 1:2000). La co-localizacién se determiné en condiciones

similares a las anteriores en un microscopio confocal Carl Zeiss LSM 510.

En ambos casos los nucleos celulares se tifieron con el colorante de contraste 4',6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI, 300 nM en PBS) y se observo utilizando un laser multifoténico
(Coherent-XR) a una longitud de onda de 350 nm o alternativamente con otro lasser (META)
a 650 nm.

6.2.5 Cuantificacion de la hormona de crecimiento (GH)

6.2.5.1 Ensayo de ELISA.

De cada extracto se cuantificé la GH mediante el ensayo inmunoenzimatico, ELISA indirecto
por competencia, previamente estandarizado en el laboratorio (Martinez-Coria, et al., 2002).
El ensayo se llevd a cabo de la siguiente manera: primero se forraron las placas de
inmunoanalisis (Dynatech-Immulon de 96 pozos) con una solucién de antigeno (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 4°C. Simultaneamente, se prepararon las muestras y las
diluciones del estandar para la curva patréon, que se incubaron (16 h, 4°C) 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 incubacién, se
lavaron las placas con TPBS en un lavador automatico (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 pl de las muestras (90
Mg de proteina) y la curva estandar (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 pl del anticuerpo secundario (dilucién 1:3,000, cabra anti-lgG acoplado a

peroxidasa de rabano picante, Bio-Rad) en TPBS y 1% de leche descremada, se incubd
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durante 2 h a temperatura ambiente y se volvié a lavar con TPBS. Finalmente se revel6 con
ABTS (Roche), se agregaron 100 ul por pozo, y se incub6 30 min a temperatura ambiente. Al
término de 30 min se determind 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
util de medicidon de 4 a 256 ng de la GH, y un coeficiente de variacion intra e interensayo

menor al 5% (3.5 y 3.3%, respectivamente).

6.2.6 Caracterizacion de la GH en bolsa de Fabricio y timo

6.2.6.1 Determinacion de la heterogeneidad molecular.

La observacion de variantes moleculares de la GH en la BF y el timo, se realiz6 mediante la
inmunotransferencia de proteinas, previamente separadas por electroforesis en geles al
12.5% de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) reductoras (B-
mercaptoetanol 5%) y no reductoras (Laemmli, 1970). Se colocaron 30 6 40 ug de proteina
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
proteinas 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 37° 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 dia 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 rabano; 1:3,000 en 1% de
leche descremada en TTBS) durante 2 h. Al final, las membranas se lavaron con TTBS
(83X15 min) y TBS (3X15 min). Para el revelado, primero se incubé por 5 min con solucion
sustrato ECL (Amersham/Pharmacia) y después se obtuvieron los luminogramas de las
bandas inmunotenidas, al exponer la pelicula (Kodak Biomax) de revelado con las
membranas de nitrocelulosa. Las peliculas se colocaron en una solucion de revelado, se
lavaron con agua corriente, se sumergieron en la solucion de fijador y se lavaron con agua.
Finalmente las peliculas reveladas se dejaron secar y se digitalizaron con un Scanner
Scandet Hewlett Packard. De esta forma se obtiene una imagen con un gradiente de color

que va de blanco a negro, donde este ultimo representa la mayor densidad. Con ayuda del
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programa IP-Lab Scanalytics se obtiene la densidad 6ptica del area 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 expresion de GH en tejidos inmunes

6.2.7.1 Administracion de LPS.

Se evalud el efecto en la expresion de la GH en aves durante una respuesta inflamatoria, que
fue inducida mediante la administracién de lipopolisacarido (LPS). Los cambios en la
concentracion de la GH se determinaron en hipdfisis, suero y a nivel local en los tejidos
inmunes. El experimento se realizé en animales de 4 semanas, a los cuales se les administrd
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
colectd la hipdfisis, el timo, la BF y el suero a las 2 y 8 h después de la administracion del
LPS y se analizaron como se mencioné anteriormente mediante la técnica de ELISA.
También se construy6é una curva de temperatura desde el inicio hasta 8 h después de la

administraciéon de LPS.

6.2.8 Analisis estadistico

La cuantificacion de proteinas y de GH, asi como los experimentos para determinar la
heterogeneidad molecular, la expresiéon de la GH (inmuhistoquimica e hibridacién in situ), se
efectuaron al menos cuatro veces, por duplicado y/o triplicado. En el caso de los ensayos de
cuantificacion se obtuvo la media y la desviacion estandar como medida de la dispersion de
los datos. La curva para determinar la concentracion de proteinas, se procesé mediante
regresion lineal simple (utilizando Microsoft Excel). El analisis estadistico para el ensayo de
ELISA se realizé con una ANOVA de una via y una prueba posthoc (Tukey), que permitio la
comparacion entre las muestras de los tejidos inmunes (utilizando GraphPad Prism 4). En los
tratamientos con LPS se realizé la comparacion de las medias de la concentracion de la GH
de los tejidos y el suero, con su respectivo control, y se determiné la diferencia significativa

con la prueba de Dunnett.
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7. RESULTADOS

7.1 Estandarizacion de las técnicas. Se estandarizo la técnica de hibridacion in situ (HIS),
inmunohistoquimica (IHQ) e inmunofluorescencia. Asi mismo, se realizaron las curvas patron
para determinar: la concentracién de proteinas (método de Bradford), la concentracién 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 Hibridacién in situ (HIS). Para evaluar la expresion del gen de la GH en los tejidos
linfoides se realiz6 HIS, utilizando una ribosonda (sentido y antisentido) marcada con
digoxigenina (DIG) especifica para el ARN mensajero de la GH. Posteriormente, se adiciono
el anticuerpo contra DIG (1:2,000). Finalmente, las preparaciones histolégicas se revelaron

utilizando el complejo NBT/BCIP (ver Materiales y Métodos).

Fig.5. Hibridacion in situ del ARN mensajero de la GH en hipéfisis de pollo (4 semanas), realizada con
una ribosonda marcada con DIG (690 pb). A) Control positivo (sonda antisentido) hipdfisis: I6bulo caudal (ca) y
cefalico (ce); B) amplificaciéon del I6bulo caudal; C) l6bulo caudal de la hipdfisis tratado con la sonda sentido,
utilizado como control negativo. Magnificacién A) 4x, B) y C) 100x, barra 10um.

Se utilizaron, como control, cortes de hipodfisis de pollo de 4 semanas, en los cuales se
observo (Fig.5) tincion especifica positiva en el |6bulo caudal (ca) en presencia de la sonda
antisentido (Fig.5A, 5B), pero no se observo senal en el I6bulo cefalico (ce) (Fig.5A), ni en el

I6bulo caudal de las preparaciones tratadas con la sonda sentido (Fig.5C).
7.1.2 Inmunohistoquimica (IHQ) e inmunofluorescencia. Con la finalidad de localizar la

distribucion de la GH en los tejidos inmunes, se utilizé la técnica de IHQ, en la que se utilizd

un anticuerpo policlonal contra la GH (1:200) y un anticuerpo secundario acoplado a
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peroxidasa (1:200), y posteriormente se reveld con diaminobencidina (DAB). Durante la
estandarizacidon de la técnica se utilizaron, como control, cortes de hipodfisis de pollo de 4
semanas, en los cuales se observo (Fig.6) inmunorreactividad en el I6bulo caudal (ca), sitio
en el que se encuentran somatotropos. No se observo sefial en el |6bulo cefalico (ce; Fig.6A),

ni en hipdfisis tratada con el anticuerpo preabsorbido (Fig.6C).

Fig.6. Inmunohistoquimica de la GH en hipodfisis de pollo (4 semanas), realizada con un anticuerpo
policlonal contra GH de pollo. A) Control positivo hipdfisis: I6bulo caudal (CA) y cefalico (CE), B) amplificaciéon
del Iébulo caudal, C) I6bulo caudal de la hipdfisis tratada con el anticuerpo contra la GH previamente
preabsorbido con GH recombinante de pollo, utilizado como control negativo. Amplificacion A) 4x, B) y C) 100x,
barra 10um.

La distribucion de la GH inmunorreactiva (GH-IR) se observo principalmente en el citoplasma

de los somatotropos, y se utiliz6 como control positivo.

La co-localizacién de la GH con IgG e IgM, se realizé en los tejidos inmunes con la técnica de
inmunofluorescencia, en la que se utiliz6 un anticuerpo policlonal contra GH (1:200) y un
anticuerpo secundario acoplado a TRITC (1:100) o a Cy3 (1:2000). En la hipdfisis control se

detecto la senal fluorescente a la GH en el I6bulo caudal de la hipdfisis (Fig.7).

Fig.7. Inmunofluorescencia de la GH en hipéfisis de pollo (4 semanas), realizada con un anticuerpo
policlonal contra la GH de pollo y un anticuerpo secundario marcado con TRITC. Lébulo caudal (CA) y I6bulo
cefalico (CE). Amplificacion 40x.
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7.2 Desarrollo e involucion de la bolsa de Fabricio

Caracteristicas _de la bolsa de Fabricio en la ontogenia. Para determinar el proceso de

involucién en la bolsa de Fabricio, se realizé la tincidn con hematoxilina y eosina (Fig.8 a-d),
la tincion con azul alcian (Fig. 8 e-h) y la inmunohistoquimica con un anticuerpo contra IgG

de pollo (Fig. 8 i-n, p-u).

Fig.8. Cambios histolégicos e inmunohistoquimicos de la bolsa de Fabricio de pollo de 15DE (a, e, i, j, k),
2s (b, f,1I, m, n), 10s (c, g, p, 9, r) y 20s (d, h, s, t, u) observados mediante la tincion con hematoxilina y eosina
(a, b, c, d); tincidon con azul alcian (e, f, g, h); y mediante inmunohistoquimica con un anticuerpo policlonal contra
IgG de pollo (i-n, y p-u). En 0) se observa el control negativo: BF de 2 semanas sin el anticuerpo primario. PB:
pliegue bursal; L: lumen; E: epitelio; PF: primordio folicular; TC: tejido conectivo; M: médula; C: corteza; FAE:
células epiteliales asociadas al foliculo; IFE: células epiteliales interfoliculares; DE: dias de desarrollo
embrionario; d: dias; s: semanas. Amplificacion en (a-h, i, I, p, s): 10x, barras: 30 ym; en (j, m, q, t, 0): 40x,
barras: 10 ym; en (k, n, r, u): 100x, barras 5 pym.
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En los tejidos embrionarios se observa la formacién de los pliegues bursales (PB),
estructuras que en el ave post-eclosion albergaran a los foliculos linfoides, sin embargo a
esta edad aun no se observan los foliculos linfoides (Fig.8a). Otra caracteristica es la
presencia de una gran cantidad de células basdfilas 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 foliculo (FAE) (Fig.8e) y la expresion de IgG aun no es muy evidente
(Fig.8 i, j, k). A las 2 semanas de desarrollo, la BF presenta miles de foliculos linfoides de
gran tamano, con corteza y médula bien definidos (Fig.8b). Asi mismo, las zonas epiteliales
se diferencian claramente en IFE y FAE (Fig.8f), y las células positivas a IgG son abundantes
en todo el foliculo (Fig.8 I, m, n). Durante las 10 semanas de desarrollo, la BF muestra
foliculos bien definidos con abundantes células, principalmente linfoides (Fig.8c), epitelios
bien definidos (Fig.8g) y una mayor proporcién de células IgG+, principalmente en la zona de
la corteza folicular (Fig.8 p, q, r). El cambio es drastico entre la BF de 10 semanas y la de 20
semanas, en ésta ultima se puede observar claramente el proceso de involucién con
abundante tejido conectivo y una disminucién del tamario folicular (Fig.8d) en el que la zona
correspondiente a la corteza casi ha desaparecido. En esta etapa, también se observa una
gran acumulacion mucoide (Fig.8h) y una notoria disminucion de las células IgG positivas
(Fig.8 s, t, u).
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7.3 Distribucion del ARN mensajero de GH y de la proteina en bolsa de Fabricio (BF)

Expresion del gen de GH. Para determinar la expresion del gen de GH en la bolsa de

Fabricio, se utilizé una sonda especifica para el ARN mensajero de GH y un anticuerpo

policlonal contra cGH para determinar la presencia de la proteina (Fig.9).

