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Resumen

La hormona del crecimiento (GH) se expresa en varios tejidos extra-hipofisarios,
incluyendo a los 6rganos linfoides primarios y secundarios del sistema inmune. En
aves, el ARNm de GH y su proteina muestran un patron de distribucion especifico
durante el desarrollo en la bolsa de Fabricio (BF), particularmente en células
epiteliales y células B. Los cambios que se observan durante la ontogenia, tanto en
la concentracion como en la distribucién celular de la GH local, sugieren que esta
hormona puede estar involucrada en procesos de diferenciacion y maduracion de
las células B, asi como tener un papel funcional en la supervivencia celular, a través
de mecanismos paracrinos y/o autécrinos. En este trabajo se analizaron los efectos
anti-apoptoéticos de la GH en cultivos primarios de células de BF, asi como las rutas
de senalizacion intracelular que pueden estar involucradas en esta actividad.
Asimismo, se analizo si estos efectos de la hormona se ejercen de manera directa,
o bien si son mediados a través del factor de crecimiento insulinoide tipo | (IGF-I).
Se observé que las células bursales cultivadas en ausencia de suero fetal mostraron

una pérdida significativa de su viabilidad a las 4 horas de incubacion (16% de

disminucién a las 4 horas y 45% a las 6 horas), asi como un incremento significativo
en la apoptosis. Por su parte, el tratamiento con GH 10 nM, o con IGF-I 40 nM,
produjo un incremento significativo de la viabilidad en los cultivos celulares

(16.7£0.67 y 13.4+1.12%, respectivamente), en comparacidon con los controles no
tratados. Ademas, la presencia de cuerpos apoptéticos (TUNEL) disminuyo

dramaticamente (5.5 veces) después de los tratamientos con GH e IGF-I. De igual
manera, tanto GH como IGF-1 fueron capaces de inhibir significativamente la
actividad de caspasa 3 (40+£2.0%) en dichos cultivos. En contraste, el efecto anti-

apoptaético mostrado por GH e IGF-I fue bloqueado de forma importante cuando las
células tratadas se co-incubaron, respectivamente, con los anticuerpos especificos
anti-GH o anti-IGF-I. La incubacién con anticuerpo anti-IGF-I, sin embargo, no fue
capaz de revertir los efectos anti-apoptoticos de GH, lo cual sugiere que dicha

actividad se ejerce de manera directa y no esta mediada por el IGF-I. La adicién de



100 nM de wortmanina (un inhibidor de la via de senalizacion PI3K) inhibié los
efectos protectores de GH. Asimismo, el tratamiento con GH estimulé (3 veces) la
fosforilacion de Akt en las células bursales, mientras que la co-incubacién con
wortmanina bloqued dicho efecto, de forma similar a lo observado con la
inmunoneutralizacién con el anticuerpo anti-GH. Mas aun, la GH fue capaz de
estimular (7 veces) la expresion de Bcl-2. En conjunto, todos estos datos indican
que la actividad anti-apoptotica de la GH se lleva a cabo de manera directa en los
cultivos primarios de linfocitos B de la bolsa de Fabricio, utilizando la via de
sefnalizacion de PI3K/Akt.
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ANTECEDENTES

Hormona de crecimiento

La hormona de crecimiento (GH, por sus siglas en inglés) pertenece a una familia
de proteinas con actividad hormonal que incluyen entre otras a la prolactina y al
lactdgeno placentario. La GH es sintetizada y secretada principalmente por los
somatotrépos del I16bulo anterior de la glandula hipdfisis. (Millar W.L., Eberhardt
N.L., 1983). Esta hormona, denominada también somatotropina, despliega efectos

que promueven la diferenciacion y proliferacién celular sobre sus érganos blanco
(Thorner M.O., 1998), que puede llevarse a cabo tanto de forma directa, como a

través del papel mediador de péptidos conocidos como IGF-I e IGF |l (factores de
crecimiento insulinoide del tipo | y Il, respectivamente) (Harvey S., Scanes C.G.,

Daughaday W.H., 1995a). Ademas de su efecto somatotrdpico, la GH muestra otros
tipos de bioactividades, entre ellas se pueden mencionar las siguientes: lipolitica

(Aramburo C. et. al., 1989), diabetogénica (Harvey S., Scanes C.G., Daughaday
W.H., 1995b), similar a insulina (Harvey S., Scanes C.G., Daughaday W.H., 1995b),
y actividad lactogénica (Harvey S., Scanes C.G., Daughaday W.H., 1995c) en

humano. También inhibe la lipogénesis inducida por insulina (Harvey S., Scanes

C.G., Daughaday W.H., 1995d) y la lipdlisis inducida por epinefrina (Harvey S.,
Scanes C.G., Daughaday W.H., 1995d). Se ha postulado que la amplia diversidad
funcional de esta hormona podria explicarse, al menos parcialmente, por la
heterogeneidad estructural asociada a esta molécula (Lewis U.J., 1984). Ahora se
conoce que la GH en realidad esta constituida por una familia de proteinas similares,

pero no idénticas, conocidas como variantes o isoformas de la hormona de
crecimiento (Baumann G., 1991). Estas formas pueden generarse a partir de
diversos mecanismos, por ejemplo: a) por la multiplicidad génica en algunos
organismos (GH normal y GH variable); b) a través del procesamiento diferencial
del ARNm de GH (que da origen a las formas 22, 20, 17.5 KDa); c) por
modificaciones postraduccionales (fosforilacion, glicosilacidn, amidacion, protedlisis

limitada y oligomerizacion, entre otras). Se ha descrito que algunas de estas



variantes pueden tener bioactividades discretas no compartidas por otros miembros
de la familia (Baumann G., 1991). Un ejemplo claro de lo anterior se observa en el

estudio hecho por Aramburo, Campbell y Scanes en el cual se determiné que
existen diferencias en la bioactividad de dos variantes de carga de la GH (Rf=0.22
y Rf=0.30), donde la variante de 0.22 tuvo una actividad lipolitica significativamente

mayor que la variante de 0.30 (Aramburo C. et. al., 1989), mientras que esta ultima

tuvo una actividad anti-lipolitica.

Hormona de crecimiento
y

PROLIFERACION  DIFERENCIACION ~ METABOLISMO
Esquema 2. Efectos de la hormona de crecimiento sobre la fisiologia celular

Regulacién de la secreciéon de la hormona de crecimiento

La secrecion hipofisaria de la GH esta regulada multifactorialmente por diversos

mediadores y efectores, entre los que sobresalen los péptidos hipotalamicos:

somastostatina (SRIF), la hormona liberadora de la hormona de crecimiento
(GHRH) y la tiroliberina (TRH), quienes participan inhibiendo o estimulando la

secrecion de la hormona a partir de los somatotropos de la hipdfisis anterior
(Inzucchi S.E., and Robbins R.J., 1993). También, la secrecion esta regulada a

través de asas que son sensibles a las concentraciones circulantes de otros
compuestos importantes, como las hormonas tiroideas, el factor de crecimiento

insulinoide tipo | (IGF-I), la glucosa, los aminoacidos y las hormonas esteroides
entre otras (Inzucchi S.E., and Robbins R.J., 1993). La GH es secretada en varios

pulsos discretos a lo largo del dia, siendo mas abundante durante la etapa 3 y 4 del
suefo de ondas lentas (Inzucchi S.E., and Robbins R.J., 1993). Durante el
desarrollo de los organismos la produccion mayor de GH ocurre durante la pubertad,

aunque la secrecion persiste después de la completa maduracion del sistema 6seo
y luego declina de manera sostenida con la edad (Inzucchi S.E., and Robbins R.J.,

1993). El patrén de secrecidn de GH en los adultos esta caracterizado por pulsos



que son cada vez menores y mas pequefios en amplitud. Ello se acompana
concomitantemente, con la disminucion de los niveles circulantes de IGF-I. (Inzucchi
S.E., and Robbins R.J., 1993).

Sistema inmune y hormona de crecimiento

Desde hace algun tiempo se conoce que la GH puede modular la actividad del
sistema inmune y se ha demostrado que algunas células componentes de dicho
sistema son capaces de producir GH (Kelly P.A., 1991). Estudios realizados 70 afios
atras revelaron que la remocién quirurgica de la glandula hipdfisis resulta en atrofia
timica y aunque el papel del timo como una fuente de linfocitos T no fue apreciado
en ese momento, este trabajo fue de los primeros en sugerir una asociacién entre
el sistema inmune y el endocrino (Smith P., 1930). En aios posteriores surgié mas
evidencia de la union funcional entre el sistema inmune y el endocrino obtenida de
estudios que mostraban que el desarrollo y funcion de los linfocitos era deficiente
en el modelo de ratdon enano Snell; esta linea de ratones tiene defectos en la
produccion de PRL (prolactina), GH, IGF-lI y hormonas tiroideas debido a una
mutacion en el gen que codifica para pit-1, factor de transcripcion que regula el
desarrollo de la hipdfisis y la sintesis de PRL, GH y TSH (hormona estimulante de
la tiroides) en las células de la hipdfisis anterior (Baroni C.D., 1967; Baroni C.D. et.

al., 1967). En particular se observd que la GH tiene diversos efectos sobre el
sistema inmune en experimentos in vivo en ratas y ratones, tanto infantes como

senescentes, a los cuales se tratdé con GH, encontrandose un incremento de la tasa
de crecimiento y el numero de células del timo, ademas de que revirtieron o
previnieron la involucion y estimularon la repoblacion del tejido cuando a los
animales se les indujo dafio tisular por radiacién (Buul-Offersa S.C., and Kooijman

R., 1998). Mas evidencia del papel de la GH como molécula inmunomoduladora

proviene de trabajos realizados en linfocitos B y T maduros usando modelos de
roedores deficientes en GH, por ejemplo: en ratas hipofisectomizadas y en ratones

enanos Snell. Se observé un incremento en el peso del bazo cuando se les
administré GH, asi como un aumento en el numero de linfocitos T y B, ademas de

un incremento en la actividad de las células NK (natural killers) al compararlas con
los no tratados (Buul-Offersa S.C., and Kooijman R., 1998).



Por otra parte, se observé la expresion de GH y de su receptor (GHR) en células
leucémicas humanas y en leucocitos de sujetos normales, aunque este ultimo fue
encontrado principalmente en las células B y con una variacién significativa entre
individuos (Hattori N., et. al., 2001). La administracion de GH exdgena también
regula directamente de manera positiva la secrecion local de GH por células
mononucleares de sangre periférica humana (Hattori N., et. al., 1993). Ademas, se

demostrdé que la GH se sintetiza independientemente de GHRH en este mismo
modelo (Hattori N., et. al., 2001).

Se ha determinado que la GH puede ejercer efectos antiapoptdéticos y promover la
proliferacion en células mononucleares de sangre periférica de humano cuando
estas son sometidas a estrés por radiacion, y que los efectos antiapoptoéticos son

mediados por la proteina de células de linfoma 2y 3 (Bcl 2y 3), (Lempereur L., et.
al., 2003). Estos antecedentes nos permiten destacar el papel de la GH en la
modulacién del sistema inmune y, en especifico, en los procesos de apoptosis que
se llevan a cabo en este sistema.

