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1. INTRODUCCION
1.1 SISTEMA INMUNE

Un organismo (vertebredo) se protege contra los microorganismos y
componentes extrafios ajenos a su cuerpo por medio de diferentes mecanismos (Tabla
1), los cuales incluyen las barreras fisicas, las células fagociticas y los eosinofilos de
la sangre y de los tejidos, una subpoblaciéon de linfocitos llamados células
destructoras naturales (NK, del inglés natural killer) y diversas moléculas
transportadas en la sangre, todos los cuales participan en la tarea de reconocer lo
propio de lo extrafio y que, de esta manera, el individuo pueda defenderse. Todos
estos mecanismos estin presentes en el cuerpo y antes de la primera exposicion a los
microorganismos infecciosos u otras macromoléculas extrafias, no aumentan por tales
expaosiciones y no discriminan entre la mayor parte de las sustancias extrafias: son los
componentes de la inmunidad natural. Otros mecanismos de defensa son inducidos
o estimulados por la exposicion a sustancias extrafias, son especificos para distintas
macromoléculas y aumentan en magnitud y capacidad defensiva con cada exposicién
sucesiva a una macromolécula en particular: estos mecanismos constituyen la
inmunidad adquirida o especifica.

Las sustancias extrafias que inducen una inmunidad especifica se llaman antigenos.



Natural Especifica
(adquirida)
Barreras Piel, mucosas. Sistemas inmunitarios cuta-~
Fisicoquimicas. neo y mucoso, anticuerpos
en las secreciones mucosas.
Moléculas Complemento. Anticuerpos.
Circulantes.
Células. Fagocitos (macrofagos,neu- | Linfocitos.
trofilos),células destructoras
naturales.
Mediadores Citocinas derivadas de ma- | Citocinas derivadas de linfo-
solubles activos | créfagos: interferones o y B, | citos: interferén y
en oftras células. | factor de necrosis tumoral

Tabla 1. Caracteristicas de la inmunidad natural y especifica (tomado de Abbas, A K.
etal 1995.)

1.1.1 Tipos de Inmunidad Especifica
Las respuestas inmunitarias especificas se clasifican en dos tipos, en funcion de

los componentes del sistema inmunitario que median dichas respuestas.(Fig. 1)

1. La inmunidad humoral esta mediada por los linfocites B que responden a
antigenos extrafios transformandose en células productoras de anticuerpos. Este tipo
de inmunidad es el principal mecanismo de defensa contra los microorganismos
extracelulares y las toxinas que secretan, ya que los anticuerpos pueden unirse a ellos

y cooperar en su destruccion. Pueden transferirse a individuos que no han sido
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expuestos al antigeno (no inmunizados) por medio de componentes no celulares de la

sangre, esto es, el plasma o el suero.

2. La inmunidad mediada por células, también llamada inmunidad celular,

estd mediada por células llamadas linfocitos T que activan a los macréfagos para que

destruyan a los microorganismos intracelulares o eliminen a las células infectadas por

virus. Puede transferirse a otros individuos con células procedentes de individuos

inmunizados, pero no con plasma o suero.

INMUNIDAD HUMORAL

‘ INMUNIDAD MEDIADA POR CELULAS

-
ANTIGENO -
* - Microorgani Microorg:
intr lulares i Tul
Bacteria extracelular enel Sfag juplicand
LINFOCITOS
RESPONDEDORES
LINFOCITO B LINFOCITO T LINFOCITOT
Anticuerpo
secretado 7N
MECANISMOS Yy 2 { )
EFECTORES 7= i.(o“ﬁ- “~_ -
Eliminacién de Activacion del macréfago, Lisis de la célula
las bacterias - muerte del mi isr infectad
POR: SFE! o Suero (anticuerpos) Linfocitos Linfocitos

Figura 1. Formas de Inmunidad Especifica (tomado de Abbas A K. etal. 1995.).