Fig.9. Determinacion de la expresidon de GH en la ontogenia de la bolsa de Fabricio. Hibridacion 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. Inmunohistéquimica de GH en BF de pollo de 15DE (h), 18DE (i), 1d (j), 2s (k), 4s (I), 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 sefialan los pliegues bursales (PB) con primordios foliculares (PF); IFE:
células epiteliales interfoliculares; TC: tejido conectivo; M: médula; C: corteza; F: foliculo linfoide; DE: dias de
desarrollo embrionario; d: dias; s: semanas. Amplificaciéon en (a-c, h-j): 4x; en (d-g, k-n): 10x, barras 30 ym.

En las imagenes panoramicas se observan cambios dinamicos en la distribucion de ARNm
de GH vy la proteina. Desde los 15 dias de desarrollo embrionario (15DE) de la bolsa de
Fabricio se observo sefial para el ARNm de GH, principalmente en el epitelio folicular de los
pliegues bursales (Fig.9a), mientras que la sefal para la proteina es minima y se observé
con mas intensidad en los epitelios (Fig.9nh). A los 18DE ya se alcanzan a observar
abundantes primordios foliculares (PF) con sefal para el ARNm de GH en el interior de los

pliegues (Fig.9b) asi como para la proteina correspondiente (Fig.9i). La sefial también fue
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muy clara en la BF de animales de 1d post- eclosion tanto para el ARNm (Fig.9c) como para
la proteina (Fig.9j). A las 2 semanas (Fig.9 d, k), 4 semanas (Fig.9 e, I) y 10 semanas (Fig.9 f,
m), también se observé una senal ampliamente distribuida para la GH y su ARNm. Mientras
que a las 20 semanas (Fig.9 g, n) se detecté una disminuciéon de la seial del ARNm y de la

hormona.

En una amplificacién de los campos de la BF (Fig. 10) de 15DE se observo la presencia del
ARN mensajero de la GH (Fig.10a) en la region correspondiente al epitelio (Fig.10b) y en las
zonas internas de los pliegues (Fig.10c) en los primordios foliculares (PF) que mas tarde
daran lugar a los foliculos maduros. En esta edad la proteina (Fig.10k) se observé
principalmente en las zonas del epitelio (Fig.10l) y solo algunas células dentro del primordio

bursal contienen a la proteina (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
proteina (Fig.100), esta se encontrd 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-eclosion (Fig.10h) se observaron cambios en la distribucion del ARNm,
que disminuy6 tanto en las regiones de células epiteliales asociadas al foliculo (FAE, Fig.10i),
como en células epiteliales interfoliculares (IFE, Fig.10j). Asi mismo, se observaron cambios
en la distribucion de la proteina (Fig.10r): tanto en el interior de los foliculos en desarrollo

(Fig.10r) como en ambos epitelios (Fig.10 s, t).
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Fig.10. Detalle de la expresion de GH en bolsa de Fabricio (BF) perinatal. Hibridacién 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). Inmunohistoquimica de
GH, realizada con un anticuerpo policlonal contra cGH de pollo en BF de 15DE (k, I, m), 18DE (o, p, q) y 1d (r, s,
t). Control negativo (n): BF tratada con el anticuerpo preabsorbido con rcGH. L: lumen; E: epitelio; PF: primordio
folicular; M: médula; C: corteza; FAE: células epiteliales asociadas al foliculo; IFE: células epiteliales
interfoliculares; DE: dias de desarrollo embrionario; d: dias. Amplificacion en (a, e, h, k, o, r): 20x, barras: 30 um;
en (b-d, f, g,i,j,I-n, p, q, s, t): 100x, barras: 10 um.

En la Fig.11 se observé la HIS de la BF de distintas edades post-eclosién, donde se mostré
una disminucion gradual de la sefial del ARNm de la GH de la BF de las 4 a las 20 semanas
de edad. La disminucién en la presencia del ARNm de GH y de la hormona coincidié con la
involucién del tejido a las 20 semanas. A las 2 semanas (Fig.11a) la sefal del ARNm se
observd en algunas de las células del IFE (Fig.11b) y fue muy abundante en la corteza y
médula del foliculo linfoide (Fig.11c). En esta edad, la distribucion de la GH (Fig.11m)

coincidié con la del ARNm, tanto en el IFE (Fig.11n) como en el foliculo (Fig.11m).
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Fig.11. Expresion de la hormona de crecimiento (GH) en la bolsa de Fabricio (BF) de etapas post-
eclosidn. Hibridacion 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, I) realizada con una ribosonda marcada con DIG (690 pb). Inmunohistoquimica de GH en BF de
pollo de 2s (m, n, 0), 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 foliculo; IFE:
células epiteliales interfoliculares; L: lumen; s: semanas. Amplificaciéon en (a, d, g, j, m, p, s, v): 10x, barras: 30
um;en (b, c, e, f, h,i,k I,n,0,q,r,t u,w, x): 100x, barras: 10 ym.

A las 4 semanas (Fig.11d) la senal del ARN fue escasa en los epitelios (Fig.11e) y muy
abundante en la zona de la corteza y la médula (Fig.11f). La proteina en cambio, se

distribuyd principalmente en las células del IFE (Fig.11q) y en las regiones medulares
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(Fig.11m). A las 10 semanas (Fig.11g, s) también se observo una sefial baja del ARNm
(Fig.11 h, i) en los epitelios y de la proteina (Fig.11 t, u). Finalmente a las 20 semanas se
observé una notoria disminucion, tanto del ARNm (Fig.11j) como de la proteina (Fig.11v). En
los epitelios la sefal para el ARNm (Fig.11 k) y la proteina (Fig.11 w) casi ha desaparecido y

dentro de los foliculos esta sefal solo se observo en algunas células (Fig.11 I, x).

Cuantificacion de la senal obtenida mediante hibridacion in situ e inmunohistoquimica. Para

determinar los cambios en la expresién del gen de GH en la bolsa de Fabricio en distintas
edades, se utilizdé el programa IMAGE-Pro, para evaluar el de area positiva expresada en

proporcion relativa (porcentaje) en los cortes de BF de distintas edades (Fig.12).
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Fig.12. Cambios dinamicos en la expresion de GH en la ontogenia de la bolsa de Fabricio (BF). A.
Cuantificaciéon de la senal de la hibridacion in situ del ARN mensajero de GH, en la BF de distintas edades. B.
Cuantificaciéon de la sefial de la inmunohistoquimica de GH, en la BF de distintas edades. Se contaron 6
campos de cada edad (n=5), se calculé la media + error estandar y mediante ANOVA se determind la diferencia

significativa (p<0.05) y se realizé la comparacion correspondiente. DE: dias de desarrollo embrionario; d: dias;
s: semanas.

De cada una de las preparaciones histolégicas (n=5) se fotografiaron 6 campos con un
aumento de 40x. Se calculd el area total (19480 pym?) y se evallo el porcentaje de area
positiva. Como se muestra en la Fig.12, existe una mayor proporcion de la sefial 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 drasticamente a las 20 semanas (~1%). En el caso de
proteina, también existiéo un incremento a las 2 semanas (~18%) y en embriones de 15 dias
(~18%) y disminuyé a las 20 semanas (~2.5%), mas del 80% al compararlas con la BF de 2

semanas Yy las etapas embrionarias. Esta disminucion correlaciona con los datos obtenidos
mediante ELISA.
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7.4 Co-localizacién de GH-IgG, GH-IgM, en la bolsa de Fabricio (BF)

Co-localizacion de la hormona de crecimiento (GH) e inmunoglobulina G (IgG). La co-

localizacion de GH e IgG en la bolsa de Fabricio, se realizé 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 realizé el recuento de
células positivas a cada uno de los marcadores GH e IgG, células que co-localizan y su
proporcion con respecto al total de células (Fig.14). De manera consistente a lo que ya se
habia observado previamente, existe una mayor proporcion de células IgG*, GH" e IgG™-GH",

en tejidos de entre 1d y 4s y una disminucion hacia el periodo de involucién (Fig.14).

A los 15DE la sefial tanto para IgG (~5%, Fig.13a y Fig.14) como para GH (~10%, Fig.13b y
Fig.14) se observd muy escasa, y existe una proporcion baja (~4%) de co-localizacion
(Fig.130). A los 18DE el numero de células 1gG* (~13%, Fig.13c y Fig.14) comienza a
aumentar, al igual que las células GH" (~16%, Fig.13d y Fig.14) y la co-localizacién 1gG-GH
es de un ~13% (Fig.13p). En la BF de 1d, 2 y 4 semanas (Fig.13 e, g, i, respectivamente), se
observo 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-localizacion 1gG-GH
(~27%, Fig.14). A las 10 semanas post-eclosion disminuyé el nimero de células IgG* (~19%,
Fig.13k y Fig.14) y GH" (~22%, Fig.13l y Fig.14), pero la co-localizacién aun es evidente
(~19%, Fig.13t y Fig.14). Durante la etapa de involucion a las 20 semanas las células IgG”
(~10%, Fig.13m y Fig.14) y GH" (~10%, Fig.13n y Fig.14) son muy escasas, asi mismo la