En este trabajo se utilizo la bolsa de Fabricio, un tejido linfoide primario exclusivo de
las aves, como un modelo para evaluar la apoptosis. El papel de la bolsa de Fabricio

es llevar a cabo la maduracion de las células B inmaduras. También sirve como un
sitio para el procesamiento de antigenos y desarrollo de la respuesta inmune
humoral, asi como el sitio primario para la diferenciacion de las células B y la
diversificacion de las inmunoglobulinas. En este ultimo efecto, los mecanismos
apoptéticos estan involucrados en la seleccidn de linfocitos B para generar un

repertorio de células inmunocompetentes (Compton M., and Waldrip H.M., 1998).
Trabajos previos han demostrado que los linfocitos de la bolsa de Fabricio de pollo

llevan a cabo una activacion endégena de la apoptosis cuando se encuentran en

cultivo (Schmitz G.G., et al. 1991; Neiman P.E., et. al., 1991). También se ha
descrito que tanto la GH como su receptor se expresan en la bolsa de Fabricio (Luna
M., et. al. 2005; Luna M., et. al., 2008). Ademas se encontraron diferencias entre la

distribucion del ARNm de GH y la proteina que expresa. EI ARNm de GH se

encontrd principalmente en la corteza donde se encuentran principalmente los



linfocitos B progenitores, mientras que la GH inmunorreactiva (GH-IR) se encontrd
principalmente en la médula, lugar donde maduran los linfocitos B (Hull K.L., et. al.
1996; Luna M., et. al. 2005; Luna M., et. al., 2008). Mas aun, se ha determinado que

la concentracién de la GH cambia durante la ontogenia. Se encontré que el ARNm

de la GH se expresa principalmente en las capas y protuberancias epiteliales en el
dia 15 embrionario mientras que a las 2 semanas posteclosidon se encontrd
ampliamente distribuida dentro del foliculo y el epitelio interfolicular. A las 10
semanas hubo una disminucion del ARNm de GH en el epitelio y a las 20 semanas
solamente se observd en algunas células corticales y en el tejido conectivo.
También es relevante mencionar que se observd colocalizacion considerable con
IgM pero muy escasa con IgG durante la embriogénesis, mientras que lo opuesto
ocurrié en las etapas posteclosion, lo cual sugiere un papel de la GH en el desarrollo
del sistema inmune del pollo (Rodriguez-Méndez A.J., et. al., 2010). Por otra parte,
el patron de heterogeneidad de la GH durante el desarrollo en la bolsa de Fabricio
mostrd que la proporcion relativa de la isoforma de 17kDa fue mas alta (45-58%)
en etapas posteclosion que en embriones de 15 y 18 dias (21 y 19%
respectivamente). En el caso de la isoforma de 26kDa estuvo presente en una
menor proporcion (menos del 4%) en fases embrionarias mientras que en etapas
posteclosion se incrementd a 12-20%. Las isoformas de 37,40 y 45kDa estuvieron
presentes de manera abundante (30% en el dia embrionario 13, y 52% y 55% en
los dias embrionarios 15 y 18, respectivamente) e inversamente en pollos neonatos
y juveniles las variantes solo contaron menos del 5% del total, todo esto indica
cambios tejido-especificos y relacionados con la edad en la composicion y contenido
de la GH en los tejidos inmunes del pollo en los cuales es posible que exista una
regulacion paracrina o autocrina (Luna M., et. Al., 2005)

El desarrollo de la bolsa de Fabricio se puede dividir en tres fases de desarrollo
posteclosion: a) una primera fase de crecimiento rapido (desde el primer dia
posteclosion hasta las 4 semanas) caracterizado por una gran proliferacién y
aumento de peso del tejido; b) una fase estacionaria (desde las 5 semanas de edad
hasta las diez semanas) donde disminuye la tasa de crecimiento; y c) la tercera
etapa es caracterizada por una involucién del tejido (desde las 11 hasta las 20
semanas al inicio de la madurez sexual) en donde se ha determinado que la tasa
de apoptosis se incrementa de manera significativa, indicando a la apoptosis como
el proceso responsable de la regresion del tejido (Rodriguez-Méndez A.J., et. al.,
2010).

Hormona de crecimiento y apoptosis
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El control del desarrollo, crecimiento y eventual destruccion de los tejidos en los
organismos vivos esta finamente regulado por una variedad de procesos que

interactuan de manera compleja a través de multiples factores y mecanismos, uno

de ellos, que posee gran importancia, es el que corresponde a la muerte celular
programada, la cual se compone de una secuencia de eventos basados en el

metabolismo que lleva finalmente a la destruccién celular (Susan L.F., and Brad
T.C., 2005). La apoptosis (un tipo de muerte celular programada) es el resultado de
una serie de eventos que involucran varias familias de proteinas que estan

altamente conservadas a lo largo de la evolucién. El inicio de este proceso biologico

no solamente esta dado por dafio celular o del material genético sino que también
es importante durante el desarrollo de los tejidos y para mantener la homeostasis
del organismo. Algunos defectos en la regulacién del programa apoptético pueden

causar la acumulacion de células inmortales, mientras que su carencia puede llevar
a anormalidades en el desarrollo de las extremidades, enfermedades autoinmunes

y neoplasias entre otras; por otro lado un exceso de células apoptdticas puede

provocar por ejemplo: enfermedades neurodegenerativas, neuromusculares o de
inmunodeficiencia. (Delhalle S., et. al., 2003).

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

apoptosis se asoci6 con una amplia variedad de significados. Para evitar

confusiones, de manera simplificada se ha propuesto que la apoptosis sea definida
como la muerte celular programada mediada por las enzimas caspasas y que

muestre las siguientes caracteristicas morfoldgicas: condensacion nuclear y
citoplasmatica, rompimiento de la cromatina, formacién de cuerpos apoptéticos y
mantenimiento de una membrana plasmatica intacta (Lieberthal W., et. al., 1998).
Especificamente la definicion molecular de la apoptosis puede estar basada sobre
la actividad proteolitica de ciertas caspasas (caspasas 2, 3, 6, 7, 8, 9 y 10) ya que
estas enzimas median el proceso de la muerte celular apoptética. En cultivos de

células de vertebrados, la apoptosis puede ser inducida por una gran variedad de
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sefales proapoptoéticas y estrés celular, incluyendo el retiro de factores de
supervivencia [Factor de crecimiento endotelial vascular (VGEF), Factor de
crecimiento epidermal (EGF), PRL, GH, IGF-l], y puede ser prevenida
suplementando al medio con suero o algunos de los factores presentes en el mismo
(IGF-I, GH, PRL, VEGF) (Lieberthal W., et. al., 1998). Las citosinas constituyen uno
de los grupos de factores de supervivencia celular mejor caracterizados y se ha
planteado que la GH pueda actuar como una citosina (Costoya J.A., et. al., 1999).
Existen evidencias de que la GH puede tener efectos sobre la supervivencia celular
tanto in vivo como in vitro. En un trabajo realizado en cerebros de ratas macho
adultas, en donde los animales fueron tratados con GH, GHRP-6 (péptido liberador
de la hormona de crecimiento) o solucion salina como control, que se administraron
a través de una canula colocada en la vena yugular, se determinaron los niveles de

fosforilacion de la proteina promotora de muerte asociada a Bcl-2 (BAD) mediante
Western blot, los niveles de ARNm de IGF-I mediante RT-PCR y el nivel de
apoptosis mediante el ensayo de TUNEL en cortes histoldgicos, y se demostrd que

tanto el tratamiento con GH como GHRP-6 estimularon la expresiéon de IGF-| local
por una parte e inhibieron la apoptosis en el tejido. Se propuso que uno de los
mecanismos responsables de ese efecto fue a través de la via de fosfatidilinositol

3’-OH cinasal/serina-treonina cinasa (PI3K/Akt) y la inactivacién de BAD de manera
directa o indirecta, a través de IGF-I (Frago L.M., et. al., 2002). Por otra parte
también se determind, en cultivos primarios de células de la granulosa de bovinos
tratadas con GH (0-10ug/ml) en presencia o ausencia de inhibidores de PKA
(proteina cinasa A), a través del ensayo de TUNEL, que la GH es capaz de inhibir

la apoptosis y que la via que media este efecto es a través del sistema de

PKA/cAMP, ya que en presencia del inhibidor el efecto de GH sobre la apoptosis
fue anulado. (Sirotkin A.V., and Makarevich A.V., 1999).

Otro modelo usado para evaluar el efecto antiapoptético de la GH corresponde a los
cultivos primarios de cardiomiocitos de rata neonatal (células PC) y la linea celular
de cardiomiocitos HL-1. En cultivos de células PC se determind, a través de la
tincion de Héechst que las células tratadas con 1 pg/ml de GH en medio sin suero
y analizadas en microscopio de fluorescencia, que el numero de células apoptéticas
disminuy6 al comparar con los cultivos en el grupo control, los mismos hallazgos se
corroboraron usando el analisis de fragmentacion de ADN por electroforesis en gel
de agarosa; y ademas se observé por citometria de flujo a través del ensayo de

TUNEL, que la GH tuvo un efecto antiapoptético sobre los cultivos de las células
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HL-1(21) (Gonzalez-Juanatey J.R., et. al., 2004). En otro estudio, usando las lineas
celulares del sistema inmune INS-1 e INS-1E de células 3 pancreaticas productoras
de insulina se describio un efecto antiapoptoético de GH que es mediado a través de
la via JAK/STAT (Jensen J. et. al., 2005). Para evaluar el efecto de la GH se
realizaron cultivos de las lineas celulares pancreaticas tratadas con distintas
citosinas [Interleucina 1- B (IL-1- B), Interferon-y (IFN-y), Factor de necrosis tumoral
a (TNF-a)], para inducir apoptosis, y se incubaron en presencia o ausencia de GH
(500 ng/ml). Para determinar si el efecto antiapoptético de GH estaba mediado por
la via JAK/STAT las células fueron transfectadas con la mutante dominante negativa
de STATS, o solo el vector como control. Los resultados obtenidos por citometria de
flujo a través del ensayo de anexina V y la incorporacion de yoduro de propidio (Pl)
como un marcador doble determinante de apoptosis tardia, indican que la GH tiene

mayor efecto antiapoptético sobre las células que tenian el tratamiento combinado
de las citocinas (Jensen J., et. al. 2005). Estos datos nos indican que la GH tiene

efectos antiapoptéticos en diversos tipos celulares, incluyendo al sistema inmune al

cual nos abocaremos en el siguiente parrafo.

Se evaluo el efecto antiapoptético de la GH en cultivos celulares de neutrdfilos,
monocitos y linfocitos de sangre periférica de humano a través del analisis de
fragmentacién de ADN por electroforesis en gel de agarosa y citometria de flujo, y
se observo que en los cultivos tratados por 12 horas con concentraciones de 100
ng/ml de GH se inhibié la apoptosis en neutréfilos (Matsuda T., et. al., 1998).
También, en la linea celular EL4 de linfoma de células T a las cuales se les hizo
sobre-expresar GH, ademas de ser tratadas con metilmetanosulfonato (MMS) para
inducir apoptosis, se les evalu6 a través de electroforesis en gel de agarosa para
determinar fragmentacién de ADN, asi como con micro-arreglos para determinar la
expresion de Bax, BAD y las caspasas 3, 8, y 9. Los resultados indicaron que las
células que producian un exceso de GH mostraron una importante reduccion en la
fragmentacién del ADN, un indicativo del efecto inhibitorio sobre la apoptosis, y
también se observd que la GH inhibié expresion de BAD, Bax y caspasas 3, 8y 9

(Arnold R.E., and Weigent D.A., 2004). En otra linea celular de precursores de
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linfocitos B (Ba/F3) que normalmente no expresan el receptor a GH se demostr6 a
través del analisis de contenido de ADN por incorporacidon de yoduro de propidio
cuantificado por citometria de flujo, que las células transfectadas que expresaban el
receptor funcional a GH en presencia o ausencia de tratamientos de bGH (1 pg/ml)
presentaban una disminucion en la proporcion de células en apoptosis de hasta un

73%, lo cual sugiere que el efecto de la GH no solo es endocrino sino también
paracrino y/o autocrino (Jeay S., et. al., 2000).

Especificamente en el modelo de células ganglionares retinales de embridn de pollo,
se determin6 que durante el desarrollo la GH tiene efectos antiapoptoticos al inhibir
la protedlisis de caspasa 9 y 3. Ademas, estos efectos son mediados por las vias
dependientes de la proteina cinasa B y la activacion de estas vias convergen en la

unién de CREB a los sitios responsivos de la activacion de AMPc (Sanders E.J., et.
al., 2008).

Estructura de la hormona de crecimiento

La estructura primaria de la GH contiene alrededor de 191 aminoacidos (aunque
existen variaciones en numero de residuos de especie a especie) y posee una masa
molecular de aproximadamente 22 kDa. Contiene dos enlaces disulfuro y 4 a-
hélices en su estructura primaria (Aramburo C. et. al., 2001). Las a-hélices (1, 2, 3

y 4) estan localizadas entre los residuos 9 — 34, 72 — 92, 106 — 128 y 155 — 184 en
la hGH y se encuentran muy conservadas en la escala evolutiva. Generalmente los

puentes disulfuro se encuentran entre los residuos de Cysss — Cys1es y Cysi1s2 —
Cys1s9 (Kopchick J.J., 2003).

Receptor de la hormona de crecimiento

La GH ejerce sus efectos a través de su receptor (GHR), el cual pertenece a la
familia de las citocinas tipo I. El GHR consiste de dos dominios de fibronectinas tipo

[Il B unidas por un conector flexible. Estos dominios estan conectados también a un
unico dominio tipo-hélice transmembranal a través de un conector flexible. El
dominio intracelular estda compuesto de los motivos denominados caja 1y 2, a los
cuales se une la tirosina cinasa JAK2 (Janus kinase 2), asi como algunos residuos

de tirosina que son substratos para la fosforilacién por JAK2 a través de la cual estos
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residuos fosforilados se vuelven sitios de union para proteinas con el dominio SH2
(Brooks A.J., et. al., 2007).

Membrane

Nucleus

Esquema 1. Estructura tridimensional de la hormona de crecimiento (estructuras alfa hélices
azules) y unién con su receptor (estructuras beta laminares rojas), asi como la asociacion
de proteinas transductoras en el dominio intracelular. (Brooks A.J., et. al., 2007).

Vias de transduccidn de senales en las acciones de hormona de crecimiento

Los efectos de la hormona de crecimiento son mediados a través de su receptor. El

receptor de la hormona de crecimiento se encuentra como un homodimero en la

superficie de la membrana celular (Schmitz G.G., et. al. 1991, Compton M., Waldrip H.M.,
1998). Cuando la GH se une al receptor dimerizado induce un reposicionamiento de

los dominios intracelulares que resultan en la activacion de las tirosina-cinasas

asociadas y la progresion de la via de senalizacion. (Brown R.J., et. al., 2005; Gent
J., et. al., 2002).