1.1.2 Fases de la Respuesta Inmune Espec{fica

Todas las respuestas inmunes se inician con el reconocimiento de los antigenos
extrafios. Esto conduce a la activacion de los linfocitos que reconocen
especificamente el antigeno, y culmina en el desarrollo de mecanismos que median el
efecto fisiologico de la respuesta, principalmente la eliminacién del antigeno. Por lo
tanto, esta respuesta puede dividirse en: Fase de reconocimiento, que consiste en la
union de los antigenos extrafios a los receptores especificos situados sobre los
linfocitos maduros, Fase de activacién, que es la secuencia de acontecimientos
inducida en los linfocitos como consecuencia del reconocimiento del antigeno
especifico. Todos los linfocitos sufren dos importantes cambios en respuesta a los
antigenos: primero proliferan, lo que lleva a la expansion de los clones de linfocitos
especificos para el antigeno y a la amplificacion de la respuesta protectora y segundo
los linfocitos se transforman desde células cuya funcion basica es de reconocimiento a
células que actian eliminando antigenos extrafios y por tltimo la) Fase efectora, que
es la fase donde los linfocitos (denominados efectores) que han sido activados de
forma especifica por los antigenos realizan las funciones que lievan a su eliminacién.
Muchas funciones efctoras precisan la participacion de otras células no linfoides (a
las que también se denomina a menudo “células efectoras”) y de mecanismos de

defensa que son también operativos en la inmunidad natural. (Figura 2).



FASE DE FASE DE
RECONOCIMIENTO ACTIVACION

FASE EFECTORAJ

ELIMINACION
»@4 DE BACTERIAS
Bacterias

PROLIFERACION DIFERENCIACION

[y

Figura 2. Fases de la Respuesta Especifica (tomado de Abbas, A K.et al. 1995.)

1.1.3 Células del sistema inmune

Las células del sistema inmunolégico estan presentes normalmente como
células circulantes en la sangre y linfa, como grupos anatdmicamente definidos y
como células dispersas en casi todos los tejidos excepto en el sistema nervioso
central.

Los linfocitos son las células que reconocen y responden de forma especifica a
los antigenos extrafios. Sin embargo, las fases de reconocimiento y de activacion de la

respuesta inmune dependen de células linfoides, llamadas células accesorias, como
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las células dendriticas, etc, La activacién de los linfocitos conduce a la generacién de
numerosos mecanismos efectores. Muchos de estos mecanismos efectores necesitan
de la actividad de las células efectoras, como los fagocitos mononucleares y otros
leucocitos.

Como todas las células sanguineas, los linfocitos se originan en la médula dsea.
En las fases iniciales de su desarrollo, los linfocitos no producen receptores de
superficie para los antigenos y, por lo tanto, no responden frente a los mismos. A
medida que maduran, comienzan a expresar receptores a antigenos, se convierten en
células capaces de responder a la estimulacién antigénica y se transforman a
diferentes subclases funcionales.

Los linfocitos se pueden clasificar en dos grandes grupos, los linfocitos “B” y
“T” que difieren en el lugar donde maduran, en sus funciones y productos protéicos.

Los linfocitos B, son llamados asi porque en las aves se vi0, inicialmente. que
maduraban en un érgano denominado bursa de Fabricius. En los mamiferos no hay
un equivalente anatémico de esta bolsa, y los primeros estadios de maduracion
de la célula B ocwren en la médula 6sea. Durante la vida embrionana de los
mamiferos las células B emergen del bazo y del higado y en los adultos, la médula

dsea es la principal fuente de células B, de las células destructoras naturales y de
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todas las otras células sanguineas excepto las células T, las cuales se producen en el

timo (Figura 3).

Higudo%@
P

Bolsa de Fabricius
Figura 3. Sitios de Formacion de los Linfocitos (tomado de Paul, W.E. 1993.)