disminucion en las células que son IgG*™-GH" es muy evidente (~10%, Fig.13u y Fig.14).
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Fig. 13. Co-localizacion de células IgG'-GH" durante el desarrollo en la bolsa de Fabricio. Imagenes
confocales de secciones con ftriple tincion de 15DE (a, b, 0); 18DE (c, d, p); 1d (e, f, q); 2s (g, h, r); 4s (i, j, S);
10s (k, |, t); 20s (m, n, u). Las células IgG" se muestran en verde (1er Ac: policlonal anti-lgG; 2do Ac: anti-conejo
IgG-FITC) y las células GH" en rojo (1er Ac: monoclonal anti-cGH; 2do Ac: anti-raton IgG-TRITC) en la BF. La
co-localizacion en las células linfoides se muestra en amarillo después de la superposicion de las imagenes
obtenidas en un microscopio confocal Carl Zeiss LSM 510 (laser a A de 488, 514 y 650 nm). Los nucleos
celulares fueron tefiidos con DAPI. PF: primordio folicular; M: médula; C: corteza; IFE: epitelio interfolicular;
FAE: epitelio asociado al foliculo; TC: tejido conectivo; DE: dias de desarrollo embrionario; d: dias; s: semanas.
Amplificacion: a-n de 40x, barras 20um; o-u de 80x, barras 10um.
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Fig. 14. Cuantificacién de las células GH", IgG* y su co-localizaciéon GH-IgG, durante el desarrollo de la
bolsa de Fabricio. El analisis se realizd de las imagenes confocales (Fig.13) obtenidas previamente. Las células
GH' (o), IgG" (=) y células con co-localizacién GH-IgG (m) se contaron por unidad de &rea (10,000 pz) y los
valores se expresan como proporcion relativa con respecto al total de células observadas. El analisis se realizd

con el programa MetaMorph. Los valores se representaron como la mediaterror estandar, n=4. DE: dias de
desarrollo embrionario; d: dias; s: semanas.
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Co-localizacién de GH e IgM. Para determinacion de la co-localizacion entre IgM y GH en la

bolsa de Fabricio, se utilizd6 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-localizacion IgM-GH fue muy
abundante (~80%) (Fig.150). A los 18DE se observé un incremento en el porcentaje de

células IgM™ (Fig.15c) y GH+ (Fig.15d), asi como en su co-localizacién (Fig.15p).

En los tejidos de pollos de 1d post-eclosion se continud observando células IgM* (Fig.15e)
dentro de los foliculos en desarrollo, mientras que las células GH* se observaron en los
foliculos y en las regiones de los epitelios (Fig.15f). La co-localizacion IgM-GH a en la BF de
1d aun se observé (Fig.18q), pero en menor proporcidén con respecto a la de etapas
embrionarias. La BF de 2 semanas, muestra células IgM" distribuidas en todo el foliculo
linfoide (Fig.15g) y células GH" tanto en el foliculo como en los epitelios (Fig.15h). En esta
etapa de desarrollo la BF tiene una muy baja co-localizacion IgM-GH (Fig.15r). La sefal
positiva para células IgM a las 4 semanas se localizé principalmente en la region medular del
tejido (Fig.15i), mientras que las células GH™ se observaron en todo el foliculo linfoide
(Fig.15j). A las 4 semanas la co-localizacion también fue minima (Fig.15s). A las 10 semanas
se observo una disminucion de las células IgM™ (Fig.15k), en cuanto a las células positivas a
GH (Fig.15l) su distribucion fue similar a la observada a las 4 semanas y la co-localizacién
también fue muy baja (Fig.15t). Durante las 20 semanas se observo una clara disminucion en
la sefial para IgM (Fig.15m) y GH (Fig.15n). Asi mismo, la co-localizacion IgM-GH fue muy
baja (Fig.15u).
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Fig.15. Co-localizacion de IgM-GH en la ontogenia de la bolsa de Fabricio. Imagenes confocales de
secciones de BF con triple tincion de: 15DE (a, b, 0); 18DE(c, d, p); 1d (e, f, q); 2s (g, h, r); 4s (i, j, s); 10s (k, I, t);
20s (m, n, u). Las células IgG* se muestran en verde (1er Ac: policlonal anti-lgG; 2do Ac: anti-conejo IgG-FITC)
y las células cGH" en rojo (1er Ac: monoclonal anti-cGH; 2do Ac: anti-raton IgG-TRITC). La co-localizacién se
muestra en amarillo (microscopio confocal Carl Zeiss LSM 510: laser a A de 488, 514 y 650 nm). Los nucleos
celulares fueron tefidos con DAPI. PF: primordio folicular; TC: tejido conectivo; M: médula; C: corteza; E:
epitelio. DE: dias de desarrollo embrionario; d: dias; s: semanas. Amplificacion: a-u de 40x, barras 50um.

52



Durante la comparacién de la co-localizacion (Fig.16) se observo 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-eclosion, las células GH-IgG
fueron abundantes (Fig.16c¢) y las células GH-IgM disminuyeron, aun cuando la proporcién de
células IgM” es elevada (Fig.16d). A las 10 semanas continta existiendo un gran numero 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. Comparacion de la co-localizacion de células GH-IgG y GH-IgM en la bolsa de Fabricio. Imagenes
confocales de secciones de BF con ftriple tincién de 15DE (a, b); 2s (c, d); 10s (e, f); 20s (g, h). La co-
localizacion GH-IgG se muestra en amairillo (a, c, e, g). La co-localizacién GH-IgM se muestra en amarillo (b, d,
f, h). Las imagenes se obtuvieron en un microscopio confocal Carl Zeiss LSM 510 (laser a A de 488, 514). PF:
primordio folicular; IFE: epitelio interfolicular; FAE: epitelio asociado al foliculo; M: médula; C: corteza; TC: tejido
conectivo; DE: dias de desarrollo embrionario; d: dias; s: semanas. Amplificacién: a-h de 40x, barras 20um.
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7.5 Caracterizacion de células positivas a GH en la BF

Caracterizacion de células positivas a GH en la BF. Con la finalidad de caracterizar a las

células responsables de la produccion de GH en la BF se utilizaron técnicas histologicas,
inmunohistoquimicas e hibridacion in situ en secciones de este tejido de pollos de 4

semanas.

Fig.17. Caracterizacion de las células positivas a GH en el epitelio de la bolsa de Fabricio de 4 semanas.
En (a, c) inmunohistoquimica de GH en BF de pollo, realizada con un anticuerpo policlonal contra cGH. En (b, d)
tincidn histolégica con azul alcian en BF para determinar células con acumulacion de mucopolisacaridos. IFE:
epitelio interfolicular; FAE: epitelio asociado al foliculo; CC: célula caliciforme (célula epitelial que acumula
componentes mucoides sefialada con asteriscos*). Amplificacion: a-b de 20x, barras 30um; c-d de 100x, barras
S5um.

Las células epiteliales interfoliculares (IFE) y epiteliales asociadas al foliculo (FAE) positivas
a GH detectadas mediante inmunohistoquimica (Fig.17 a, c), se caracterizaron mediante la
técnica histoldgica con azul alcian (Fig.17 b, d). La tinciéon con azul alcian es especifica para
células epiteliales interfoliculares (IFE) ya que tienen la caracteristica de acumular gran
cantidad de mucopolisacaridos acidos que facilitan la union de este colorante. Esta tincion
nos permitié distinguir entre células epiteliales interfoliculares (IFE) y células epiteliales
asociadas al foliculo (FAE). Las FAE no se tifien con el azul alcian y facilmente se distinguen
ambas zonas del epitelio (Fig.17 b y d). Se determiné que ambos epitelios muestran sefial

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 localizacion del ARNm de la GH en un foliculo linfoide, en donde
se observa una sefial abundante en la region de la corteza. La comparacién de la tincion 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, ademas de

linfocitos, presenta algunas células dendriticas secretoras (circulos, Fig.18b).

Fig.18. Caracterizacion del tipo celular que expresa GH en los foliculos de la bolsa de Fabricio de pollos
de 4 semanas. Se observa la comparacion de la localizacion del ARN mensajero de GH (a, c) con la tincion de
hematoxilina-eosina en el panel b; la localizacion del ARNm de GH con la localizacién de las células IgG” (en el
panel ¢ y d respectivamente); y la inmunohistoquimica con un anticuerpo contra GH en el panel e y o-
citoqueratina en el f. En b y d las flechas sefalan linfocitos B en la corteza (C) y en la médula (M). Los circulos
marcan algunas células dendriticas 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 foliculo. TC:
tejido conectivo, IFE: epitelio interfolicular. Amplificacion: a-b 40x, barras 10 uym; c-f 100x, barras 5 pm.
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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
especificamente debajo de la lamina basal del epitelio. Para caracterizar a las células
positivas a GH localizadas en la médula (Fig.18e), se realizé una inmunohistoquimica con un
anticuerpo contra citoqueratina (Fig.18f) para detectar células reticulares epiteliales (CRE).
La morfologia observada, sugiere que las CRE contienen a la GH. El anticuerpo anti-a-
citoqueratina es especifico para el reconocimiento de células reticulares epiteliales (CRE),
que tienen una morfologia alargada muy caracteristica (Fig.18f, flechas) y que es muy

parecida a la morfologia de las células que también fueron positivas a GH (Fig.18e, flechas).

Con la finalidad de identificar, de acuerdo a su ubicacion y co-localizacién, a las células

productoras de GH se realiz6 la técnica de inmunofluorescencia.

Fig.19. Distribucién de las células IgG*-GH" en la bolsa de Fabricio de 4 semanas. Imagen confocal de
secciones con triple tincion. En el panel (a) se muestran en verde las células IgG" (1er Ac: policlonal anti-lgG;
2do Ac: anti-conejo IgG-FITC) y en rojo las células cGH" (1er Ac: monoclonal anti-cGH; 2do Ac: anti-ratén IgG-
TRITC) en los foliculos bursales; la contratincion de nucleos celulares se realizdé con DAPI y se muestran en
azul; la co-localizacion se muestra en amarillo. En (b) y en (c) se muestra con mayor detalle a las células IgG*
GH" asi como la co-localizacién que se muestra en amarillo tanto en la médula como en la corteza. La co-
localizacién se obtuvo después de la superposicion de las imagenes tomadas con un microscopio confocal Carl
Zeiss LSM 510 (laser a A de 488, 514 y 650 nm). M: médula; C: corteza; IFE: epitelio interfolicular; TC: tejido
conectivo. Amplificacion: a de 40x, barras 20um; b-c de 80x, barras S5um.

En la Fig.19a se observa a las células IgG* marcadas con fluoresceina (verde), distribuidas

en todo el foliculo linfoide; a las células GH® se les marcd con rodamina (rojo) y se
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observaron principalmente en la region de la corteza del foliculo linfoide y algunas en la zona
medular. En la Fig.19b se observé un mayor aumento en la co-localizacién de las células

IlgG-GH en la region de la corteza y en la Fig.19c la co-localizacion de la region medular en

ambos casos el porcentaje de co-localizacién fue de mas del 90%.
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7.6 Localizacion de la hormona de crecimiento (GH) presente en el timo de pollo

Caracteristicas 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 realizé la tincion con
hematoxilina y eosina (Fig. 20 a-i y 21 a-i). Asi mismo, mediante inmunohistoquimica 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 histolégicos e inmunohistoquimicos del timo de pollo en etapas perinatales. Se utilizo el
timo de pollos de 15DE (a-c, j-I), 18DE (d-f, m-0) y 1d (g-i, p-r), los cuales se tifieron con hematoxilina y eosina
(a-i); e inmunohistoquimica con un anticuerpo policlonal contra GH (j-r). M: médula; C: corteza; DE: dias de
desarrollo embrionario; d: dias. Amplificacién en (a, d, g, j, m, p): 10x, barras: 30 um; en (b, c, e, f, h, i, k, I, n, 0,
q, r): 40x, barras: 15 pm.