El receptor a hormona de crecimiento (GHR) pertenece a la clase | de la familia de

receptores de las citocinas, los cuales no poseen actividad tirosina-cinasa intrinseca
y por ende utilizan tirosina-cinasas asociadas al receptor para continuar la

transduccion de sefales. La proteina Janus cinasa 2 (JAK2) es un componente

importante de la transduccidon de senales de la GH. JAK2 esta asociada a los
motivos ricos en prolina llamados Box 1 en los dominios intracelulares del GHR, a
través del dominio FERM de JAK2 que se encuentra en su parte amino terminal.

Cuando la GH no esta unida a su receptor se propone que el dominio JH2 de JAK2
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interactua con el dominio JH1 de esta cinasa y los inhibe, lo cual da como resultado
la forma inactiva de JAK2. La unién de GH a su receptor causa una reorientacion
estructural del mismo, que a su vez conlleva a la reorientacién estructural de JAK2
y por tanto la disrupcion de la habilidad de JH2 para inhibir JH1 permitiendo la

activacion de JAK2. Una vez que JAK2 se activa, fosforila los residuos de tirosina
en el dominio intracelular del receptor. Estos residuos proveen sitios de anclaje para
proteinas con el dominio de homologia a Src 2 (SH2). En particular para las

proteinas transductoras de sefales y activadoras de la transcripcion 5a y 5b
(STATS5a y 5b). Estas proteinas una vez ancladas son fosforiladas por JAK2, se
dimerizan y se translocan al nucleo para unirse a elementos responsivos a STAT y
activar la transcripcion (Inle J.N. and Gilliand D., 2007; Waters M.J., et. al., 2006).

Existe evidencia que la sefalizacibn de GH puede iniciarse de manera
independiente a JAK2 a través de otras proteinas de la familia Src (Zhu T., et. al.,
2002). Esto esta ligado a la activacion de las cinasas reguladas extracelularmente
tipo 1y 2 (ERKSs). En células NIH 3T3 se ha demostrado que GH activa a c-Src, el
cual a su vez activa a las GTPasas pequenas similares a Ras (Ral1Ay B), que lleva
a la activacion de las ERKs % y a la transcripcion mediada por Elk-1 (Zhu T., et. al.,
2002). También se ha demostrado en células precursoras de linfocitos B de
roedores que GH activa la via de ERK1/2 a través de Lyn, que pertenece a la familia
de proteinas Src (Zhu T., et. al., 2002).

Otra via de transduccion que es activada por la GH es la de Ras/MAPK. Esta via se
ha propuesto que inicia cuando la activacion de JAK2 induce la unién de la proteina
adaptadora Shc al complejo GHR/JAK2 (Zhu T., et. al., 2001). Ello induce la union

de Grb2 y del factor de intercambio de nucledtidos SOS. A su vez, SOS induce la
actividad de Ras, que activa a Raf, que a su vez activa a la cinasa activada por
mitégenos, que finalmente lleva a la activacion de ERK1/2 (Winston L.A., Bertics
P.J., 1992).

Ademas de las vias sefialadas anteriormente se ha demostrado que GH induce la
activacion de la via de fosfatidilinositol cinasa 3 y la proteina cinasa B (PI3K/Akt)

(Jeay S., et. al., 2001). Uno de los mecanismos propuestos para la activacion de
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esta via es a través de la fosforilacion de la proteina designada substrato del
receptor de insulina (IRS). La fosforilacion de IRS induce la unién de PI3K a esta
proteina y la posterior conversion de los fosfolipidos fosfatidilinositol difosfato (PIP2)
a fosfatidilinositol trifosfato (PIP3). Estos fosfolipidos permiten el anclaje de Akt a la

parte intracelular de la membrana y la translocacion permite que las cinasas PDK
fosforilen a Akt. Una vez activada Akt puede fosforilar a diversos substratos, entre

ellos moléculas involucradas con vias apoptéticas como son caspasa 9 y Bad (Jeay
S., et. al,, 2001).

Estas vias de senalizacion median los efectos de la GH a nivel intracelular y la

identificacion de cual mecanismo especifico media un efecto en particular en un tipo
celular nos permite entender como un mensajero puede tener una gran cantidad de
efectos sobre la fisiologia de los organismos. En particular en este trabajo se

pretende entender qué mecanismos median los efectos de la GH sobre la apoptosis
en el sistema inmune.

Todos estos antecedentes nos permiten sugerir que la GH tiene un papel en la
modulacién del sistema inmune, tanto en la proliferacion como en el desarrollo de
los diferentes tejidos de este sistema. Especificamente, la GH tendria la capacidad
de inhibir la apoptosis en células del sistema inmune y, en el caso de la bolsa de
Fabricio, la GH pareceria tener un papel funcional a lo largo de la ontogenia de este
tejido e inhibir la apoptosis en estas células. Existen diversos mecanismos que
pueden mediar dichos efectos y en este trabajo nos abocaremos a determinar qué

procesos intervienen en la inhibicion de la apoptosis en las células de la bolsa de

Fabricio.
Pdins(3; JK@@) «‘(’?@)
L\x’ \f\ ﬁ. Ptdins(4,5} )p \”—N./a“a @@
IRS-1 1
Apoptosis §

Apoptosis
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Esquema 3. Representacion de las posibles vias de transduccion de sefales involucradas
en la inhibicién de la apoptosis (Modificada de Baltazar L.R., 2015, tesis de licenciatura)

Planteamiento del problema

La GH puede inhibir la apoptosis en células de cultivos primarios de linfocitos de la
bolsa de Fabricio. Se ha demostrado que los mecanismos involucrados en los

efectos antiapoptéticos de la GH pueden ser ejercidos de manera directa por la GH
También, se ha determinado que en células de la linea Ba/F3 (precursores de
linfocitos B de raton) la GH inhibe la apoptosis a través de la via de sefalizacidon de
fosfatidilinositol-3 cinasa (PI3K) /Proteina cinasa B (Akt). Por tanto con el fin de
ahondar en los mecanismos que median los efectos de la GH en las células de la

bolsa de Fabricio se ha planteado la siguiente hipétesis.

Hipoétesis

La hormona de crecimiento ejerce sus efectos antiapoptoéticos de manera directa a
través de la via de PI3K/Akt.

Objetivo general

Determinar qué mecanismos moleculares estan mediando el efecto antiapoptoético

de la GH en cultivos primarios de células de la bolsa de Fabricio de pollo.
Objetivos particulares

- Determinar en cultivos de células de la bolsa de Fabricio de pollo si el efecto

de la GH es directo o mediado a través de IGF-I.

- Establecer cual o cudles vias de sefalizacidon son activadas por la GH en las

células de la bolsa de Fabricio, asi como el tiempo de activacion 6ptima.

- Determinar cual via de sefializacidon media los efectos antiapoptéticos de la
GH.
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Disefio experimental

Determinar en cultivos de células de la bolsa de Fabricio de pollo si el efecto de la

GH es directo o mediado a través de IGF-I.

Cultivos primarios de bolsa de Fabricio
(4 horas de incubacldn 37 *C 5% CO.)

l i 1

CaontroliSin adicidn
de GH nl IGF-1} |GF-1 (40nh) | IGF-1 +ai-IGF-| | | IGF-ll',lﬂ:.IGF.l | | ab-IGFI
GH (10nM) B5H (100M) + GH +ab- '
ab-IGF-1 1GF-1

Actividad de caspasad

TUREL
Wiaiilicad
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Determinar cual via de senalizacidon media los efectos antiapoptéticos de la GH.

Cultivas primarios de bolza de Fabriclo
{4 horas de incubacion 37 °C 5% CO.)

I
| I | |
Sin adecian de Trataméento con aH 1 0+ \Wastiranaln
GH e IGF-I 1000 dle reGH (inhibidor de PI3K) 10uM | | Wortmanrina | | &-GHy GH |

Actividad de caspasad
TUMEL
Western Blot {activacion o inhibicidn de la proteina blanco)

Establecer cual o cuales vias de senalizacion son activadas por la GH en las

células de la bolsa de Fabricio, asi como el tiempo de activacion éptima.
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Cultives primanos de bolsa de Fabncio
{4 horas de incubacidn 37 *C 5% CO.)

|
|
P

Western Blot
w-Alkt, p-actna
a-bel2

l

Analisis densitometrico




MATERIALES Y METODOS

Modelo experimental

Se utilizaron pollos machos de raza White Leghorn, de la linea Ross, obtenidos de
las granjas Abrego en la ciudad de Querétaro, Querétaro, de 4 semanas de edad,

los cuales se mantuvieron en el aviario del Instituto de Neurobiologia de la UNAM,
bajo un ciclo de luz oscuridad de 12 horas y con acceso a comida comercial y agua
ad libitum. Los pollos fueron sacrificados por decapitacion (siguiendo el protocolo

aceptado por el Comité de Bioética del Instituto), se les extrajo la bolsa de Fabricio

(BF) de manera aséptica y los tejidos fueron colocados en medio de Hank
(Invitrogen No. cat. 14170-120) con un 1% de estreptomicina/penicilina

Obtencidn, dispersién y cultivo de células de la bolsa de Fabricio

Se sacrificaron pollos de 4 semanas de edad y se colectaron las BF de manera
aséptica con pinzas y tijeras estériles. El tejido fue colocado en 10 ml de medio de

Hank para transportarlo y ya en condiciones estériles en la campana de flujo laminar
se descarto el medio y se agregaron 10 ml de medio de Hank para lavar el tejido,
esto se repitié dos veces mas. El tejido fue entonces colocado en una caja petri
estéril con medio RPMI 1640 (Sigma R8758) y fue fragmentado en pedazos de

aproximadamente 1 mm?3 con bisturi. Estos fragmentos se pasaron a un
homogeneizador de vidrio (Wheaton) y se homogeneizaron con 15 a 20 golpes con
el pistilo de vidrio. El homogeneizado fue filtrado con una malla de 40 pm de poro

(Biochem No. cat. 2340) a otro tubo y fue centrifugado a 300x g por 5 minutos
(centrifuga Beckman Coulter rotor de 1.12 r a 1800 rpm). Posteriormente, la pastilla

fue resuspendida y filtrada de nuevo. Se centrifugd y resuspendié con 5 ml de medio
RPMI 1640 y se realizd un conteo celular utilizando un hemocitometro (Houser
Scientific Horsham), en el cual se contd el numero de células de las cuatro areas de
la cuadricula de la camara y se obtuvo un promedio del numero de células por area.
El promedio fue multiplicado por la dilucion (1:20) y por 10,000 para obtener el
numero de células por mililitro. Para realizar el ensayo de viabilidad con azul de
tripano (Allied chemical and dye corporation No. cat 477) una alicuota de la
suspensioén celular se diluyd 1:10 v/v con medio y a 20 pl de esa dilucién se les

agregaron otros 20 ul de azul tripano, de esta mezcla se tomaron 10ul y se colocaron
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en el hemocitometro, se realizé el conteo celular como ya se describid, pero ademas
se contaron las células tenidas con el colorante vital. Se sumo el numero de células
no tefidas y se dividié entre la suma de las células tenidas con azul de tripano y las
células no tefiidas para obtener el porcentaje de viabilidad.

Los cultivos fueron tratados con 10 nM de hormona de crecimiento de pollo de
origen recombinante (rcGH, recombinant chicken Growth Hormone, American

Cyanamid, Princeton, NJ, USA Lot-100) o bien con 1, 10 y 40 nM de IGF-I, asi como
un tratamiento conjunto de 40nM de IGF-l y 10nM de GH, respectivamente,
preparandose de la manera siguiente: Después del conteo celular y el analisis de

viabilidad en el tiempo 0, se procedié a realizar una dilucién de la suspension original
de células para tener aproximadamente 4x10° cel/ml por tubo de cultivo en un
volumen de 1 mililitro. Las células fueron incubadas por 4 horas a 37 °C y una
atmosfera con 5% COz2 en la incubadora (Nuaire US autoflow). Al terminar el tiempo
de incubacion se realizdé el conteo celular y el analisis de viabilidad como ya se
describio anteriormente. El resto de las células fue centrifugado, retirado el medio y
congelado a -70 °C.

Tratamientos

Los cultivos de células B fueron sometidos a los siguientes tratamientos: a) vehiculo,

b) 10 nM rcGH (American Cyanamid, Princeton, NJ, USA Lot-100); c) 40 nM rhIGF-
| (recombinant human IGF-1, Cat. # 4119-100, Biovision Inc, Milpitas, CA, USA); d)
100 nM wortmannin (Cat. # 681675, Calbiochem, La Jolla, CA, USA); e) 10 nM rcGH

+ 100 nM wortmannin; f) 10 nM rcGH + anticuerpo anti-rcGH (Ab a-GH CAP1;
dilucion 1:100 ) (Ahumada-Solérzano et al., 2012; Aramburo et al., 1989); g) 10 nM
rcGH + anti-IGF-1 (anticuerpo policlonal de conejo a-IGF-I, dilucién 1:100, IGF-1
(H70): sc-9013, dirigidos contra los aminoacidos 49-118 de IGF-I humano, Santa
Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, TX, USA); h) 40nM rhIGF-I + anticuerpo a-IGF-I
(dilucién 1:100); o i) anticuerpo a-IGF-I (dilucion 1:100).