Los linfocitos B son las unicas células capaces de producir anticﬁerpos. Los
receptores para antigeno de los linfocitos B son formas de anticuerpos unidas a la
membrana. La interaccion de ios antigenos con estos anticuerpos de membrana
iniciala secuencia de activacion de la célula B, que culmina en el desarrollo de células

efectoras que secretan activamente anticuerpos.
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Por otra parte se encuentran los linfocitos T, cuya maduracién ocurre en el
timo. Se dividen, a su vez, en subpoblaciones funcionalmente distintas, siendo las
mejor definidas las células T cooperadoras (CD,") y las células T citoliticas
(CDs%). Los linfocitos T no producen anticuerpos. Sus receptores de antigeno son
moléculas de membrana diferentes, aunque estructuralmente relacionadas con los
anticuerpos. En respuesta a la estimulacién antigénica, las células T cooperadoras
secretan factores llamados citocinas, cuya funcion es promover la proliferacion y
diferenciacion de las células T, asi como de otras células, incluidas las células B y
los macréfagos. Los linfocitos T citoliticos lisan a las células que producen
antigenos extrafios, como aquellas infectadas por virus y microorganismos
intracelulares.

Otro tipo importante de linfocitos estad constituido por las células
destructoras naturales (Natural killer), que no expresan marcadores de células
T ni B y son linfocitos grandes con numerosos granulos citoplasmaticos capaces de
lisar diferentes células tumorales o infectadas por virus, sin una estimulacién

antigénica clara (Figura 4).



{FasE pE RECONOCTMIENTO | [ raseEFEcTORA ]

o+ = =£7 Secrocién de anticuerpos
Antigeno _‘JS_
Activacién
l LINFOCITO T COOI‘ERADOﬂ (proliferacién
y diferenciacién)

de linfocitos T Y B

£
[ 3
hd Activacién
s + — -
n T de macrdfagos
o'

Antigeno presentada Infl i6n
por la célula accesoria N

[LINFOCHO T CITOLITICO (LTcrl

" T LISISDELA
. _CELULA BLANCA

Célula diana
expresando el antigeno

[CELULA AGRESORA NATURAL (NK) |

77N, LISISDELA
—® . CELULABLANCA

Célula diann

Figura 4. Clases de Linfocitos (tomado de Abbas, A.K., ct al. 1995.)
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1.1.4 Relacién Neuroinmunoendocrina

En los dltimos afios, el interés sobre la funcién del sistema inmune se ha
incrementado. Se ha hecho evidente que el sistema inmune interactia con la gran
mayoria, si noes que con todos los sistemas del cuerpo (Figura 5). El sistema
inmune, al igual que el sistema nervioso y el endocnino, juegan un papel importante en
la adaptacién biolégica, contribuyendo al mantenimiento de la homeostasis y al
establecimiento de la integridad corporal. Su funcién es eliminar a los patdgenos que
provocan daiios en el huésped. Por otro lado, es crucial para el organismo que exista
una modulacion fina del sistema inmune, ya que una respuesta no controlada puede
conducir a enfermedades autoinmunes, alergias, hipersensibilidad y anafilaxis,
mientras que su supresion puede facilitar el ataque de enfermedades infecciosas

oportunistas y procesos neoplasicos
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HIPOTALAMO

AR

Fotoperlodos Cortos

Leucocitos
fagociticos

CORTEZA
ADRENAL

Figura 5. Interaccion Neuroinmunoendocrina (tomado de Grossman C.J. et al.1991.
E; = estradiol, T = testosterona, GnRH = hormona liberadora de gonadotropinas,
CRF = factor liberador de corticotropinas, LH = hormona luteinizante, [L-1 =
interieucina 1, ACTH = hormona adrenocorticotropica, B; = timosina 34, Fs =
fraccion S de timosina.
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1.2 BURSA DE FABRICIUS
La bursa de Fabricius fue descrita por Hieronymus Fabricius en 1621, es un
6rgano inmunolégico linfoepitelial presente en las aves, responsable de la produccion
de anticuerpos humorales (Glick et al, 1956; Mueller et al., 1962; Graetzer et al,,
1963; Cooper et al., 1965), que se desarrolla como una bolsa hueca entre la columna
vertebral y la parte posterior del intestino grueso, se encuentra en la zona dorsal de la

cloaca y esta conectada a la luz del intestino (Fig 6).

intestino
Grusso

Bolsa de
Fabriclo

Apeitura cloacal

Figura 6. Esquema de un corte longitudinal de la cloaca (fomado de Marshall A.J.,

1960.).
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No fue sino hasta 1956 que Glick y col. describieron el papel de la bursa de
Fabricius en el desarrollo de la inmunidad humoral en las aves. Cuando ellos
removian la bursa durante la primera semana de desarrollo se producia una
disminuciéon o eliminacion en la produccién de anticuerpos contra Salmonella
typhimurium. En 1960, Mueller y col. confimaron y extendieron estas

observaciones.