En los resultados con la tincibn de hematoxilina y eosina observamos como se va
modificando la proporcion entre la médula (regidon basdfila en rosa) y la corteza (regiéon
aciddfila en morado) de cada una de las etapas. En el timo de los embriones de 15 dias

(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 mas notoria (Fig.20e) y la corteza (Fig.20f)
continua creciendo. En el timo de pollos de 1 dia (Fig.20g) se observo la zona de médula
(Fig.20h) y un area mayor de corteza (Fig.20i), donde existen abundantes células acidofilas.
Las células en la corteza corresponden a timocitos (linfocitos T inmaduros) inmersos en una
red de células que secretan sustancias que estimulan a su diferenciacion (las células nodriza,
entre otras).

En la evaluacién mediante inmunohistoquimica, en el timo de 15DE (Fig.20j) se observaron
algunas células positivas a GH en la médula (Fig.20k), y abundantes células en la regién de
la corteza (Fig.20l). A los 18DE (Fig.20m) la médula que ha crecido tiene escasas células
positivas a GH (Fig.20n), la mayoria de las células GH"™ estan en la region de la corteza
(Fig.200). En los tejidos de 1d post-eclosion (Fig.20p), algunas células positivas a GH se

observaron tanto en la regién medular (Fig.20q), como en la region cortical (Fig.20r).

Fig.21. Cambios histologicos e inmunohistoquimicos del timo de pollo en etapas post-eclosion. Se utilizd
el timo de pollos de 2s (a-c, j-), 4s (d-f, m-0) y 10s (g-i, p-r), los cuales se tifleron con hematoxilina y eosina (a-
i); y mediante inmunohistoquimica con un anticuerpo policlonal contra GH (j-r). M: médula; C: corteza; s:
semanas. Amplificacién en (a, d, g, j, m, p): 10x, barras: 30 um; en (b, ¢, e, f, h, i, k, I, n, 0, q, r): 40x, barras: 15
pm.
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En las siguientes etapas evaluadas, 2 semanas (Fig.21a), 4 semanas (Fig.21d) y 10
semanas (Fig.21g), se observo un aumento de la region basdfila, la médula (Fig.21 b, e y h,
respectivamente). Estos resultados indican que existe un aumento en la cantidad de células
en esta region, algunos linfocitos T maduros, células reticulares y algunos macréfagos. La
region 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 evaluacion mediante inmunohistoquimica los tejidos de pollos de 2 semanas (Fig.21))
se observo un aumentd en la sefial 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 sefial parece menor que a
las 2 semanas y parece ser ubicua, pero aun se observa en mayor numero de células de la
médula (Fig.21n) que en la corteza (Fig.210). La sefal 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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Expresion de la hormona de crecimiento (GH) en el timo de pollo. Para determinar la

localizacién de la expresion de GH en timo, se utilizo la técnica de hibridacién in situ (HIS)
para detectar el ARNm de la GH (Fig.22 a-j) e inmunohistoquimica (IHQ) para detectar a la

proteina (Fig.22 m-x).

Fig.22. Expresion de la hormona de crecimiento (GH) en el timo de pollos de distintas edades. Se realizd
la hibridacion 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, 1), con una ribosonda marcada con DIG (690 pb). Para la localizacion de la proteina se hizo una
inmunohistoquimica con un anticuerpo policlonal contra GH de pollo en cortes de timo de 15DE (m, n, o), 18DE
(p, g, 1), 1d (s, t, u) y 4s (v, w, x) previamente fijados e incluidos en parafina. M: médula; C: corteza; DE: dias de
desarrollo embrionario; d: dias; s: semanas. Amplificacién en (a, d, g, j, m, p, s, v): 10x, barras: 30 uym; en (b, c,
e f, hi k1l n,o,q,r,t u, w, x): 100x, barras: 10 ym.
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Para la HIS se emple6 una ribosonda marcada con digoxigenina y para la IHQ se utilizé un
anticuerpo especifico contra GH (como se menciona en Materiales y Métodos).

Las preparaciones histoldgicas de embriones de 15DE mostraron abundante marca positiva
para el ARNm de GH en células de todo el I6bulo en desarrollo (Fig.22a): se observaron
tanto en corteza (Fig.22b) como en médula (Fig.22c), con excepcidn de las regiones de tejido
conectivo y trabéculas. La inmunorreactividad (IR) a la proteina en esta edad embrionaria
también se observo distribuida en casi todo el I6bulo (Fig.22m), de forma abundante en la

region de la corteza (Fig.22n) y en varias células de la médula (Fig.220).

A los 18DE (Fig.22d) la sefial para el ARNm de la GH es muy intensa en la regién de la
corteza (Fig.22e) y se observan zonas en la regién que dara lugar a la médula (Fig.22f) con
poca senal. La proteina mostré una distribucion semejante (Fig.22p) a la del ARNm, la
intensidad fue mayor en la regidn correspondiente a la corteza (Fig.22q), y algunas células

presentaron sefial positiva en la médula (Fig.22r).

En los tejidos de 1d post-eclosion, la sefial del ARNm (Fig.22g) y de la proteina (Fig.22s) es
casi ubicua, ya que se observaron células positivas en todo el I6bulo. Lo anterior se puede

apreciar con mas detalle en la Fig.22 h-i, para el ARNm y en la Fig.22 t-u para la proteina.

El timo de 4 semanas mostro diferencias en la distribucion del ARNm (Fig.22j) con respecto a
la distribucién de la proteina (Fig.22v). Mientras que el ARNm se observa de forma
abundante en corteza (Fig.22k) y médula (Fig.22l), la proteina es mas escasa, se observan

menos células positivas en la corteza (Fig.22w) y la médula (Fig.22x).
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Identificacion de células positivas a la hormona de crecimiento (GH) en el timo. En la Fig.23

se realiz6 una observacion mas detallada con la finalidad de identificar morfolégicamente
algunas de las células positivas a la GH. Como se habia descrito previamente en la Fig.22, a
los 15DE (Fig.23 a-c), la inmunoreactividad que se observé en el timo, se localizo en células
de la médula y corteza, a diferencia de la sefal observada a los 1d (Fig.23 d-f) que
principalmente se encontrd en la corteza del tejido y en menor cantidad en la médula. A la
edad de 4 semanas post-eclosién la sefial no mostré una localizacién especifica, ya que se

observaron escasas células positivas a GH tanto en corteza como en médula.

Fig.23. Morfologia de las células positivas a la hormona de crecimiento en el timo de pollo de distintas
edades. Se realiz6 la inmunohistoquimica en timos de 15DE (a, b, ¢), 1d (d, e, f) y 4s (g, h, i) con un anticuerpo
policlonal contra GH de pollo. La imunorreactividad se localizé en células de la corteza en etapas embrionarias
y en la médula en el tejido de 4s post-eclosién. Corteza (C) con abundantes linfocitos (flechas) positivos a cGH,
y la médula (M) con células positivas a cGH con morfologia de células dendriticas (CD). (a) con el 1er
anticuerpo preabsorbido con GH, como control negativo M: médula; C: corteza; DE: dias de desarrollo
embrionario; d: dias; s: semanas. Amplificacion en (a, b, e, h): 10x, barras: 30 um; en (c, d, f, g, i): 100x, barras:
10 um.
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En las micrografias 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-eclosién, se observaron grupos de células en la
region medular (Fig.23d) y también en la region cortical que sugieren ser timocitos (Fig.23f).
A las 4 semanas, en la region medular del timo se observaron células positivas con procesos,
lo cual sugiere que se trata de células dendriticas (Fig.23 g, i), ademas de células que

semejan macrofagos 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

Cuantificacién de la GH en la BF. A continuacion se presentan los resultados obtenidos de

BF, de distintas edades, para la concentraciéon de GH determinada mediante ELISA.
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Fig.24. Cambios en la concentraciéon de la hormona de crecimiento (GH), peso y contenido total de GH
en la ontogenia de la bolsa de Fabricio. A. Cuantificacién de GH mediante el ensayo de ELISA en extractos
de la BF de pollos de distintas edades (DE: dias de desarrollo embrionario; d: dias; s: semanas). Se colocaron
80ug de proteina 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 comparacion de medias * error estandar.
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Se realiz6 la determinacion de cGH en extractos de BF de distintas edades (15DE, 18DE, 1d;
2,4,10y 20 semanas). En la Fig.24A, se observd una mayor concentracion de GH en tejidos
provenientes de pollos de 4 semanas (620 ng de GH/mg de proteina) al compararlo con los
resultados del resto de las edades evaluadas. En edades embrionarias los niveles de GH
fueron los mas bajos (43 ng GH/mg proteina a los 15DE), y esto coincide con que en esta
etapa aun no se ha conectado el puente hipotalamo-hipéfisis, por lo que se plantea que la
GH que se detectd posiblemente sea la que se esté sintetizando en la BF. A las 10 semanas
(500 ng de GH/mg de proteina) se observd una meseta en la concentracion de GH y a partir
de aqui se sabe que inicia el proceso de involucion y consecuentemente una tendencia a
disminuir. Por otra parte, en animales de 20 semanas la concentracion de la GH disminuyo
significativamente con respecto a la BF de 4 semanas y solo se detectaron 185 ng de GH/mg

de proteina, siendo este valor el menor de todas las edades post-eclosion que se evaluaron.

Asi mismo, se determinaron los cambios en peso de la BF durante el desarrollo del ave
(Fig.24B). Se observo un incremento de peso del tejido linfoide, alcanzando su maximo
alrededor de las 4 semanas. A las 10 semanas el peso ha disminuido significativamente y
esta disminucién es mas 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

involucion.

Con respecto a la determinacién del contenido total de la GH en la BF (Fig.24C), se encontrd
que el contenido total de esta hormona se incrementa concomitantemente a su concentracion
y al peso del tejido. Los valores maximos del contenido de la GH en |la BF se observaron a

las 4 semanas de edad.
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Cuantificacion de la GH en el timo. También se determind la concentracion de GH en timo de
distintas edades mediante ELISA (Fig.25).
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Fig.25. Cambios en la concentraciéon de la hormona de crecimiento (GH), peso y contenido total de GH
en la ontogenia del timo. A. Determinacién del contenido de cGH mediante el ensayo de ELISA en extractos
de timo de pollos de distintas edades (DE: dias de desarrollo embrionario; d: dias; s: semanas). Se colocaron
80ug de proteina por pozo en el ensayo por triplicado (n=11). B. Cambios en el peso del timo (por l6bulo)
durante el desarrollo. C. Contenido total de GH en el timo de distintas edades. Letras distintas indican
diferencias significativas (p<0.05) en la comparacion de medias * error estandar.
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De acuerdo a los resultados obtenidos mediante ELISA (Fig.25A), se observd que la maxima
concentracion de la GH en el timo fue entre la segunda y la cuarta semana de desarrollo (88
y 79 ng GH/mg proteina 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-eclosién) la concentracion de la
hormona se mantuvo constante, alrededor de 35 ng GH/mg proteina. Y, se observd un
incremento estadisticamente significativo en la semana 2 y 4 de desarrollo al compararla con

la concentracion de 18DE (p<0.01) y con 1d (p<0.05).