Inmunohistoquimica

Los cultivos celulares (5 x 10° células) fueron colocados en portaobjetos por
centrifugacion en una centrifuga para células (cytospin, 1000 rpm), y fijados con
solucién de Carnoy (60% etanol, 30% cloroformo, 10% acido acético) por 30
minutos. Los portaobjetos fueron secados por un dia. La inmunocitoquimica fue

realizada usando anticuerpos policlonales contra el antigeno bursal 1a (Anticuerpo
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a-Bu-1a FITC-conjugado, dilucién 1:500, Serotec no. MCA2170F, Raleigh, NC,
USA); contra inmunoglobulina M de pollo (Anticuerpo a-chicken IgM FITC-
conjugated, dilucidon 1:500, Rockland no. 603102007, Limerich, PA, USA) y contra
inmunoglobulina G aviar (Anticuerpo a-chicken/turkey IgG, dilucién 1:100, Zymed
Laboratories, Cat. # 613120, San Francisco, CA., USA). Previamente, las células a

tefir con a-Bu-1A y a-lgM de pollo fueron permeabilizadas con 0.1 % Triton-X en
amortiguador TPBS, pH 7.4, por 5 minutos y entonces fueron lavadas 3 veces con

TPBS. Para aquellas laminillas a tenir con a-IgG pollo/pavo, las condiciones
incluyeron la incubacion con 1% H202 por 1 hora y 50% de metanol para bloquear
peroxidasas enddégenas. Posteriormente se agreg6 la solucion de bloqueo (3% de

leche descremada en PBS) por dos horas. Las células fueron lavadas 3 veces con

TPBS vy subsecuentemente se incubaron con los anticuerpos primarios
correspondientes, diluidos en 1% de leche descremada en TPBS, a temperatura

ambiente. Terminada la incubacion los portaobjetos fueron lavados (3 X 10min) con

TPBS. Las células tratadas con a-IgG pollo/pavo como anticuerpo primario fueron

subsecuentemente incubadas con un segundo anticuerpo anti-lgG de conejo
conjugado con peroxidasa hecho en cabra (Bio-Rad, Hercules, CA, USA), a una

dilucién 1:200 en 1% de leche descremada en TBST, por dos horas a temperatura

ambiente. Se realiz6 una tincion mediante la reaccion con diaminobencidina (DAB)
y H202. El revelado de color fue detenido al lavar con amortiguador PBS. Para

marcar los nucleos, las células fueron contratenidas con una solucién de 300 nM

4' 6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) en PBS, por 30 minutos. Las células fueron
montadas con medio de fluorescencia DakoCytomation (Dako, Inc., Carpinteria,

CA, USA) y la cuantificacidn se realizé en un microscopio Olympus BX51, equipado

con una camara Cool-Snap-proCF. El analisis fue hecho empleando el software
Image Pro Plus (Media Cybernetics, Rockville, MD, USA). Para determinar la
proporcion relativa de cada subpoblacion, el numero de células inmunorreactivas

(a-Bu-1A, a-IgM, a-1gG, respectivamente) fue dividido entre el numero total de

células positivas a DAPI.
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Preparacidn de las muestras de los cultivos primarios

Las células obtenidas de los cultivos primarios fueron resuspendidas en 100 ul de
amortiguador de lisis (HEPES/NaOH 10 mM pH 7.4, EDTA 2 mM, DTT 1 mM, e

inhibidores de proteasas). Posteriormente las células fueron lisadas por sonicacién
(sonicador Fisher FSH9) por 5 minutos y luego fueron homogeneizadas con un
pistilo de plastico (Micro tissue grinder Wheaton) y centrifugadas a 12000 RPM
(centrifuga SORVALL RMC 14 rotor FAMicro/1.5ml) a temperatura ambiente, el

sobrenadante fue colectado para cuantificar las proteinas totales por el método de
Bradford.

Ensayo de TUNEL

Se colocaron alicuotas de 5 X 10° células en portaobjetos por centrifugacion en la
Cytospin a 500 rpm. Las células fueron fijadas como se describe arriba. Para el
analisis de TUNEL (Gavrieli et al., 1992), los portaobjetos fueron lavados con PBS,
tratados con proteinasa K (10 ug/ml por 10 min a temperatura ambiente) y
posteriormente lavados con PBS. Las células fueron posteriormente incubadas con
50 pl por muestra de la mezcla de reaccion de TUNEL (Roche Molecular
Biochemicals) por 1 h at 37 °C en una camara humeda. Una vez incubadas las
muestras fueron lavadas (3 x 5 minutos) en PBS y contratefiidas con DAPI en PBS
por 30 minutos. Después de los lavados las muestras fueron montadas con el medio
de fijacion DakoCytomation fluorescentes y analizadas por microscopia de
fluorescencia usando el software Image Pro Plus Software para su cuantificacion.
Para determinar la proporcion de células apoptéticas, el numero de células

marcadas con TUNEL fue dividido entre el numero total de células positivas a DAPI.
Cuantificacién de la actividad de Caspasa 3

Para realizar la cuantificacién de la actividad de caspasa 3 se utilizé el ensayo

colorimétrico para caspasa 3 (Caspase-3 Colorimetric Assay Kit de Assay Designs
No. de cat. 907-013 Ann Arbor, MI, USA, Cat. No. 907-1013). En la placa de 96

pozos (incluida en el estuche) se colocaron 50 ul de amortiguador activo de reaccidn
de caspasa 3 (amortiguador de reaccion de caspasa 3 y ditiotreitol) en los pozos

blanco. En dos pozos de la placa se colocan 125 pl de calibrador de p-nitroanilina
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(solucién de p-nitroanilina 50uM en amortiguador de reaccion de caspasa 3). Para
hacer los estandares se utilizan 4 tubos donde se colocan 125 yl del amortiguador
de reaccion activo de caspasa 3. Se reconstituye el frasco del estandar de caspasa
3 con el amortiguador de reaccion activo de caspasa 3 (el frasco se toma como tubo

1). Se toman 125 pl del tubo 1 y se pasan al tubo 2, se mezcla y 125 pl del tubo 2
se pasa al tubo 3 y se repite lo mismo para el tubo 4 y el 5. Una vez hechos los
estandares se pipetean 50 ul de cada tubo por duplicado en cada pozo de la placa.

Después de colocar los estandares se colocan 50 ul de las muestras y en todos los

pozos se pipetean (excepto en los pozos con pNA) 75 ul del substrato de caspasa
(incluido en el estuche), se mezcla suavemente, se cubre la placa y se incuba por 3
horas a 37 °C. Para detener la reaccion se colocan 10 pl de la solucién de bloqueo
del estuche en cada pozo y se lee en el lector de ELISA (Bio Rad 3550-UV) con 405
nm de longitud de onda. Para realizar la determinacién de la actividad de caspasa

3 en las muestras se calcula el promedio neto de la densidad optica (D.O.) para
cada estandar y muestra, substrayendo el promedio de la densidad optica de los
blancos del promedio de densidad de cada estandar y muestra. La medicion de la
actividad puede ser cuantificada al comparar las densidades 6pticas obtenidas con
los estandares y el calibrador con pNA. La densidad optica del calibrador es
equivalente a la densidad 6ptica obtenida de 34.72 unidades de caspasa 3 activa

cuando reacciona con su substrato. Los calculos para determinar la actividad son
los siguientes:

Para determinar los valores de las muestras se grafican los valores de los
estandares y se interpolan en la recta.
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Western Blot

Las células (4 x10°) fueron lisadas por sonicacion (15 min, Fisher Scientific FS9H)

en Tris-HCI conteniendo una mezcla de inhibidores de proteasas libre de EDTA
(Mini-complete, Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, USA), 1 mM PMSF, pH 9.0.
Los lisados fueron centrifugados a 12000 rpm por 15 minutos y se colectaron los

sobrenadantes. El contenido de proteinas totales se determin6 por el método de

Bradford (Bio-Rad). Las muestras fueron entonces concentradas (30 ug de proteina)

en un concentrador Savant (Instruments Inc. Model RH 40-11, San Diego, CA,
USA). Posteriormente, las muestras se analizaron por electroforesis
desnaturalizante en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 12.5% (1.0 mm de
grosor, 6 cm de largo), bajo condiciones reductoras (2-mercaptoetanol al 5%, p/v),

usando el sistema de amortiguador descrito por Laemmli (1970), en una camara
mini-Protean |l (Bio-Rad). Las muestras, asi como los marcadores de peso
molecular (5 pl low molecular weight markers, Page Ruler Fementas Life Sciences,

Glen Burnie, MD, USA) fueron corridos a 200 mV por 1 hora. Después de la

electroforesis los geles fueron equilibrados en amortiguador de transferencia (25
mM Tris-HCI, 192 mM glicina, and 20% metanol (v/v); pH 8.3) por 30-60 min y
electrotranferidos (200 mA, 1 h) a una membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad). Las
membranas fueron lavadas por 5 minutos con TBS (30 mM Tris-HCI, 500 mM NaCl,
pH7.5) y bloqueadas con 5% de leche descremada en TBS por 2 h a temperatura
ambiente. Posteriormente, las membranas fueron incubadas con diferentes
anticuerpos primarios, respectivamente, durante toda la noche: anticuerpos
policlonales generados en conejo contra p-Akt (Cat. # Ab66138, Abcam, Cambridge,

MA, USA, dilucion 1:750), y contra IGF-I (IGF-1 (H-70): sc-9013, Santa Cruz
Biotechnology, Inc., Dallas, TX, USA, dilucion 1:750); o anticuerpos monoclonales
generados en ratén contra Bcl-2 (Cat. # 13-8800, Invitrogen, Camarillo, CA, USA,
dilucion 1:1000), y contra actina (Cat. # sc-58673, Santa Cruz Biotechnology, Inc.,
dilucion 1:3000), los cuales fueron usados como control de carga. Después de la
incubacion con el anticuerpo primario, las membranas fueron lavadas tres veces

con TTBS y después se incubaron con el anticuerpo secundario, ya sea anticuerpo
generado en cabra anti-lgG de conejo acoplado con HRP (Cat. # 656120,
Invitrogen) o anticuerpo generado en cabra anti-raton IgG-HRP (Cat. # 616520,

Invitrogen) en una dilucién 1:3000 en 1% de leche descremada en TBS por 2 h, a
temperatura ambiente. Las bandas immunorreactivas fueron reveladas por la
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incubacion con reactivo quimioluminiscente ECL (Amersham-Pharmacia,
Buckinghamshire, UK) por 1 min y expuestas a una pelicula Kodak Biomax ML.
Con el fin de cuantificar la proporcion relativa de las bandas entre los tratamientos,

se utilizé el método de “stripping” (Alba-Betancourt et al., 2013). En cada caso, la

intensidad de las bandas de IGF-I, p-Akt o Bcl-2 fue normalizado por actina como
control de cargado.

Analisis densitométrico

La proporcion relativa de las bandas inmunorreactivas de IGF-I, p-Akt, Bcl-2 y actina

se determind por densitometria tras digitalizar los luminogramas en un scanner
Cannon, empleando un software IP LabGel 2.2 (Scanalytics, Fairfax, VA, USA).

ELISA de IGF-I

La concentracion de IGF-l fue cuantificada usando un estuche de ELISA

competitivo, de fase sdlida, para IGF-I (Mybiosource Inc., San Diego, CA, USA, Cat.
# MBS739221. La sensibilidad del ensayo es 1.0 ng/ml, vy los coeficientes de
variabilidad (CV) fueron menores a 10% (Luna et al., 2015). Brevemente, las células

(16 x 108) fueron lisadas por sonicacion (15 min, Fisher Scientific FS9H) vy
suspendidas en PBS conteniendo inhibidores de proteasas (Mini-complete, libre de
EDTA, Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, USA, Cat. 1836170). Luego, 100 ul de

las alicuotas de muestra (correspondiendo a 500 ug de los lisados de las proteinas
de cada tratamiento), estandares y blancos (100 ul de PBS) fueron pipeteados en
la placa de 96 pozos por duplicado. Se agregaron 10 ul y 50 pl de conjugado a cada
pozo y la placa fue incubada por 1 h a 37 °C. Mas tarde, la placa fue lavada (5 x) y
se anadieron 50 pl del substrato A y 50 pl del substrato B a todos los pozos, y se
incubd la placa por 15 minutos a 37°C. Finalmente, 50 ul de la solucién de paro fue
agregada a cada pozo. La absorbencia fue inmediatamente leida a 405 nm en el

lector de micro placas 3350-UV (Bio-Rad).

Analisis estadistico

Los datos se presentan como media £ SEM. El analisis estadistico entre los grupos

se realiz6 usando la prueba t de Student, o bien ANOVA de una via, seguido por la

prueba post-hoc de Tuckey (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA). Solo los
resultados con un valor de p<0.05 fueron considerados significativos.
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RESULTADOS

Caracterizacion celular de los cultivos primarios de bolsa de Fabricio

Con el fin de identificar la proporcion de linfocitos B presentes en los cultivos
primarios de bolsa de Fabricio se realizé un estudio por inmunocitoquimica,
empleando anticuerpos que reconocen: a) el antigeno bursal Bu-1 presente

principalmente en células B, b) la inmunoglobulina M (IgM), para reconocer a células
B inmaduras, y c¢) la inmunoglobulina G (IgG), como marcador de los linfocitos B
maduros. Los cultivos se mantuvieron por 4 horas a 37°C y 5% de CO2 en medio

RPMI 1640. La viabilidad de los cultivos fue de 95.31+0.8%.

Las micrografias muestran una alta proporcion de células inmunorreactivas para Bu-
1 (95.41+0.95%), mientras que las células inmunorreactivas a IgM fue de
24.818.4%, y las células inmunorreactivas a IgG tuvieron una proporcion de

69.07£7.2%. Los resultados indican una poblacion enriquecida de linfocitos B
maduros en los cultivos primarios de Bursa. (Figura 1y 2).
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Figura 1. Micrografias de frotis de células de bolsa Fabricio incubadas con los anticuerpos: anti-Bu
(a-Bu), anti-inmunoglobulina M (a-IgM) y anti-inmunoglobulina G (a-IgG). Las células fueron

contratenidas con DAPI.
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Figura 2. Cuantificacion de la proporcién de células inmunorreactivas a Bu-1, IgG e IgM. Cada barra

representa la media y el error estandar (n=6, P < 0.05, por analisis de ANOVA con prueba posthoc
de Tuckey). Letras diferentes muestran una diferencia significativa.
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Efecto de IGF-I sobre la viabilidad y la apoptosis en células de la bolsa de
Fabricio

Se realizaron cultivos primarios de la bolsa de Fabricio con el fin de evaluar el efecto
de IGF-I sobre la viabilidad y determinar la concentracion éptima para realizar los
experimentos posteriores. Los cultivos fueron incubados por 4 horas en ausencia o

presencia de 1nM, 10nM 6 40nM de IGF-I. Para determinar la viabilidad se realizd

el ensayo de azul de tripano. Los resultados obtenidos muestran que con
concentraciones de 10 y 40nM de IGF-I el delta de la viabilidad [Se considera delta

(A) la diferencia en porcentaje entre el grupo control, tomado como 100%, y los
grupos experimentales] es significativamente mayor que el control (A= 3.57+2.44%

y A= 6.85+2.63% respectivamente), (figura 3). Este resultado nos permitio

seleccionar la concentracion de 40nM como la adecuada para realizar los
tratamientos realizados en los experimentos posteriores.

Tratamientos Media £ SD (%) delta (A)
Control 82.00+7.6 0
IGF-1 40 nM 88.85+ 7.1 6.85+2.63
IGF-1 10 nM 85.57+7.8 3.57+2.44
IGF-I 1 nM 85.00 + 3.5 3.00+2.1

Cuadro 1. Se muestran la viabilidad celular con sus medias y desviaciones estandar de los cultivos
tratados con IGF-I (1nM, 10nM y 40nM) en comparacién con el grupo control, y las Deltas

correspondientes. Los cultivos fueron incubados por 4 horas a 37°C y 5% de COa.
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Figura 3. Delta de la viabilidad celular de los cultivos primarios de la bolsa de Fabricio tratados con
1nM, 10nM, 40nM de IGF-I, o bien el control sin tratamiento, incubados por 4 horas a 37°C y 5% de

CO2. (n =5, P < 0.05 por andlisis de ANOVA con prueba posthoc de Tuckey). Letras diferentes
muestran una diferencia significativa.

Efecto comparativo de GH e IGF-l sobre la viabilidad y la apoptosis en células
de la bolsa de Fabricio

Con el objetivo de determinar si el IGF-I tiene un efecto similar a GH sobre la
viabilidad celular y la apoptosis en los cultivos primarios de la bolsa de Fabricio,
éstos fueron incubados en ausencia o presencia de 10nM de GH o 40nM de IGF-I.
Cuando se evaluo la viabilidad de los cultivos primarios se encontré que tanto el
tratamiento con GH (10nM) como de IGF-I (40nM) estimularon un incremento
significativo sobre la viabilidad (A=16.71£0.67% y A=13.46%£1.12%,

respectivamente), en comparacion con el control. Este resultado nos indica que IGF-

| y GH tienen un efecto similar sobre la viabilidad en los cultivos primarios de la bolsa
de Fabricio (figura 4).
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Figura 4. Delta de la viabilidad de los cultivos primarios de la bolsa de Fabricio tratados con10nM GH
0 40nM de IGF-I incubados por 4 horas a 37°C y 5% de CO2. Cada barra representa la media y el

error estandar de la delta de la viabilidad (n = 5, P < 0.05, por analisis de ANOVA con prueba posthoc
de Tuckey). Letras diferentes muestran una diferencia significativa.

En la figura 5 se muestra que la incubacion de los cultivos con GH e IGF-I resulté
en una disminucién significativa de la actividad de caspasa 3 (54.361£9.86% y
60.8219.45%, respectivamente) con respecto al control (100£5.7%), Estos datos

indican que GH asi como IGF-I tienen una capacidad similar de inhibir la apoptosis.
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Figura 5. Actividad de caspasa 3 en cultivos primarios de la bolsa de Fabricio tratados en ausencia
o presencia de 10nM GH o 40nM de IGF-I. Cada barra representa la media y el error estandar de la

actividad de caspasa 3 (n = 5, P < 0.05, por analisis de ANOVA con prueba posthoc de Tuckey).
Letras diferentes muestran una diferencia significativa.

Ademas del ensayo de actividad de caspasa 3, se realizé el ensayo de TUNEL en
frotis de células de bolsa de Fabricio, tratadas con GH (10 nM) o IGF-I (40 nM), para
observar la presencia de cuerpos apoptoticos. Los resultados mostraron que ambos
tratamientos provocaron un decremento significativo (5.51 veces) en la proporcion
de células apoptéticas en comparacion con el control, pasando de un 44.1319.35%

en los cultivos no tratados, hasta un 8.0£3.0% y 8.0+5.1%, respectivamente (Figura
6).
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Figura 6. Proporcion de células en apoptosis a través del ensayo de TUNEL en cultivos primarios de
la bolsa de Fabricio tratados en ausencia o presencia de 10 nM GH o0 40 nM de IGF-I. (A) Micrografias
de frotis de células de bolsa Fabricio marcadas con TUNEL (columna izquierda) y DAPI (panel
derecho). (B) Cuantificacién de la proporcién de células en apoptosis. Cada barra representa la media
y el error estandar de la actividad de caspasa 3 (n = 3, P < 0.05, por analisis de ANOVA con prueba
posthoc de Tuckey). Letras diferentes muestran una diferencia significativa.
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Por otra parte, la aplicacion simultanea de GH 10 nM con IGF-I 40 nM no mostré un
efecto sinérgico entre estos dos factores sobre el incremento en la viabilidad celular
de los cultivos primarios de bolsa de Fabricio (A= 18.46%£1.12%), en comparacion
con el tratamiento con GH 10 nM (A= 16.71+ 0.67%), aunque si hubo una diferencia
significativa de ambos tratamientos con respecto a la adicién de IGF-1 40 nM (A=

13.46+1.12 %), tal como se muestra en la Figura 7.
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Figura 7. Delta de la viabilidad de los cultivos primarios de la bolsa de Fabricio tratados con10nM
GH, 40nM de IGF-l o0 GH + IGF-I (10nM y 40nM respectivamente) incubados por 4 horas a 37°Cy

5% de CO2. Cada barra representa la media y el error estandar de la delta de la viabilidad (n = 4, P

<0.05, P <0.01, por analisis de ANOVA con prueba posthoc de Tuckey). Letras diferentes muestran
una diferencia significativa.

Con respecto al efecto de los diversos tratamientos sobre la actividad de caspasa

3, como un indicador de apoptosis, se observo que tanto GH como IGF-I provocaron
un decremento significativo de dicha actividad (54.36+9.86% y 60.82+9.45%,

respectivamente) en relacion con el grupo control (100 £ 5.74%). En contraste, el
tratamiento combinado de GH + IGF-I no mostro6 ser significativamente diferente del
control (90.80+0.98%), aunque se puede observar una posible tendencia de

disminucion (Figura 8).
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Figura 8. Actividad de caspasa 3 en cultivos primarios de la bolsa de Fabricio tratados en ausencia
o presencia de 10nM GH o 40nM de IGF-I, o bien la combinaciéon de GH 10nM + IGF-I 40nM. Cada

barra representa la media y el error estandar del porcentaje de actividad de caspasa 3 (n =5, P <

0.01, por analisis de ANOVA con prueba posthoc de Tuckey). Letras diferentes muestran una
diferencia significativa.

Efecto del suero normal de conejo sobre la viabilidad y la apoptosis

Se ha determinado previamente que la adicion de suero es capaz de recuperar la
viabilidad e inhibir la apoptosis en los cultivos primarios de la bolsa de Fabricio
(Luna-Acosta, 2008, tesis de maestria). Con el fin de comparar los efectos de GH e
IGF-I con el suero normal de conejo sobre la viabilidad y la apoptosis se evalué la
viabilidad por azul de tripano y la actividad de caspasa 3 en estas células.

Los resultados muestran que tanto GH como IGF-I, asi como el SNC pueden
incrementar la viabilidad de manera significativa (Figura 9). EI SNC llega a
incrementar la viabilidad hasta un 19+1.9%.

37



25~

20-

15+

10+

A% Viabilidad

A

Ctrl  GH 10nMIGF-140nM SNC
Tratamientos

Figura 9. Delta de la viabilidad de los cultivos primarios de la bolsa de Fabricio tratados con10nM
GH, 40nM de IGF-I 0 una dilucion 1:100 de SNC, incubados por 4 horas a 37°C y 5% de CO2. Cada

barra representa la media y el error estandar de la delta de la viabilidad (n = 4, P <0.01, por analisis
de ANOVA con prueba posthoc de Tuckey). Letras diferentes muestran una diferencia significativa.

El efecto del SNC sobre |la apoptosis evaluado a través del ensayo de caspasa 3,
muestra que también disminuye la actividad de caspasa 3 significativamente de
manera similar a los tratamientos con GH o IGF-l. La actividad disminuye un

44+0.89% con el tratamiento de SNC (Figura 10). Estos datos indican que los
resultados con el anticuerpo contra GH pudieron deberse a la presencia de SNC en

la solucién usada para inmunoneutralizar a GH endogena.
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Figura 10. Actividad de caspasa 3 en cultivos primarios de la bolsa de Fabricio tratados en ausencia
o presencia de 10nM GH o 40nM de IGF-I o una dilucién 1:100 de SNC. Cada barra representa la

media y el error estandar del porcentaje de actividad de caspasa 3 (n = 5, P < 0.01, por analisis de
ANOVA con prueba posthoc de Tuckey). Letras diferentes muestran una diferencia significativa.

Efecto del anticuerpo contra GH (C2) sobre la viabilidad y la apoptosis

Con el fin de determinar si la presencia de GH local en el medio de los cultivos
primarios de la bola de Fabricio puede tener un efecto sobre la viabilidad y la
apoptosis se realizé una inmuno-neutralizacion de la GH (no se adiciono ni GH ni
IGF-I exdgena) utilizando un anticuerpo disuelto en un medio inocuo. El anticuerpo

C2 se uso6 en una concentracion de 1 a 20.

La viabilidad muestra que C2 incrementa la viabilidad significativamente con
respecto al control (7.9£1.9%). Sin embargo hay diferencias significativas entre el

tratamiento de C2 y GH o IGF-I. Un efecto similar se observa con GH+C2 (Figura
11).
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Figura 11. Delta de la viabilidad de los cultivos primarios de la bolsa de Fabricio tratados con10nM
GH, 40nM de IGF-I, una dilucion 1:20 de C2 o0 GH 10nM y C2 1:20, incubados por 4 horas a 37°Cy

5% de COz2. Cada barra representa la media y el error estandar de la delta de la viabilidad (n = 4, P

< 0.01, por analisis de ANOVA con prueba posthoc de Tuckey). Letras diferentes muestran una
diferencia significativa.

El efecto de C2 y GH+C2 sobre la apoptosis evaluado a través del ensayo de

caspasa 3, muestra que C2 puede inmunoneutralizar a la GH exégena puesto que
no hay diferencias significativas entre los dos tratamientos y el control (Figura 12).