En el Fig.25B se observo un incremento en el peso del tejido y se mantuvo constante hasta
después de las 20 semanas, debido a que no sufre una involucion temprana. Asi mismo, al
correlacionar el peso del tejido con la concentracion 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 mas alla de esta edad.
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7.8 Evaluacion de la heterogeneidad molecular de la hormona de crecimiento (GH)

presente en la bolsa de Fabricio (BF) y en el timo

Determinacion 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 realizé 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 analizé por densitometria (software IP-
Lab, Analytics) y se determind la proporcidon relativa, que se expresé en porciento con
respecto al area bajo la curva y con estos valores se construyo la grafica de barras (Fig.26B).
La proporcion relativa de cada banda se calculé considerando como el 100% a la
inmunoreactividad de la suma del area bajo la curva de todas las bandas detectadas en cada
uno de los carriles. Los graficos (Fig.26B) muestran el cambio en el porcentaje de cada

variante (condiciones no reductoras) durante el desarrollo de la BF.

A B

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 determinacion 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 ug de proteina para los tejidos embrionarios y 30 ug de proteina por pozo en los tejidos de animales
post-eclosion; y 0.1 pug de extracto de hipdfisis (HIP) como control. B. Analisis de bandas inmunoreactivas a la
GH. Proporcion relativa de cada variante de masa, expresada en porciento. DE: dias de desarrollo embrionario;
d: dias; s: semanas.

Los resultados obtenidos (Fig.26A) de la ontogenia de la BF muestran que las bandas de
10,17 y 80 kDa estan 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%),

ademas se observo una mayor proporcion de variantes de alto peso molecular (58 y 80 kDa),
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con respecto a los extractos de pollos post-eclosion, en donde la variante de 17 kDa fue la de
mayor proporcion. Esta variante de 17 kDa, incrementd su concentracion de ~15% en 15DE
hasta ~50% entre las 4 y 10 semanas de desarrollo del tejido. Otra diferencia que se observo
fue la presencia de un fragmento de 10 kDa que parece aumentar después de la eclosion en
los tejidos de 1d, 2 semanas y 20 semanas. En algunas edades se observan bandas
semejantes a las presentes en el extracto de hipdfisis, como la de 44 kDa en los embriones y
1d post-eclosién, y en menor proporcién 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 observd en todas las edades la
variante de 17 kDa y en las etapas post-eclosién fue la mas abundante (Fig.27A). En etapas
embrionarias se observaron variantes de entre 34-36 kDa, en particular en el embrion de
15DE se observaron variantes de 34-48 kDa con la mayor proporcién relativa (~50%), estas
formas oligoméricas posiblemente correspondan al dimero no reducido. Otra forma
oligomérica de 64 kDa se observo en una proporcion relativa constante (~10%) desde 18 DE

y a lo largo del desarrollo hasta las 20 semanas.

A B

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 determinacion 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 ug de proteina para los tejidos embrionarios y 30 ug de proteina por pozo en los tejidos de animales
post-eclosion; y 0.1 ug de extracto de hipdfisis (HIP) como control. B. Analisis de bandas inmunoreactivas a la
GH. Proporcion relativa de cada variante de masa, expresada en porciento. DE: dias de desarrollo embrionario;
d: dias; s: semanas.

En el caso de las BF obtenidas de pollos post-eclosion, se detectd la presencia

principalmente del fragmento de 17 kDa, que en casi todas las etapas post-eclosion
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representa alrededor del 50% del total de las variantes, y se detecté desde etapas
embrionarias (Fig.27a). Ademas, también se observo otra forma submonomeérica de 10 kDa

en etapas embrionarias y post-eclosion.

Determinacion _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).

A B

Fig.28. Heterogeneidad molecular de la hormona de crecimiento (GH) en la ontogenia del timo bajo
condiciones no reductoras. A. Luminograma representativo para la determinacion 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 ug de
proteina para los tejidos embrionarios y 30 ug de proteina por pozo en los tejidos de animales post-eclosion; y
0.1 ug de extracto de hipdfisis (HIP) como control. B. Analisis de bandas inmunoreactivas a la GH. Proporcion
relativa de cada variante de masa, expresada en porciento. DE: dias de desarrollo embrionario; d: dias; s:
semanas.

La distribucion de las variantes moleculares observadas en el timo bajo condiciones no
reductoras (Fig.28A), mostré un patrén distinto al de la hipdfisis, en las edades evaluadas se
observo la presencia principalmente de un fragmento de 17 kDa (Fig.28A). En los extractos
obtenidos de embriones, la intensidad de las bandas mostrdé que las variantes de mayor
proporcion fueron las 44, 58 y 80 kDa (Fig.28B). La variante de 44 kDa que representa mas
del 35% de las variantes en etapas embrionarias, disminuyé a 3% en 1d post-eclosion y ya
no esta 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 estan
presentes en etapas post-eclosion. También se observd 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 mayoria de variantes, a las 2 semanas hay
mayor expresion de las variantes de entre 47-65 kDa. Estos datos indican una expresion
diferencial de las variantes moleculares de la GH relacionada con la edad, aun cuando el
timo no sufre involucion temprana durante la vida del pollo.

También se evalud la presencia de estas variantes en condiciones reductoras (Fig.29A),
donde se observd de manera constante la variante de 17 kDa, aunque en embriones mostro

la menor proporcion relativa (12%) de las edades evaluadas.

A B

Fig.29. Heterogeneidad molecular de la hormona de crecimiento (GH) en la ontogenia del timo bajo
condiciones reductoras. A. Luminograma representativo para la determinaciéon 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 pug de
proteina para los tejidos embrionarios y 30 ug de proteina por pozo en los tejidos de animales post-eclosion; y
0.1 ug de extracto de hipdfisis (HIP) como control. B. Analisis de bandas inmunoreactivas a la GH. Proporcion
relativa de cada variante de masa, expresada en porciento. DE: dias de desarrollo embrionario; d: dias; s:
semanas.

La proporcion relativa de cada variante se observa en la Fig.29B. En etapas embrionarias,
nuevamente se encontraron en mayor proporcion las variantes de 34-40 kDa (~50%) y
disminuyen en etapas post-eclosion. En el timo, asi como se observd previamente en la BF
de pollos de 1d a 20 semanas, la principal variante es la de 17 kDa, que alcanz6 una
proporcién del 50% de todas las variantes observadas. En el timo, la variante de 42 kDa se

observé en casi todas las edades, con excepcidon de 15DE y 20 semanas. La variante de 48
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kDa se observo 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 lipopolisacarido (LPS) de Escherichia coli en la concentracion de

hormona de crecimiento (GH) en bolsa de Fabricio (BF) y timo

Determinacion de los cambios en temperatura después de la administracion del LPS. Para

corroborar el efecto pirético del LPS después de ser administrado por via intravenosa, se
determiné la temperatura corporal (rectal) de los pollos (4 semanas) y se observd un pico
maximo de fiebre al final de la fase experimental que fue a las 8 horas (Fig.30), con respecto

al control.
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Fig.30. Curvas de temperatura en pollos control y pollos a los cuales se les administré lipopolisacarido
(LPS). *Diferencia significativa (p<0.05, n = 8).

De acuerdo con los resultados obtenidos (Fig.30) se colectaron muestras de suero vy tejidos:
la hipdfisis, la BF y el timo a las 2.5 y 8 h posteriores a la administracion del lipopolisacarido
(LPS). Tanto en los sueros como en los homogeneizados de los tejidos se determind el

contenido de proteina y se realiz6 la cuantificacion de la GH (Fig.31).

La concentracion de la GH en la hipdfisis (Fig.31A) mostré un aumento significativo (p<0.05)
a las 2.5 h después de la administracion de LPS. A las 8 h se observé un incremento de los
niveles de la GH tanto en la hipdfisis de los animales control como en los tratados con LPS,
al comparar ambos grupos con respecto al tiempo post-administracion, se encontré un
aumento significativo en la concentracion de la GH hipofisiaria a las 8 h con respecto a las
2.5 h. Sin embargo al realizar la comparacioén entre los grupos, a las 8 h el grupo control

mostré una mayor concentracion de la GH con respecto al grupo al que se le administré LPS.
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Con la finalidad de integrar de manera mas completa la informacién, también se determiné la
concentracion 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 mostré un aumento significativo. Asi mismo, se observo
un incremento de la GH en el suero en ambos grupos experimentales al comparar 2.5y 8 h

post-administracion.
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Fig.31. Efecto del lipopolisacarido (LPS) en la concentracion de hormona de crecimiento (GH) en la
hipéfisis, el suero, la bolsa de Fabricio y el timo del pollo. Se determiné la concentracion de GH mediante el
ensayo de ELISA en extractos de hipdfisis (A), suero (B), bolsa de Fabricio (C) y timo (D), de pollos de 4
semanas: en condiciones control (o Control) y tratados con lipopolisacarido (m LPS). Se utilizaron 80ug de
proteina en el ensayo por triplicado (n=12). Mediante ANOVA se determind 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) mostré un incremento significativo
(p<0.01) en la concentracion 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 concentracion de la GH, aunque si se noté una tendencia a incrementarse. A las 8 h este
tejido si mostré un aumento significativo en la concentracién de la GH, de casi el doble que

su respectivo control.
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8. DISCUSION

En las dltimas décadas surgi6 una nueva area de investigacion, la
neuroinmunoendocrinologia, en la cual se ha evaluado la interaccion que existe entre el
sistema nervioso, endocrino e inmune. Debido a distintas observaciones, se ha logrado
establecer, parcialmente, el tipo de relacion que existe entre éstos sistemas, asi mismo se
han encontrado tanto mensajeros, como receptores que se comparten entre ellos. Lo anterior
ha permitido una mejor comprension de como se lleva a cabo la regulacion, los efectos y la
comunicacion 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
tipicas del sistema endocrino, como la GH (Luna et al., 2008), la PRL (Kang et al., 2007), la
somatostatina (Aguila et al., 1991), glucocorticoides (Lechner et al., 2001), asi como sus
receptores. Pero existe poca evidencia acerca del papel que algunas de estas moléculas
desempenan de forma local. Tal es el caso de la GH, que aun cuando desde hace tiempo se
sabe que se produce principalmente en la hipdfisis y que existe evidencia de su produccién
extrahipofisiaria (aparato reproductor, sistema nervioso, inmune, glandula mamaria, entre

otros; revisado por Murphy et al., 2003), no se conoce con certeza su funcién 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 demostré la presencia de la GH en la BF, asi como los
cambios en su concentracion y su patron de heterogeneidad molecular a lo largo del
desarrollo (Barraza, tesis de licenciatura, 2002; Luna et al.,, 2005). Otros estudios
determinaron la distribucion 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 distribucion del ARNm de la GH y la
correspondiente proteina en pollos de menor edad (4 semanas) (Luna et al., 2009). Algunos
de los cuestionamientos que aun quedan pendientes son: la distribucion del ARNm vy la
proteina en el desarrollo y su posible relacién con la funcién del tejido (BF). En el caso del

timo de las aves la informacién acerca de la produccion de GH en la ontogenia es muy
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escasa, por lo que este seria uno de los primeros trabajos que describen los cambios en la

localizacion y concentracién de la hormona.