Estos datos indican que el anticuerpo puede inhibir los efectos de la GH exégena.
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Figura 12. Actividad de caspasa 3 en cultivos primarios de la bolsa de Fabricio tratados en ausencia
o presencia de 10nM GH o0 40nM de IGF-I una dilucién 1:20 de C2 o GH 10nM y C2 1:20. Cada barra

representa la media y el error estandar del porcentaje de actividad de caspasa 3 (n =5, P < 0.01,
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por analisis de ANOVA con prueba posthoc de Tuckey). Letras diferentes muestran una diferencia
significativa.

Efecto de la inmunoneutralizacién de IGF-l sobre la viabilidad y la apoptosis

Se realiz6 la inmunoneutralizacion de IGF-l con un anticuerpo policlonal (ab-IGF-I)
para determinar si los efectos de la GH sobre la viabilidad y la apoptosis son
mediados a través de IGF-I o son directos a través de GH.

Los resultados sobre la viabilidad muestran que existen diferencias significativas
entre el control y los tratamientos de GH+ab-IGF-I (18+0.78%), IGF-l+ab-IGF-I

(8+£0.54%) y solo el anticuerpo contra IGF-1 (6£0.24%). Sin embargo las diferencias

entre los tratamientos con GH e IGF-I son significativamente superiores a estos 3
ultimos tratamientos (Figura 13).
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Figura 13. Delta de la viabilidad de los cultivos primarios de la bolsa de Fabricio tratados con10nM
GH, 40nM de IGF-Il, 10nM de GH y a-IGF-I, 40nM de IGF-1y a-IGF-l y a-IGF-I. Cada barra representa

la media y el error estandar del porcentaje de actividad de caspasa 3 (n = 3, P < 0.01, por analisis
de ANOVA con prueba posthoc de Tuckey). Letras diferentes muestran una diferencia significativa.

Al evaluar los efectos de la inmunoneutralizacion de IGF-I sobre la apoptosis se
observa que cuando se trata a las células con GH y el anticuerpo contra IGF-I no se

inhibe el efecto de GH sobre la actividad de caspasa 3 (64+1% de actividad). Sin
embargo tanto IGF-I+ab-IGF-I o ab-IGF-I no presentan diferencias significativas
(88+15% y 72+4% de actividad respectivamente) al compararlas con el control
(Figura 14).
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Figura 14. Actividad de caspasa 3 en cultivos primarios de la bolsa de Fabricio tratados en ausencia
o presencia de 10nM GH, 40nM de IGF-110nM de GH y a-IGF-I, 40nM de IGF-1 y a-IGF-Il y a-IGF-I.

Cada barra representa la media y el error estandar del porcentaje de actividad de caspasa 3 (n = 3,

P < 0.01, por analisis de ANOVA con prueba posthoc de Tuckey). Letras diferentes muestran una
diferencia significativa.

Para corroborar estos resultados se utilizo el ensayo de TUNEL en frotis de células
de la bolsa de Fabricio. Los resultados muestran que la proporcion de células con

senal fluorescente es significativamente menor en los tratamientos con GH, IGF-l y
GH+ab-IGF-I. Por lo que el tratamiento de GH+ab-IGF-|I es capaz de reducir la

proporciéon de células marcadas con TUNEL en un 40+2%. Cuando se
inmunoneutraliza IGF-I se observa que la proporcion de células no disminuye
significativamente (34%z=7) al compararlo con el control (44+9%). Lo mismo se

observa con el anticuerpo contra IGF-I (48£13%). Tomados juntos, estos datos

soportan la idea que GH ejerce su efecto de manera directa y no a través de IGF-I.
(Figura 15).
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Figura 15. Proporciénén de ccélulas en apoptosis a través del ensayo de TUNEL en cultivos primarios
de la bolsa de Fabricio tratados en ausencia o presencia de 10nM GH o 40nM de IGF-I. 40nM de
IGF-110nM de GH y a-IGF-I, 40nM de IGF-1 y a-IGF-I. (A) Micrografias de frotis de células de bolsa
Fabricio marcadas con TUNEL (columna izquierda) y DAPI (panel derecho). (B) Cuantificacion de la
proporcion de células en apoptosis. Cada barra representa la media y el error estandar de la actividad
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de caspasa 3 (n = 3, P < 0.05, P < 0.01 por analisis de ANOVA con prueba posthoc de Tuckey).
Letras diferentes muestran una diferencia significativa.

Determinacion de la activacién de la via de PI3K/Akt inducido por GH

Para determinar si la GH era capaz de activar la via de PI3K/Akt, se decidio utilizar
un anticuerpo contra actina y su forma activa fosfo-Akt en células incubadas en

diferentes tiempos (0, 5, 15, 30, 60 minutos) con la adicién de 10nM. Las
membranas fueron probadas con los dos anticuerpos y un control de cargado de
actina. Las bandas fueron analizadas por densitometria y se cuantifico el porcentaje

de activacion. Los resultados muestran que la activacién de Akt ocurre desde los 5

minutos y alcanza su maximo punto de activacion a los 60 minutos con un 100£50%.
(Figura 16).
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Figura 16. Analisis densitométrico de un ensayo de western blot realizado con células de la bolsa de

Fabricio. Se usaron 40ug de proteina en cada carril y se incubaron con GH 10nM por tiempos de 0,
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5, 15, 30, 60 minutos. El panel superior muestra las bandas correspondientes a fosfo-Akt y actina.
Panel Inferior muestra la relacion fosfo-Akt/Actina por densitometria. (p<0.05, n=5, por analisis de
ANOVA con prueba posthoc de Tuckey). Letras diferentes muestran una diferencia significativa.

Efecto del inhibidor de la activacion de PI3K sobre la viabilidad y la apoptosis

Con el fin de determinar si la via de PI3K/Akt interviene en la mediacion del efecto
sobre la apoptosis en los cultivos primarios de la bolsa de Fabricio se realizdé un

tratamiento con 10uM de wortmanina (un inhibidor especifico de la activacion de
PI3K).

El resultado obtenido muestra que el tratamiento con wortmanina es capaz de
disminuir en un 59.83% el efecto estimulante de la GH sobre la viabilidad celular, de
forma analoga a la inmunoneutralizacién de GH con el anticuerpo especifico. (Figura
17).
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Figura 17. Delta de la viabilidad de los cultivos primarios de la bolsa de Fabricio tratados en la
ausencia o presencia de 10nM de GH, 10nM de GH y 10uM de wortmannin, 10uM de wortmannin o

10nM de GH y el anticuerpo contra GH C2 (dilucion 1:20). Cada barra representa la media y el error

estandar del porcentaje de actividad de caspasa 3 (n = 3, P <0.01 por analisis de ANOVA con prueba
posthoc de Tuckey). Letras diferentes muestran una diferencia significativa.

La actividad de caspasa 3 no disminuy6 significativamente con respecto al control

(100+5.74% de actividad) cuando se realizé el tratamiento con GH y wortmannin
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(87.7£1.97% de actividad). Lo cual evidencia que el efecto de GH sobre la apoptosis

puede estar mediado por la via de PI3K/Akt (Figura 18).
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Figura 18. Actividad de caspasa 3 en cultivos primarios de la bolsa de Fabricio tratados en la
ausencia o presencia de 10nM de GH, 10nM de GH y 10uM de wortmannin, 10uM de wortmannin o

10nM de GH y el anticuerpo contra GH C2 (dilucion 1:20). Cada barra representa la media y el error

estandar del porcentaje de actividad de caspasa 3 (n = 3, P <0.01 por analisis de ANOVA con prueba
posthoc de Tuckey). Letras diferentes muestran una diferencia significativa.

Para corroborar estos resultados se utilizo el ensayo de TUNEL en frotis de células
de la bolsa de Fabricio. Los resultados muestran que la proporcion de células con
senal fluorescente es significativamente menor en presencia de GH 10nM
(15.98+5.22), (Figura 19).

Wortmannin (100nM) es capaz de incrementar la proporcion de células marcadas
con TUNEL en un 42.541£9.99. Este resultado también nos indica que los efectos

antiapoptoticos de GH estan mediados por la via de PI3K/Akt.
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Figura 19. Ensayo de TUNEL realizado en células de la bolsa de Fabricio tratadas en ausencia o

presencia de GH, GH/wortmannin, wortmannin, GH/C2. (A) Micrografias de frotis de células de bolsa
Fabricio marcadas con TUNEL (columna izquierda) y DAPI (panel derecho). (B) Cuantificacién de la

proporcion de células en apoptosis. Cada barra representa su media y error estandar. (P>0.05, n=3
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por analisis de ANOVA con prueba posthoc de Tuckey) Letras diferentes muestran una diferencia
significativa.
Ademas de los ensayos de actividad de caspasa 3 y de TUNEL, se realiz6 el ensayo

de western blot utilizando el anticuerpo contra fosfo-Akt, con los mismos
tratamientos de los ensayos anteriores (En ausencia de GH, GH 10nM, GH 10nM
+ wortmanina, wortmanina y GH 10nM + anticuerpo contra GH C2).

Los resultados obtenidos indican que wortmanina es capaz de inhibir
significativamente el efecto de GH sobre la apoptosis, (GH=75.22+21.99% de
activacion y GH+wortmanina=18.22+8.02% de activacion). Mas aun el tratamiento
de GH+wortmanina inhibe la activacion de Akt a niveles del control (26.8318.8),
(Figura 20). Todos estos datos evidencian que GH inhibe la apoptosis a través de

la via de PI3K/AKkt.
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Figura 20. Ensayo de western blot y analisis densitométrico para determinar la proporcién de

activacion de Akt en cultivos primarios de bolsa de Fabricio incubados en la presencia o ausencia de
GH 10nM, GH+wortmanina, Wortmanina y GH+anticuerpo contra GH C2. ANOVA con prueba
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posthoc de Tuckey (p<0.05, n=5, por analisis de ANOVA con prueba posthoc de Tuckey) Letras
diferentes muestran una diferencia significativa.

Presencia de Bcl2 en células de los cultivos primarios de la bolsa de Fabricio

La expresidon de proteinas antiapoptéticas es un indicativo de los efectos de la GH

sobre la apoptosis, por lo que se realizé el ensayo de western blot en cultivos
primarios de la bolsa de Fabricio incubados con 10nM de GH a diferentes tiempos
(0, 5, 15, 30, 60 minutos), para determinar la cinética de expresion de Bcl-2. Se

observé una cinética de expresion de bcl-2 creciente desde los 5 minutos y hasta
los 60 minutos, (Figura 21).
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Figura 21. Determinacion de la cinética de expresion de Bcl-2 en cultivos primarios de la bolsa de
Fabricio de pollos de 4 semanas incubados a 37°C, 5% de CO2 en la presencia de 10nM de GH por

0, 5, 15, 30 y 60 minutos (p<0.05, n=3 por analisis de ANOVA con prueba posthoc de Tuckey) Letras
diferentes muestran una diferencia significativa.
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Ademas, se realiz6 el ensayo de western blot para determinar si el estimulo de GH,
induce la expresion de Bcl2. (Figura 22). Los resultados muestran que

efectivamente GH promueve la expresion de Bcl2 lo que sugiere por los resultados

anteriores que esta expresion es mediada por la via de PI3K/Akt.
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Figura 22. Determinacion de la presencia de Bcl2 en cultivos primarios de la bolsa de Fabricio
tratados en la ausencia o presencia de GH. Panel superior Bcl-2 y control de cargado de actina Panel
inferior analisis densitométrico que muestra la relacion IGF-I/Actina. Cada barra representa la media

y el error estdndar (n=3 p< 0.05, por analisis de ANOVA con prueba posthoc de Tuckey). Letras
diferentes muestran una diferencia significativa.

Determinacion de la presencia de IGF-l en el medio de cultivo

Se realiz6 western blot para determinar la presencia de IGF-I en las células y el

medio de los cultivos de linfocitos bursales, con el fin de determinar si GH es capaz
de inducir la sintesis y liberacion de IGF-I. Los datos muestran que hay presencia

de IGF-I en las células y que no hay diferencias significativas al adicionar GH. De

manera similar no se observa diferencias significativa en la concentracion de IGF-I
secretada al medio en ausencia o presencia de 10nM de GH (2.36+0.46 ng/ml y
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2.5310.48 ng/ml). Estos resultados demuestran que los linfocitos de la bolsa de
Fabricio son capaces de sintetizar y secretar IGF-I de manera independiente al
estimulo con GH, (Figura 23).
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Figura 23. Determinacion de la presencia de IGF-1 en el medio y las células de los cultivos primarios
de la bolsa de Fabricio. A) Western blot de IGF-I y control de cargado de actina en las células de

bursa tratadas en ausencia o presencia de 10nM de GH. B) Analisis densitométrico que muestra la

relacion IGF-I/Actina. C) Concentracion de IGF-1 en las células de bursa expresado en ng de IGF-I

por mililitro determinado por el ensayo de ELISA en células bursales tratadas en ausencia o
presencia de 10nM de GH. Concentracién de IGF-I en el medio de las células de bursa expresado
en ng de IGF-I por mililitro determinado por el ensayo de ELISA en células bursales tratadas en

ausencia o presencia de 10nM de GH. Cada barra representa la media y el error estandar. (n=3 p<
0.05, el analisis estadistico se realizé con la prueba t de Student.
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DISCUSION

Se ha demostrado en trabajos previos que la GH tiene un papel significativo en el
sistema inmune (Clark, 1997; Gelato, 1993; Luna et al., 2013; Postel-Vinay et al.,
1997; Sumita et al., 2005). Se ha determinado que la deficiencia de GH provoca un
efecto deletéreo en la funcién inmune, el cual puede ser corregido por la adicién de
GH exdgena (Khansari and Gustad, 1991). También se sabe que la GH estimula el
crecimiento de oérganos linfoides y modula varias funciones del desarrollo
incluyendo la proliferaciéon de linfocitos (Villanua et al., 1992), produccién de
citosinas, secrecion de inmunoglobulinas por células B, secrecion de timulina por
células epiteliales timicas, actividad de células NK, fagocitosis, y la capacidad para
fagocitar de los neutrofilos y macréfagos (Clark, 1997; Kooijman et al., 1997; Postel-
Vinay et al., 1997; Sumita et al., 2005; Weigent et al., 2011, 2013). Se han descrito
también los efectos de la GH sobre la diferenciacion, proliferacion y supervivencia
celular. Mas aun, se ha demostrado que el tratamiento con GH estimula la
timopoiesis y provoca un marcado incremento en la masa timica y en las células T
precursoras CD4" de adultos infectados con HIV que presentaron atrofia timica
antes de la terapia (Napolitano et al., 2002).

También se ha descrito que tanto la GH como su receptor (GHR) se expresan en
tejidos linfoides primarios y secundarios de aves (Luna et al., 2005, 2008, 2013;
Render et al., 1995; Rodriguez-Méndez et al., 2010). En la bolsa de Fabricio (BF) la
produccion local de GH sigue un patron de desarrollo especifico desde la
embriogénesis hasta la etapa de involucidn del érgano que ocurre durante la
madurez sexual, lo cual sugiere un posible papel de la GH en la proliferacién y
diferenciacion de células B asi como en la supervivencia celular (Rodriguez-Méndez
et al., 2010). Durante la embriogénesis, la inmunorreactividad a GH colocalizé con
células inmunorreactivas a IgM y en menor grado con células que expresan
inmunorreactividad a IgG; sin embargo, se observé lo opuesto después de la
eclosion, lo que indica un posible papel de la hormona de crecimiento en la
maduracion de los linfocitos B (Rodriguez-Méndez et al., 2010). Se mostro la
existencia de cambios paralelos entre la proporcion relativa del ARNm de la GH y la
inmunorreactividad de la GH durante el desarrollo de la BF, ocurriendo los mas altos
durante el periodo temprano de la etapa post-eclosion (2 semanas de edad) y los
mas bajos en la etapa de involucion (20 semanas de edad), y ello correlacion6
inversamente con la presencia de células apoptéticas, lo que sugirié que la
disminucion de la expresion de GH en ese tejido puede contribuir a los modular los
mecanismos provocan la involucion de la BF (Rodriguez-Méndez et al., 2010). Con
base en estos resultados se ha propuesto que la GH puede jugar un papel
antiapoptético en la BF (Luna et al., 2013).

La apoptosis en el sistema inmunolégico es un proceso regulatorio muy importante,
pues esta involucrado en los mecanismos de reconocimiento entre lo propio y lo
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extrafo y juega un papel clave en el control de la respuesta inmune y el desarrollo
de la memoria inmunoldgica y la tolerancia (Hinton et al., 1998).

En este estudio nosotros analizamos los posibles mecanismos intracelulares
empleados por la GH para inhibir la apoptosis y promover la supervivencia de las
células en la BF y, también, explorar si dicho efecto se lleva a cabo de forma directa
por la GH o bien si es mediado indirectamente por IGF-I, como se ha descrito en
otros tipos celulares (Kooijman R, 2006).

Los cultivos celulares de la BF empleados en este trabajo, obtenidos de pollos
machos de 4 semanas, estuvieron principalmente compuestos por células B, de las
cuales alrededor de dos tercios fueron linfocitos B maduros que expresan IgG. Los
cultivos sufrieron una rapida perdida de viabilidad celular (alrededor de 25% y 60%
a las 4 y 6 horas de incubacion, respectivamente) bajo las condiciones utilizadas
(sin adicionar suero en el medio), como resultado de un importante incremento en
la muerte apoptdtica, tal como se reveld por el incremento de células positivas a
TUNEL vy de la actividad de caspasa 3 (Luna et al., 2013; Rodriguez-Méndez et al.,
2010).

Es importante destacar que el uso del ensayo de exclusion por azul de tripano es
una tincion vital y como tal es excluido por células vivas cuya membrana no es
permeable debido a algun dafo (www.sigmaaldrich.com), por tanto no es un
indicador de la muerte celular apoptética. Un estudio realizado para evaluar el efecto
de azitromicina en la proliferacion y la autofagia en células de musculo liso de conejo
utilizo el ensayo de azul de tripano para evaluar el numero de células muertas en
ausencia o presencia del farmaco y/o suero fetal bovino. Los resultados
determinaron un aumento de la viabilidad de las células en la presencia de
azitromicina lo cual se interpreté como un indicador de proliferacion (Stamatiou R,
et. al., 2009). Otro estudio en donde se utilizaron lineas celulares de cancer de
pulmén humano (H460, H1299 y H596) para evaluar el efecto de la sobreexpresion
del factor de transcripcién E2F-1 sobre la proliferacion y la apoptosis, determino que
E2F-1 fue capaz de inhibir apoptosis y proliferacion en este modelo, el uso de azul
de tripano se utilizd principalmente para determinar el efecto de E2F-1 sobre la
proliferacion (Kuhn H., et. al., 2002). También en otro trabajo en donde se evaluo la
proliferacion en cultivos de miofibroblastos obtenidos de biopsias de pacientes
asmaticos y no asmaticos tratados con FGF-2, trombina o suero determino que las
células provenientes de pacientes asmaticos tuvieron un efecto reducido de FGF-2
y trombina sobre la proliferacion comparada con las células de pacientes no
asmaticos. En este estudio el ensayo de azul de tripano indico que la muerte celular
de los miofibroblastos no se debio a lisis celular (Ward JE., et. al., 2008). Todos
estos estudios nos indican que el ensayo de azul de tripano no es un indicador de
la apoptosis sino mas bien un indicador de la cantidad de células muertas por lisis
celular lo cual puede ser utilizado para evaluar proliferacién o muerte celular no
apoptatica. En este estudio principalmente fue usado como un posible indicador del
efecto de GH sobre la proporcion de células vivas o viables, pero no como un
indicador de apoptosis, pues otros ensayos fueron usados para determinar la
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proporcion de apoptosis (Ensayo de actividad de caspasa 3 y TUNEL). Como se
observa, en nuestros resultados no siempre el cambio en viabilidad de las células
de bursa correspondié con los resultados de apoptosis por caspasa y TUNEL
corroborando la naturaleza del ensayo de exclusion por azul de tripano.

En este estudio nosotros encontramos que tanto la GH como el IGF-I, de forma
independientemente mostraron efectos de supervivencia antiapoptéticos, por lo que
la adicion de 10nM de GH a los cultivos de BF incremento significativamente la
supervivencia de las células de manera similar a lo descrito previamente. Mas aun,
en este trabajo se mostré que el tratamiento con GH inhibié 5.5 veces la aparicidén
de cuerpos apoptoticos y disminuyo a la mitad la actividad de caspasa 3 en estos
cultivos, en comparacion con el grupo control. Estos efectos fueron bloqueados de
manera significativa cuando las células tratadas con GH fueron co-incubadas con el
anticuerpo dirigido contra cGH lo cual indica que la actividad anti-apoptética fue
especifica. Por otro lado, los tratamientos con 40nM de IGF-I a los cultivos de BF
tuvieron un efecto similar a los de GH, al incrementar la viabilidad de las células B
y disminuir los cuerpos apoptoticos y la actividad de caspasa 3. Estos efectos
protectores fueron inhibidos cuando un anticuerpo especifico contra IGF-| fue co-
incubado con las células tratadas con IGF-l. Es importante destacar que el
anticuerpo contra IGF-I no fue capaz de abrogar los efectos de supervivencia y
antiapoptéticos de la GH, indicando que esta accion de la GH es directa y no se
encuentra mediada por IGF-I.

Hay evidencia de que la GH o IGF-1 son capaces de promover la diferenciacion de
algunas células, proliferacidon de otras y la supervivencia en otras poblaciones en la
meédula 6sea y el timo, por tanto el potencial de estas hormonas para promover la
supervivencia de células puede ser relevante, ya que un incremento en la
longevidad puede tener efectos significativos en células mieloides a corto plazo y
para responder a retos especificos (Dorskind and Horseman, 2000). Se ha
postulado que la GH puede prevenir la apoptosis de linfocitos y promover la
supervivencia de células T de memoria (Welniak et al., 2002). También se ha
mostrado que el IGF-I ejerce efectos anti-apoptéticos (Kelley et al., 1998, 2007;
Minshall et al., 1996). Ambos, la GH y el IGF-I fueron capaces de inhibir
parcialmente la apoptosis inducida por dexametasona en células T CD4+ (Dobashi
et al., 2001). Los efectos anti-apoptéticos de la GH se han reportado también en
otros tejidos. Por ejemplo, estudios in vitro mostraron que el tratamiento de células
de la retina neurales (RGCs) con GH recombinante redujeron significativamente la
incidencia de células apoptdticas, mientras que la microinyeccidén ocular in vivo de
anticuerpos especificos contra GH en el dia embrionario dos (DE2) incrementd
claramente la muerte celular en el dia embrionario seis (DEG6), proveyendo evidencia
que la inmunoneutralizacion de la GH producida localmente en células ganglionares
de retina promueve la apoptosis (Sanders et al., 2005). Mas aun, el tratamiento de
la linea de células de retina neural de embrién de codorniz con siRNA de GH para
disminuir la expresion local de GH, correlaciond con un incremento del cuerpos
apoptéticos, lo que apoya la nocién de que la GH producida endégenamente en las
células de retina neurales puede estar involucrada en la regulacion de la
supervivencia celular a través de mecanismos autdcrinos o paracrinos (Sanders et
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al., 2010). La microinyeccion de siRNA para GH en el globo ocular de embriones de
pollo en desarrollo fue capaz de disminuir tanto el ARNm de la hormona de
crecimiento como los niveles de ARNm de IGF-I en la retina in vivo, y de elevar el
numero de células apostdlicas en la retina, después de seis horas de tratamiento;
dichos efectos persistieron por al menos 24 horas (Sanders et al., 2011). En otro
estudio se observé que las acciones anti-apoptéticas de la GH en la neurogénesis
de la retina de pollo puede estar mediadas por una via de sefializacion dependiente
(a través del decremento en la expresién de caspasa 3) o independiente (por la
disminucién de la expresién del factor inductor de apoptosis, AlF-1) de la familia de
caspasas (Harvey et al., 2006). También se ha demostrado en experimentos in vivo
que la GH puede incrementar la proporcion de proliferacion/apoptosis en el oviducto
del pollo y que la expresion de caspasa 2 y 3 disminuyd en gallinas tratadas con GH
(Hrabia et al., 2014).