En esta tesis se determind 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 describio la
distribucion de las células productoras de la GH. Lo anterior se demostré con la expresion del
gen de la GH en la bolsa de Fabricio (BF) y el timo mediante hibridacién in situ, y la
presencia de la proteina por inmunohistoquimica, ELISA y Western blot, durante el desarrollo
(en embriones y etapas post-eclosion). También se sugiere el papel que esta hormona podria
estar realizando en la bolsa de Fabricio, ya que se determiné su co-localizacion con
marcadores tipicos de células linfoides de la BF: IgG e IgM. Esta evidencia sugiere la posible
participacion de la GH en la diferenciacién y maduracion de linfocitos, en ambos tejidos, asi
como un regulador en el inicio de la produccion de inmunoglobulinas de los precursores de

linfocitos B en la BF.

La bolsa de Fabricio tiene caracteristicas morfo-funcionales particulares a lo largo del
desarrollo y se observaron mediante técnicas histolégicas (hematoxilina y eosina), lo cual fue
consistente con las caracteristicas morfolégicas descritas previamente (Glick, 1991; Ciriaco
et al., 2003). Se identificaron las tres etapas de desarrollo que muestra la BF: crecimiento
rapido, meseta e involucion. En la etapa I: el tejido crece rapidamente, desde el dia 1 post-
eclosion y hasta las semanas 6-8 y alcanza su peso maximo en este periodo, que se
mantiene entre las semanas 10 y 15 (Naukkarinen y Sorvari, 1984). Durante este tiempo se
define la etapa Il, 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 lll, que ocurre
después de la semana 18, la BF sufre un proceso de involucion (Naukkarinen y Sorvari,
1984), que concluye alrededor de la semana 23.5 (Glick, 1984) con la acumulacién de tejido
fibroso y la pérdida de los foliculos responsables de su funcién (Paniagua y Nistal, 1993;
Glick, 1991; Ciriaco et al., 2003).

Para determinar la expresion de la hormona de crecimiento y sus cambios dinamicos en la
bolsa de Fabricio (BF), se evalu6 el ARN mensajero de GH y la proteina inmunoreactiva (IR)
en diferentes etapas de desarrollo. Se encontré que el ARNm de GH esta 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 varian dependiendo de la edad. Las células presentes en los primordios
foliculares de los embriones de 15 dias, son principalmente precursores linfoides de células

B, que colonizan este tejido para madurar y diferenciarse.

Las células precursoras migran desde el dia 8 y hasta el dia 15 embrionario (Pink y Lassila,
1987), por lo que en este periodo de tiempo ya hay precursores en la BF en formacién. Por lo
anterior se plantea que las células que expresan el ARNm de GH podrian corresponder a
células precursoras linfoides. También se observé que el numero de células positivas al
ARNm de GH y GH aumenta hacia los 18 DE, lo que sugiere que la GH podria ser un factor
de supervivencia celular que permite a las células precursoras proliferar y madurar en los
foliculos. En el primordio folicular también se encuentran células como las dendriticas
secretoras y las reticulares epiteliales, que proveen del microambiente necesario para que se
lleve a cabo la diferenciacién y proliferacion de los linfocitos B (McCormack y Thompson,
1990; Olah y Glick, 1992). Los datos senalan que tanto las células dendriticas secretoras
como las reticulares epiteliales expresan GH (Luna et al., 2008) y esta produccién local
podria proporcionar un estimulo positivo a la sobrevivencia y diferenciacién de las células
precursoras que ahi se encuentran. Durante el desarrollo embrionario no existe una
diferencia clara entre los epitelios interfolicular (IFE) y asociado al foliculo (FAE), entre los 14
y 15DE solamente se puede diferenciar a estos dos epitelios mediante microscopia
electronica (Bockman y Cooper, 1973; Naukkarinen et al., 1978). Pero cerca de la eclosion o
1d después del nacimiento se pueden identificar facilmente debido a que el IFE empieza a
acumular una gran cantidad de mucopolisacaridos mientras que en las FAE no, como se
observo con la tincion de azul alcian (Rodriguez-Méndez et al., 2010). Las células del FAE
tienen como objetivo transportar diferentes sustancias que pueden funcionar como
antigenos, hacia la médula de los foliculos linfoides y activar la respuesta inmune especifica
mediante produccion de anticuerpos contra diversos antigenos (McCormack y Thompson,
1990). En la BF de 1d la sefal para la GH y su ARNm parece ser ubicua, incluso en las
regiones de los epitelios. Se ha propuesto que la proliferacién de linfocitos B en la etapa
neonatal se vincula con la presencia de antigenos ambientales que llegan a la médula

folicular mediado por la actividad pinocitica de las células FAE (Ekino, 1993).

Mediante la hibridacién in situ del mensajero de la GH en la BF, de las 2 a las 10 semanas

post-eclosion se observd una mayor sefial en la zona medular de los foliculos linfoides. Se
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sabe que en la médula de los foliculos bursales existe un microambiente que permite que se
lleve a cabo la proliferacion y diferenciacidon 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 region
medular podrian estar participando tanto en la proliferacion como en la diferenciacion de las
células linfoides y epiteliales o bien modular la secrecion de otros factores. Uno de estos
factores podria ser la bursina, que se ha asociado a la maduracion de los linfocitos B (Otsubo
et al., 2001). A las 2 semanas se ha descrito que la BF es muy activa inmunoldégicamente,
generando células maduras para la respuesta y en la produccion activa de anticuerpos. Por
lo tanto la produccion elevada de GH se podria asociar a un incremento en su tamano,

resultado del aumento en el numero de células.

Durante las etapas embrionarias y post-eclosion tempranas se ha encontrado que la zona de
la corteza crece de manera mas rapida, 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 esta en la meseta
de su desarrollo y se observan células productoras de GH distribuidas en la corteza y en el
interior del foliculo linfoide. En esta etapa la BF inicia el proceso de involucion (Ciriaco,
2003).

Los cambios en la proporcion y distribucion 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
disminuciéon significativa tanto del ARNm de GH como de la hormona, coincide con el
proceso de involucion de este tejido. Lo anterior podria explicarse por la disminucién en las
células que conforman al tejido, varias de estas células (linfocitos, células dendriticas
secretoras, FAE) producian GH en etapas previas y contribuian a los procesos de
supervivencia. Durante la involucion se sabe que gran cantidad de células se eliminan
mediante mecanismos de muerte celular programada: apoptosis (Rodriguez-Méndez et al.,
2010), y son reemplazadas por fibroblastos y acumulacion mucoide (Franchini y Ottaviani,
1999), se pierde la funcionalidad del tejido y no hay mas produccion de células inmunes, por
lo tanto también hay una disminucion considerable del tamafio del tejido (Bickford et al.,
1985; Ciriaco el al., 2003). Como se mostré en los resultados, el peso del tejido disminuyo

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 sefal disminuye
conforme avanza la edad del pollo, por lo que el mensajero podria estar regulado por
factores relacionados con ciertas etapas del desarrollo, como la produccion 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 encontr6 que la bolsa de Fabricio
es un organo blanco de las hormonas esteroides (Wilson y Boyd, 1990). Otros estudios han
demostrado que las hormonas esteroides afectan el desarrollo de la funcion inmunolégica de
la BF si se administran antes de que se lleve a cabo el proceso de maduracion de los
linfocitos en el tejido (Glick, 1984). Como la testosterona, que causa bursectomia, evitando la
diferenciacion de las células dendriticas secretoras en etapas embrionarias (Glick y Olah,
1984). Se ha demostrado que la administracién de testosterona en embriones (antes de los
20 DE), por ejemplo, inhibe la formacion de los foliculos linfoides de la BF (Le Douarin et al.,
1980) por la falta de las células SDS, que son esenciales para la maduracion de los linfocitos
B. Nuestros resultados sugieren que la estructura de la BF también podria estar modulada
por la GH, ya que en las etapas de mayor proliferacion celular en el tejido hay mayor numero
de células IR a la hormona, y en etapas de involucién, que coinciden con la madurez sexual,

ésta disminuye drasticamente.

Todos estos datos sugieren que la GH que se expresa y produce localmente podria participar
como un factor con la capacidad de modular la proliferacion y diferenciacién de las distintas
estirpes celulares que conforman a la BF durante su desarrollo. Principalmente de linfocitos
B, como ya se ha observado en la diferenciacion de linfocitos B precursores de ratén (Sumita
et al., 2005).

Con la finalidad de caracterizar las células responsables de la produccion de GH, se realizé
la identificacion de algunas de las células positivas a GH (GH") mediante su morfologia y

también se corroboré mediante su co-localizacién con marcadores especificos.

Para determinar el tipo celular que sintetiza GH en este trabajo, se realizé la co-localizacion
de GH con distintos marcadores especificos en varias edades representativas de las etapas
importantes del tejido: 15 y 18 DE, edades post-eclosion: 1dia, 2, 4, 10 y 20 semanas (Luna
et al., 2008; Rodriguez-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 mas evidente en etapas
post-eclosion, ya que varias células B maduras dentro de los foliculos comienzan a producirla
y algunas otras células, como las presentadoras de antigenos las anclan en sus membranas
(Ekino et al., 1995). Existen trabajos que sugieren que las células dendriticas secretoras
(SDC, por sus siglas del inglés) que se encuentran en el foliculo linfoide estan involucradas
en el encendido o apagado de los cambios en la produccion de IgM-IgG en los precursores
de linfocitos B (Kincade y Cooper, 1971). Estads células se encuentran desde etapas
embrionarias pero en un numero reducido, como células mesenquimatosas oscuras con
capacidad para unir IgG de origen materno en su superficie (Ekino, 1993). En nuestros
resultados se observo que la co-localizacion entre GH e IgG va en aumento a partir de 1d
post-eclosion y hasta las 4 semanas en donde se observo un mayor numero de células con

co-localizacién y de ahi en adelante disminuyen drasticamente de las 10 a las 20 semanas.

Otro de los marcadores que se utilizd para caracterizar a las células de la BF fue un
anticuerpo contra IgM, que es un marcador de células precursoras. La distribucién de IgM de
acuerdo con la literatura, es mas abundante en etapas embrionarias (Kincade y Cooper,
1971; Choi y Good, 1972), debido a que en este periodo su produccién 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 mas 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-localizacion GH-IgM es abundante en etapas embrionarias, esta
disminuye drasticamente en las etapas post-eclosion (2, 10 y 20 semanas). Se sabe que la
presencia de IgM esta relacionada con la maduracién de los precursores de linfocitos B, de
tal suerte que se cree que las células productoras de IgM mas tarde se convierten en
productoras de IgG, y que si la primera no se produce, no sera posible la sobrevivencia de

esas células para producir anticuerpos (Lerner et al., 1971; Rodriguez-Méndez et al., 2010).

Al comparar la co-localizacion que estos dos marcadores (IgG e IgM) tienen con la GH, se
observé que en etapas embrionarias las células GH*-IgM* son mas abundantes, mientras

que las GH'-IgG" son escasas a diferencia de las etapas post-eclosion donde esta
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distribucion se invierte, la co-localizacion GH*-IgM* disminuye y la GH™-IgG" aumenta. Estos
resultados sugieren que existe un encendido y apagado para la maduracion de los linfocitos y
la produccion de GH podria participar en estos procesos favoreciendo la sobrevivencia de las
células IgM" en etapas embrionarias para que maduren y en la diferenciacion para ser

productoras de IgG.

La co-localizacion de células GH™-IgG™ en la region medular de los foliculos linfoides, apoya
la hipétesis de que algunas células productoras de GH son linfocitos B como previamente se

ha propuesto (Luna et al., 2008).

Mediante técnicas histologicas se identificaron algunas de las células productoras de GH,
como es el caso de las células epiteliales interfoliculares (IFE) y epiteliales asociadas al
foliculo (FAE). Estas células no se pueden distinguir durante el desarrollo embrionario, pero
después de la eclosion existen diferencias en la produccion de mucopolisacaridos acidos
(Zapata y Cooper, 1990), que es mayor en el IFE, lo cual permite distinguirlas (Phillips et al.,
2004). Lo anterior también esta relacionado con la funcion de cada una, las células FAE se
especializan en el transporte de antigenos del lumen bursal a la médula de los foliculos,
mediante micropinocitosis (Bockman y Cooper, 1973; Lupetti y Dolfi, 1980). Se observo que
las células que producen GH son principalmente células del FAE, lo cual podria estar
relacionado con la secrecién de moléculas que favorezcan la sobrevivencia de las células
que van a llevar a cabo el contacto con el antigeno para generar la respuesta inmune y la

produccion de anticuerpos.

También se empled un anticuerpo contra a-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 (Sanchez-Refusta et al., 1996). Al observar con detalle las preparaciones de
inmunohistoquimica 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 a-citoqueratina, donde las
células inmunoreactivas también mostraron la morfologia de células reticulares epiteliales.

Estos resultados coinciden con los publicados previamente, donde se encontré la co-
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localizacion de células positivas a GH y citoqueratina en la médula de los foliculos de BF de
pollos de 4 semanas (Luna et al., 2008).

Como ya se mencioné 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 produccion y distribucion local de la GH a lo largo del desarrollo, asi

como su contenido en este tejido.

En el timo se lleva a cabo el desarrollo, la seleccion positiva y maduracion de los timocitos,
proceso que involucra la expresién de varias proteinas 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
seleccion y generacion de un microambiente adecuado para la proliferaciéon y maduracién de
los timocitos (Dardenne et al., 2009). Pero existe escasa informacién acerca del efecto de la
GH que se produce localmente por las células del timo. En este trabajo se evalud la
distribucion del ARNm de GH, de la proteina, su concentracion y la concentracion de GH, en

distintas edades durante el desarrollo del pollo: 15 DE, 18DE, 1d y 4 semanas.

En el timo de 15DE la localizacion del ARNm de GH y su correspondiente proteina se
observo en todo el I6bulo. En la corteza, donde se sabe que existe una gran cantidad de
timocitos corticales, algunas células nodriza, células epiteliales reticulares (ERC) corticales y
algunos macrofagos. En esta etapa embrionaria, ya se llevd a cabo la 2da etapa de
colonizacion de las células precursoras de linfocitos T y se desarroll6 el proceso de seleccidon
positiva (Coltey et al., 1989), por lo que la GH podria estar participando como un factor
antiapoptotico en las células que expresen de forma adecuada el TCR y el resto de sus
marcadores de superficie como CD4 y CDS8, que interaccionan con las moléculas del
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC). Mas aun, en esta etapa de desarrollo
embrionario todavia 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 senal positiva al ARNm de GH y a la proteina se encontré en la corteza y con
menor intensidad, en la médula en formacion de los I6bulos, en células que corresponden a

timocitos en proceso de maduraciéon. La sefal en la region medular también puede provenir
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de timocitos, algunas células nodriza, algunos macréfagos y células timicas 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 efectuo la 3era etapa de migraciéon de
precursores. En experimentos que se realizaron en mamiferos se observd que la
administracién de GH modula procesos como la proliferacion de los timocitos, la migracion, la
secrecion de quimiocinas y hormonas timicas, como la timulina a partir de las células timicas
epiteliales (TEC) (Savino y Dardenne, 2000). En modelos in vivo, la administraciéon de GH
mediante inyecciones intratimicas mostraron un incremento en el numero de timocitos con

respecto a los controles (Smaniotto et al., 2004, 2005).

A un dia post-eclosion la mayoria de los linfoblastos de la corteza se encuentran en la fase S
del ciclo celular. Durante la maduracion de estas células existe el proceso de migracién hacia
los bordes corticomedulares, donde los macrofagos y las SDC modulan la seleccion de los
linfocitos T que alcanzaran la médula para ingresar a los capilares medulares y a su vez a la
circulacién (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 podria indicar que la GH
sintetizada en el tejido favorece tanto la supervivencia, proliferacion (Smaniotto et al., 2004,
2005), como la migracién (de Mello-Coelho et al., 1997) de estas células. Lo anterior se ha
corroborado en experimentos en los que al administrar GH de manera exdgena se produce el

crecimiento del timo (Savino, 2007).

En etapas posteriores a la eclosion, donde los animales se encuentran en desarrollo, como a
las 4 semanas, se observo que la seiial de ARNm se mantiene casi ubicua en los |I6bulos del
timo, con excepcion del tejido conectivo que separa cada I6bulo. Mientras que la proteina se
observa en algunas células de la corteza y en un mayor numero de células de la médula,
donde se localizan células T maduras y células epiteliales de las cuales se ha sugerido que

tienen funcién endécrina (Glick, 1980).

La caracterizacion celular en el timo solo se realizé mediante la identificacion morfolégica de
algunas de las células que lo constituyen, tanto de la corteza como de la médula y se
observaron células con un patron que sugiere que podrian ser timocitos (en etapas
embrionarias). Estas células de tamano pequeno y forma regular se ubicaron principalmente

en la corteza y en menor proporcidon en médula. En la zona de la medula se observaron
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células estromales con procesos, una caracteristica de las células dendriticas, y macrofagos
de gran tamarfo (4 semanas). Lo anterior coincide con las observaciones previas que se han
realizado en timo de mamiferos, en donde principalmente los linfocitos T son capaces de
secretar diversos factores como las citocinas IL-1, IL-3, IL-6, IL-7, hormonas timicas, timulina,
entre otras y su funcién 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 produccion de dichas citocinas (Fabris et al, 1971;
Berczi, 1986). Ademas, se demostrd que un tratamiento con GH en ratas envejecidas puede
inducir el crecimiento e incremento en la produccion 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 podria sefialar que estas células son capaces de
secretar GH y que en consecuencia ésta podria actuar de forma autocrina y/o paracrina para
favorecer la produccion de los factores timicos necesarios para la supervivencia, proliferacion
y diferenciacién de los precursores de linfocitos T. Ademas, se demostré la presencia de GH
con concentraciones constantes en distintas etapas de desarrollo, lo cual coincide con que su
involucién es mas lenta, con respecto a la BF. Aun 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 hipd&fisis
se han documentado de manera muy amplia. Como se menciond 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 proporcion de la GH que se detectdé 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 involucién del tejido, como un activador de este proceso. En los
mamiferos (ratén, humano), hay evidencia de la sintesis 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
expresion 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 produccion de esta hormona
cambia con respecto a la etapa de desarrollo del tejido asi como algunas caracteristicas

estructurales de la hormona.
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Con la finalidad de corroborar los cambios que se observaron en la inmunohistoquimica
durante la ontogenia de ambos tejidos, se realizé la cuantificacion de la GH mediante ELISA.
La comparacion de los resultados obtenidos para la BF y para el timo mostré tendencias
distintas de acuerdo a las concentraciones de GH en cada uno de los 6rganos, lo cual podria
explicarse por la diferencia en la fisiologia de ambos tejidos. En el caso de la BF es un
organo 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 6rgano linfoide primario que se mantiene activo durante casi toda la ontogenia del
individuo, ya que su involucién 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
observé una tendencia a incrementar la concentracion 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 observo el incremento entre las 2 y 4 semanas de desarrollo y disminuyd,
pero sin diferencias significativas, a las 10 semanas y se mantuvo en las mismas
concentraciones aun después de las 25 semanas (datos no mostrados). A diferencia de la
BF, en el timo la concentracion de cGH permanece constante antes y después de las 4
semanas de edad, lo cual podria correlacionar con el hecho de que este tejido no sufre una

involucion 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
proliferacion 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 diferenciacion y maduracion, tanto del tejido como de los
linfocitos que ahi se encuentran. Posteriormente la BF tiene su maxima actividad en las
etapas post-eclosion 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 érgano (Glick,
1984). Al inicio de la madurez sexual, la BF presenta una disminucion en su actividad, evento
que correlaciona, como ya esta reportado, con la involucién 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
produccién 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 podria indicar que los
controles basicos que se presentan en la hipdfisis también podrian estar regulando la
produccion de GH en los tejidos inmunes. Aunque aun es necesario realizar estudios que

confirmen si la secrecion 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 eclosion (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 proliferacion celular, la presencia de GH podria 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 solo esta involucrado en
procesos de proliferacién celular, también se involucra en la diferenciacién del sistema

inmune (Kooijman et al., 1996).

Se sabe que la hipdfisis 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 patron de variantes cambia con respecto a la edad. En
la hipdfisis la principal isoforma que se produce y se secreta al plasma es la de 22 kDa
(Aramburo et al 1989, 1990a, etc), sin embargo hay un patrén de 11 variantes moleculares
constituido por variantes de carga y masa. En este patron se han encontrado isoformas
glicosiladas, fosforiladas, formas submonoméricas, dimeros, oligdbmeros y ademas se
observé que la proporcidn en la que se secretan es diferente con respecto a la edad
(Aramburo et al., 1990b).