En este estudio nosotros encontramos evidencias de que la via de sefalizacion
PI3K/Akt puede estar involucrada en el efecto anti-apoptético inducido por GH, ya
que la wortmanina, un inhibidor especifico de PI3K, pudo revertir significativamente
los efectos de la GH al incrementar la viabilidad de las células B, disminuir la
actividad de caspasa 3 y la presencia de cuerpos apoptéticos en los cultivos
celulares de la bolsa de Fabricio. De hecho, el efecto inhibidor mostrado por la
wortmanina fue similar al observado por la inmunoneutralizacion de la GH. También
encontramos que la fosforilacion de Akt se indujo rapidamente cuando los cultivos
celulares de la bolsa de Fabricio se trataron con GH, incrementandose hasta tres
veces en comparacion con el control, después de una hora de incubacion. En
contraste, dicho efecto fue abolido cuando la hormona fue co-incubada con
wortmanina, obteniéndose un resultado similar al observado cuando se
inmunoneutralizdé con el anticuerpo contra GH. Experimentos posteriores también
mostraron que el tratamiento con GH fue capaz de incrementar significativamente
la expresion de la proteina anti-apoptoética Bel-2 (hasta 7 veces). En conjunto, estos
datos indican que los efectos de GH sobre la inhibicion de la apoptosis en las células
de la BF involucran la activacion de la via PI3K/Akt y la participacion de Bcl-2. Estos
resultados concuerdan con otros reportados en la literatura (Jeay et al., 2002). Se
ha generado evidencia que la GH puede rescatar tanto a linfocitos humanos
CEM/C7 como IM-9 de la apoptosis inducida por fas, al incrementar la expresiéon de
Bcl-2 e inhibir la expresion de caspasa 3 y su activacion (Mitsunaka et al., 2001). De
igual manera, el tratamiento con GH a linfocitos de sangre periférica humana
irradiados in vitro previno la muerte celular y restaur6 sus capacidades secretoras,
al mismo tiempo que incrementd la expresion de la proteina apoptética Bcl-2
(Lempereur et al., 2003). Se ha descrito que la GH enddgena fue capaz de inhibir la
apoptosis inducida por el metilmetanosulfonato (MMS) en la células T de linfoma
que sobre-expresan GH, sugiriendo la existencia de un mecanismo intracrino y/o
autécrino que disminuye la fragmentacion de DNA, asi como las actividades de las
caspasas 2, 3, 6, 8 y 9, mientras que la proteina Bcl-2 se incrementd
significativamente en comparacién con el control (Arnold and Weigent, 2004).
También se ha demostrado que la neuroproteccién inducida por el tratamiento con
GH en RGCs se asocidé con un incremento en la fosforilacién de Akt, y ese efecto
fue bloqueado de manera significativa al anadir wortmanina o un anticuerpo anti-
GH, con lo cual se indujo la apoptosis y la activacién de caspasa 3 (Sanders et al.,
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2006). También se ha reportado que los efectos protectores inducidos por GH en
RGCs embrionarias, que contribuyen a la regulacién de las olas apoptéticas durante
su diferenciacion, adicionalmente involucran la reduccion de la degradacion de
caspasa 9 y la activacion de las cinasas de tirosina citosodlica (Trks) y las cinasas
relacionadas a sefales extracelulares (Erks), ademas de la via de Akt (Sanders et
al., 2008). La hormona de crecimiento ha demostrado ejercer efectos
neuroprotectores, tanto in vivo como in vitro, en el cerebelo de pollo embrionario
sujeto a lesiones de hipoxia- isquemia, lo cual esta relacionado también a un
incremento en la viabilidad celular, un decremento en la muerte celular por apoptosis
(reflejado por una disminucion de la actividad de caspasa 3 y de los cuerpos
celulares positivos a TUNEL), y un incremento en la fosforilacion de Akt y en la
expresion de Bcl-2. Estos efectos fueron bloqueados cuando se utilizé un anticuerpo
especifico contra GH o cuando se uso el inhibidor wortmanina. Estos datos indican
que la via de senalizacion PI3K/Akt esta involucrada en el efecto anti-apoptético de
GH en ese modelo (Alba-Betancourt et al., 2013).

También existe evidencia de que la ruta de sefalizacion PI3K/Akt esta involucrada
en la expresion de varios de los efectos de IGF-I (Castillo et al., 2006). Se ha
mostrado que en el sistema inmune IGF-lI incrementa la linfopoyesis y la
supervivencia de las células T y B del timo y el bazo en ratas tratadas con
dexametasona (Hinton et al.,, 1998), y que fue capaz de prevenir la apoptosis
inducida por la carencia de factores de crecimiento, como IL-3 (Rodriguez-Tarduchy
et al., 1992). En células PC2 expuestas a hipoxia y deprivacién de glucosa, IGF-I
mostro un papel antiapoptético, el cual fue suprimido por una inhibicién quimica de
las vias de PI3K, MAPK o PKA (Chung et al., 2007).

Fue de interés determinar si la GH era capaz de ejercer sus efectos anti-apoptéticos
de una manera directa o, alternativamente, por intermediacién de IGF-I. El hecho
de que la adicién del anticuerpo contra IGF-I en células tratadas con GH en cultivos
de la bolsa de Fabricio no fuera capaz de inhibir el papel antiapoptoético de la GH
indica que los efectos protectores observados de la hormona de crecimiento no
estan mediados a través IGF-I, sino que son directos. Esto fue confirmado por el
ensayo de caspasa 3 y el ensayo de TUNEL, asi como por la determinacién de la
viabilidad celular. La adicion del anticuerpo anti-IGF-I, por otro lado, claramente
bloqued los efectos antiapoptéticos del tratamiento de IGF-I en los cultivos bursales,
mostrando respuestas similares a las obtenidas en mioblastos C2C12cHr cultivados
en medio libre de suero, cuando IGF-I fue inmunoneutralizada, con el mismo
anticuerpo usado en este estudio, y la aparicion de cuerpos apoptéticos se
incremento (Segard et al., 2002). Mas aun, nuestros resultados mostraron que la
expresion de IGF-l en los cultivos de linfocitos de bolsa de Fabricio no fue
dependientes de GH. Aunque la presencia de IGF-I| fue detectada por western blot
y ELISA en las células B y en el medio de cultivo, sus niveles se modificaron de
manera significativa por el tratamiento con GH. Estos resultados contradicen
aquellos descritos en otros modelos, los cuales han determinado que el IGF-I es
producido en respuesta a GH, en altas concentraciones en el higado y en menores
concentraciones en una variedad de otros érganos, aunque en tejidos no hepaticos
la expresion del gen de IGF-I puede ser regulada por otros factores, tejido-
especificos, en adicion a la hormona de crecimiento (Welniak et al., 2002). Por
ejemplo en tilapia se ha descrito que los tejidos linfoides (bazo y timo, entre otros)
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expresan GH e IGF-1, sugiriendo un papel paracrino en el sistema inmune (Yada et
al., 2002). Mas aun, el tratamiento con GH estimulé de manera positiva los niveles
de ARNm de IGF-I en el rifidn y el bazo, aun mas que el IGF-I hepatico (Shved et
al., 2011). También se ha demostrado que las células de bazo cultivadas por 24
horas en presencia de GH generan un incremento significativo de IGF-I, el cual fue
inhibido por la co-incubacién con anticuerpo contra GH. También, en leucocitos
humanos y de rata se produce IGF-I después de la estimulacién con GH in vitro,
observandose que las células mieloides, mas que las células linfoides, fueron la
principal fuente de IGF-I (Arkins et al., 1993; Baxter et al., 1991; Geffner et al., 1990).
También se ha demostrado que el IGF-I producido por las células estromales de
médula ésea juega un papel importante en la funcion de la regulacién de la
linfopoyesis de células B (Landreth et al., 1992). La presencia de ARNm de IGF-l y
su proteina fue encontrada principalmente en macréfagos y células dendriticas
foliculares en los nddulos linfaticos, lo cual indica un papel particular de IGF-I en el
sistema inmune (Oberlin et al., 2009). La sintesis de IGF-l en macrofagos se
encontré que esta regulada por el factor de necrosis tumoral alfa (Noble et al., 1993;
Fournier et al., 1995), por factores estimulantes de formacion de colonias (Arkins et
al., 1995a), y por el interferon-gamma (Arkins et al., 1995b). De manera interesante,
en linfocitos B de nodulos linfaticos humanos no se detecté IGF-I (Oberlin et al.,
2009). Recientemente se ha descrito la localizacién de IGF-l en lineas celulares
tumorales provenientes del linaje de linfocitos B, lo que ha sugerido que la expresion
local de IGF-I podria ejercer un papel anti-apoptético protector (Eppler et al., 2015).
Por otro lado, se encontré que las células epiteliales timicas (TEC) proliferaron de
manera significativa y liberaron mas IGF-I en comparacion con el control, después
de una incubacion por 18 horas con GH. Se ha sugerido que podrian estar
involucrados dos mecanismos en la proliferacion de células TEC: una siendo una
induccion directa por la hormona de crecimiento y otra por la induccion directa a
través de IGF-I liberado por las células TEC estimuladas con GH (Tsuiji et al., 1994).

En otros estudios, se obtuvo un marcado incremento en la timopoyesis y en el
numero de células T CD4* en adultos infectados con HIV-1 tratados con GH, y se
observo que dichos efectos fueron mas pronunciados en aquellos individuos con
incrementos mayores en la concentracion de IGF-I circulante (Napolitano et al.,
2002; 2008). Sin embargo, hubo un incremento en la densidad timica independiente
del incremento de IGF-I, lo cual puede indicar que la GH puede ejercer efectos
directos en el timo o que su actividad timica esta mediada por IGF-l de manera
paracrina (Napolitano et al., 2008). También se ha demostrado que los timocitos
humanos sintetizan y secretan GH e IGF-I, y que la GH ejerce sus funciones de
manera autocrina/paracrina en el timo humano a través de IGF-I (Sabharwal and
Varma, 1996). Por otro lado, algunos datos indican que podria haber una respuesta
especifica de cada tejido para regular la expresion del ARNm de IGF-1 en respuesta
a GH. Por ejemplo, en tilapia del Nilo transgénica, que sobre expresa GH, se
encontré que ambos el IGF-1 y el IGF-Il se incrementaron en las branquias, higado,
rinon, intestino, corazon, testiculo, musculo esquelético y cerebro, pero no asi en la
hipdfisis; en el bazo, sorprendentemente, hubo un decremento de ARNm tanto de
IGF-Il y Il, donde IGF-I disminuy6 hasta 19 veces (Eppler et al., 2010).
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Por otro lado, y mas en acuerdo con los resultados en nuestro presente estudio, se
demostrd que algunos de los efectos neuroprotectores de la GH en el cerebro de
rata sometido a hipoxia son ejercidos directamente a través del receptor a GH
(Scheepens et al., 2001). De igual manera, la GH ejerce de manera directa sus
efectos antiapoptéticos en cultivos primarios de osteoblastos (DiGirolamo et al.,
2007). Mas aun, la GH promueve la proliferacién de células osteoblasticas in vitro y
la formacién de hueso trabecular en ratones deficientes de IGF-I tratados con GH,
sugiriendo con ello que expresa efectos independientes de IGF-I (Bikle et al., 2001;
Gan et al., 2010). También se ha demostrado en algunos tipos celulares que el IGF-
| no es dependiente de GH. Por ejemplo, en macrofagos de rata derivados de
médula 6sea el TNF-alfa estimulé de manera directa los niveles de ARNm de IGF-
1y su proteina. Ademas, la induccién de IGF-| fue dependiente de la produccion
enddégena de TNF-alfa, pues la sintesis de IGF-I se inhibié en presencia de antisuero
de TNF-alfa (Noble et al., 1993). En ese modelo se demostrd que la estimulacion de
la expresidon de IGF-I por la activacion del receptor CD44 a través de hialuronato
estuvo mediada por mecanismos dependientes de TNF-alfa (Noble et al., 1993).
Por otra parte, no se puede descartar que la falta de estimulacién de la produccion
de IGF-I por la GH en cultivos celulares de la bolsa de Fabricio observados en este
trabajo pueda ser explicado por las condiciones utilizadas: una exposicion a corto
plazo, de solo dos horas, a la hormona de crecimiento; la dosis empleada; o las
condiciones de cultivo (RPMI 1640 sin suero fetal), y esto debe seguir siendo
estudiado.

En resumen, en este estudio nosotros encontramos que la hormona de crecimiento
ejerce directamente un papel anti-apopttico en los linfocitos cultivados de la bolsa
de Fabricio, donde la via PI3K/Akt y Bcl-2 estan claramente involucrados. Se
requiere realizar estudios adicionales para elucidar los mecanismos autocrinos y/o
paracrinos que pueden estar regulando la produccion local y la accion de GH en la
bolsa de Fabricio sobre la supervivencia de células B, y asi poder comprender mejor
el papel funcional de esta hormona en el sistema inmune.

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

En este trabajo se determin6 que la GH e IGF-I son capaces de inhibir la apoptosis
en los linfocitos de la bolsa de Fabricio de pollo. El efecto antiapoptético de la GH
no fue mediado por la expresion y liberacion de IGF-I sino fue ejercido de manera
directa por GH. También GH puede activar la via de sefializacién PI3K/Akt y la
inhibicion de la apoptosis por GH es ejercida a través de ese mecanismo. Ademas
GH induce la expresion de la proteina antiapoptético Bel-2. Dado que la expresiéon
de la GH cambia a través del desarrollo de la bolsa de Fabricio los resultados
obtenidos proveen evidencia substancial del papel de esta hormona es la ontogenia
de este tejido y su funcion en el sistema inmune asi como los mecanismos que
pueden mediar esta funcion.
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La evidencia de que la GH puede activar diferentes vias de transduccion de sefiales
(MAPK, JAK/STAT, PKA por mencionar algunas) y que estos mecanismos median
los efectos sobre la proliferaciéon, muerte celular, metabolismo energético nos
permite realizar la pregunta si GH puede activar mas de una via de sefializacién al
mismo tiempo en los linfocitos y si estas vias median otros procesos de la fisiologia
celular al mismo tiempo, mas aun, dado que PI3K/Akt tiene incidencia sobre
funciones tan relevantes y diversas como la captacion de glucosa, la iniciacion de
sintesis de proteinas, o el estrés oxidativo queda abierta la pregunta si la activacion
de un mecanismo intracelular puede ejercer diversos papeles en la fisiologia de un
solo tipo celular al mismo tiempo. Todas estas preguntas son relevantes para
entender el papel de la GH en los diversos procesos biologicos y deberan
explorarse.
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Esquema 4. Mecanismo que media los efectos de la hormona de crecimiento sobre la
apoptosis en los linfocitos de la bursa
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