Existen diferencias notorias al comparar las variantes moleculares de la hipdfisis con las
variantes encontradas en los tejidos inmunes, ademas 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-eclosion 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 podria indicar que el tipo de interaccion
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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
(Aramburo et al., 1990), algunas otras como la variante glicosilada (Aramburo 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 observo 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 tamano aproximado de 16.5 kDa (Baudet et al., 2003 y 2007), mientras que
en la hipdfisis de embriones de pollo se observa un fragmento de 15 kDa (Aramburo 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 hipdfisis y en plasma de humanos (Such-Sanmartin et al.,
2009). La hipdfisis es el modelo por excelencia que se ha investigado, ya que la GH
representa un ejemplo de exquisita diversidad biolégica. 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 proteolitico con enzimas como la pepsina (Fontana et al., 2004), la
tripsina (Graf et al., 1992), la termolisina (Such-Sanmartin et al., 2009). En los tratamientos
con termolisina se encontraron, mediante espectrometria de masas, dos fragmentos uno de 5
y otro de 17 kDa (Such-Sanmartin et al., 2009). Lo anterior sugiere que es posible que
isoformas como la de 17 kDa se genere mediante mecanismos fisioldgicos de modificacion
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 encontré
en la retina del embridén de pollo un ARNm que codifica para una proteina de 16.5 kDa, uno
de los primeros reportes de modificacion pos-transcripcional para la generacion
extrahipofisiaria de esta variante (Takeuchi et al., 2001). En nuestro grupo de investigacion
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 (Martinez-Moreno, tesis de maestria, 2006;

Ahumada-Solorzano, tesis de maestria, 2007).

Previamente se ha reportado que algunas de las hormonas hipofisiarias juegan un papel

importante en la regulacion de la funcion de los tejidos inmunes. Lo anterior se ha
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documentado en modelos animales con hipofisectomia, que trae como consecuencia la
disminucién en el tamano de los tejidos linfoides, asi como deficiencias en la respuesta
inmune celular y humoral (Kelley, 1989; Revisado por Kelley et al., 2007). Por este motivo la
GH que se esta produciendo localmente tanto en la BF como en el timo, podria estar
involucrada en los distintos cambios que sufren los tejidos linfoides, tanto proliferacion como
diferenciacioén. El efecto antiapoptotico de la GH es uno de los mas estudiados en estos afios
(Sanders y Harvey, 2004). Se ha observado que las células de linfoma que sobrexpresan GH
presentan una inhibicién de la apotosis (Arnold y Weigent, 2004). En nuestro grupo de
investigacion se evaluo el efecto que la GH tiene en cultivos primarios de células de la BF
(Luna-Acosta tesis de maestria, 2008), donde se observd un incremento en la sobrevivencia
de las células tratadas con 1 nM de GH (Rodriguez-Méndez et al., 2010). Asi mismo
encontré mediante TUNEL, que existe un aumento en la apoptosis durante la etapa de
involucién del tejido. Estas evidencias apoyan la participacién de la GH en la sobrevivencia

de las células inmunes en etapas tempranas del desarrollo.

En las ultimas décadas se ha estudiado mas a fondo la relacion que existe entre los distintos
sistemas que conforman a los animales: sistema nervioso, sistema enddcrino y sistema
inmune. Se he encontrado que cada uno de ellos tiene la capacidad para regular y modular a
los demas. En el caso de la respuesta inmunoldgica, 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 concentracion 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
secrecion de GH hipofisiaria a nivel circulante. Sin embargo existe muy escasa evidencia
acerca del efecto de LPS en la produccion de GH extrahipofisiaria. Por lo anterior, se evalu6

la concentracion de GH en la BF y el timo.

Durante la administracion de lipopolisacarido (LPS) a los animales se observd una
disminucién 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 mamiferos, se
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debe a la interaccion de mediadores como IL-1, IL-2, IL-6, TNF entre otros, que al mismo
tiempo causan la activacidn del eje hipotalamo-hipofisis-adrenal (Luheshi, 1999). En aves la
administracién de LPS estimula la produccién de TNF-a, citocinas pro-inflamatorias y la

activacion del eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal (HPA) (Gehad et al., 2002).

En este trabajo observamos un incremento en la concentracion de GH en la hipdfisis de
pollos tratados con LPS a las 2.5 hrs con respecto al control. A las 8 h en la hipdfisis de
animales control se observo 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 sélo
afecta a la hipdfisis, sino también a la glandula adrenal (Luheshi, 1999). La activacion del eje
hipotdlamo-hipdfisis-adrenal tiene una doble funcion: un efecto anti-inflamatorio e
inmunosupresor (Almawi et al., 1996). Estd documentado que la administracién de LPS
después de 1 h causa un incremento en la secrecion de glucocorticoides en pollos (Gehad et
al., 2002; Curtis et al., 1980) y que estos a su vez afectan la sintesis y liberacién de GH. Lo
cual podria explicar porque en animales que no tienen el estimulo del LPS existe un
incremento superior, ya que la GH podria estar actuando como un protector ante el estrés de
manera aguda (Almawi et al., 1996). Sin embargo a las 8 h, hay una disminucién en la
concentracion de GH hipofisiaria de los animales inyectados con LPS, lo cual podria
explicarse con los datos que se observaron en el suero, en donde a las 8 h existié un
incremento de la GH. Lo anterior podria sugerir que la GH hipofisiaria se liberd al torrente

circulatorio.

Los datos anteriores se complementaron al evaluar la concentracién 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 concentraciéon de GH, soélo una ligera tendencia a disminuir en el plasma de los
animales tratados con LPS. En estudios previos se encontré que la concentracion de GH
disminuye 2 h después de la administracion 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 podria ser

consecuencia de la sintesis de GH para promover la proliferacion celular y de esta manera

90



poder responder de forma adecuada a la infeccion simulada por el LPS. También podria
explicarse debido a la resistencia que se genera en el higado, lo cual podria dejar mayor
cantidad de GH libre para que el sistema inmune pueda utilizarla y favorecer la respuesta
inmunoldgica. La GH tiene la capacidad de inducir la sintesis de ADN y asi estimular la
proliferacion 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 podria estar relacionado con la preparacion
del organismo para establecer una respuesta inmunoldgica. Sin embargo aun no se define si
el estimulo inflamatorio solamente induce la liberacion de GH o también incrementa los
niveles de otros factores relacionados al establecimiento del proceso inflamatorio, como son
la expresion de las citocinas proinflamatorias TNF-q, IL-18 y IFN-3 y que previamente se han
descrito en otros modelos. Datos previos han mostrado que en aves la administracion de
LPS si causa el aumento de estas citocinas, por lo que resultaria interesante evaluarlas a la

par de los cambios que sufre la GH.

Los resultados obtenidos hasta el momento nos muestran que la induccién de una respuesta
inflamatoria, con la administracién del LPS, modifica no solo el contenido de la GH a nivel
hipofisiario, sino que también se refleja cambios en sus niveles circulantes. Ademas, con
respecto al contenido de la GH que se produce localmente en los tejidos inmunes (BF y
timo), también se observé un claro incremento en el contenido de GH. Estos datos en
conjunto, plantean que la hormona de crecimiento ademas de sus efectos endocrinos
también pude estar participando de manera autocrina y/o paracrina como uno de los

multiples factores que modulan el establecimiento de la respuesta inmunoldgica.

Por otra parte, la presencia de la GH, las diferencias en su secrecion durante la ontogenia y
su heterogeneidad molecular, en la BF y el timo, podria relacionarse con el desarrollo
temprano del sistema inmune, donde la hormona pudiera actuar como un factor promotor de
la diferenciacion linfoide. Todo lo anterior apoyaria la hipotesis acerca de la funcion
autocrina/paracrina de la GH local, ya que al parecer existe una regulacion en la secrecion de
variantes con respecto a la edad y al tejido. Y su participaciéon en estos tejidos sugiere la
regulacion de procesos como la supervivencia, mediada por su bien conocido efecto

antiapoptético en la linea linfoide.
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9. CONCLUSIONES

Se confirmd la expresion del ARNm y la proteina de GH en tejidos inmunes primarios del

pollo (BF y timo).

La expresion de GH se modifica con el desarrollo y existen diferencias claras entre BF, que
es un tejido de involucion temprana, con respecto al timo, en el que el proceso de involucién

es mas tardio.

La citoarquitectura del timo, asi como la distribuciéon de GH no sufre cambios evidentes en
etapas post-eclosién (como en 10 y 20 semanas), en contraste con los cambios que se
observaron en la BF durante su involucién, donde la GH mostré cambios dinamicos y su

localizacion se modifica de forma notoria con respecto a la edad (10 y 20 semanas).

La concentracion mas elevada de GH fue a las 4 semanas en BF y la disminucién
significativa coincidié con la etapa de involucién del tejido (20 semanas). En el timo, la
concentracion mas elevada se detectd entre las 2 y 4 semanas, después la concentracion

disminuyo y permanecio constante hasta las 20 semanas.

La cGH que se expresa en los tejidos linfoides (BF y timo) tiene un patrén de heterogeneidad

molecular que cambia en la ontogenia, y es distinto al observado en hipdfisis.

Las variantes de masa mas 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 participacion dinamica en la maduracion 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-eclosion, se convierten en IgG”.
Asi mismo, se produce en etapas post-eclosidn por las células dendriticas secretoras y
reticulo epiteliales, que se encargan de mantener el microambiente para la maduraciéon y

diferenciacion de los linfocitos B.
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En el caso del timo, la GH que se produce por células que podrian ser timocitos y células
dendriticas, sugiere que esta hormona participa en la maduracion y sobrevivencia de los

linfocitos T.

Por todo lo anterior se sugiere la participacion de la GH de forma autocrina y/o paracrina en
el proceso de desarrollo, proliferacion y maduracion de las células del sistema inmune (B y
T).

Con base en estos resultados y debido a la importancia que podria tener la GH en la

maduracion adecuada de las células inmunutarias, resulta de gran interés explorar el papel

qgue tiene la hormona de crecimiento en la respuesta inmune innata en pollo.
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Luna M, Rodriguez-Méndez AJ, Berumen L, Carranza M, Riesgo-Escovar J, Baudet ML,
Harvey S, Aramburo C. Immune growth hormone (GH): localization of GH and GH
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Immune GH: Localization of GH and GH mRNA in bursa of Fabricius 1321

. overlap

Figure 7 Co-localization of growth hormone receptor (GHR) and growth hormone (GH) immunoreactivity in the bursa of Fabricius of
4-week-old chickens by confocal microscopy. Bursal sections were triple stained for GHR immunoreactivity (green) in cortex (a) and
medulla (e); for GH immunoreactivity (red) in cortex (b) and medulla (f); and for cell nuclei (blue) in cortex (c) and medulla (g).
Abundant co-expression of GHR and GH was observed in the bursal cortex below the IFE (d), whereas only a fraction of GH
immunoreactive cells co-localized with GHR immunoreactivity in the medulla (h), bars: 5um.

At higher magnification, staining for GH mRNA can be
clearly seen in individual small rounded cells within the
connective tissue surrounding a bursal follicle (Figure 9¢
and d). As similar cells have immunoreactivity for 1gG

(Figure 9a and b) these GH mRNA-expressing cells are likely
to be migratory lymphocyte cells. In marked contrast, GH
mRNA is totally absent in the IFE above the bursal
connective tissue (Figure 9c and d).
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