1.2.1 MORFOLOGIA

La histogénesis de la bursa es el resultado del desarrollo coordinado de tres
componentes: el epitelio, de origen endodémico, el mesénquima proveniente del
mesodermo y las células madre hemopoyéticas que invaden la bursa durante el
desarrollo embrionario. Las interacciones entre endodermo y mesodermo son
fundamentales para que se lleve a cabo la nidacién de las células hemopoyéticas con
la consiguiente formacion de los foliculos linfoides caracteristicos de la bursa (Le
Douarin and Houssaint, 1975; Houssaint et al, 1976).

La superficie luminal de la bursa presenta numerosos pliegues en los cuales se
encuentran los foliculos bursales. La superficie de estos pliegues presenta dos tipos

distintos de células epiteliales: el epitelio folicular, ¢l cual recubre los foliculo
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bursales, y el epitclio interfolicular que estd densamente cubierto de
microvellosidades.

En el epitelio folicular se pueden identificar dos unidades morfolégicamente
separadas: una unidad linfocitica medular, aislada de los elementos del tejido
vascular y conjuntivo, en contacto con el lumen de la bursa y una unidad
extramedular que posee los tejidos remanentes de la bursa, incluyendo los canales
vasculares. Se ha propuesto que solamente la unidad linfocitica medular es la que
tiene capacidad endocrina. También se ha calculado que la bursa del pollo posee

entre 8,000 y 12,000 foliculos.

1.2.2 DESARROLLO

El desarrollo de 1a bursa se puede dividir en tres etapas: 1) la formacion del
precursor de la bursa, 2) la formacion de los foliculos linfoides y 3) la maduracién de
los foliculos.

A los 4-5 dias de incubacion de los embriones de pollo aparece el precursor de
la bursa, como un grupo de vesiculas en el mesénquima, las cuales se ubican entre la
membrana urodeal ininterrumpida y el epitelio cloacal. Las vesiculas gradualmente se
unen y la cavidad formada se comunica con la cavidad cloacal, aproximadamente a

los 10 dias. Alrededor del dia 12 se puede observar que los brotes epiteliales
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comienzan a proyectarse en el tejido mesenquimatoso, dentro de los pliegues. Las
células se anastomosan y forman una malla reticular, la cual se rodea por una
membrana basal.

Algunos autores han observado que la infiltracién de las primeras células
linfoides en los brotes epiteliales se presenta alrededor de los 9-10 dias de desarrollo
prenatal (Edwards et al, 1975), mientras que otros han reportado que es a partir de los
13-14 dias (Eerola, {980). En el momento de la eclosién aparecen células linfoides en
el tejido mesenquimatoso que rodea a los foliculos, en donde se desarrolla la corteza
folicular.

Desde el reconocimiento de la naturaleza linfoide de la bursa por Leydig, en
1857, el origen de las células linfoides que contribuyen a la diferenciacion de los
foliculos es algo controversial. De acuerdo a Jolly (1915), éstas derivan de la
transformacion de células mesenquimatosas, las cuales invaden el endodermo y  ahi
se diferencian en linfocitos. En contraste, Retterer (1885) sugiri6 un origen
endodermal de las células hemopoyéticas bursales (Houssaint et al., 1976). Otros
autores han propuesto que una gran proporcién de los linfocitos bursales derivan
directamente de la transformacioén de las células epiteliales almeadas en la superficie

de la bursa (Ackerman, 1962: Ackerman y Knouff, 1963).
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Las evidencias dadas por Moore y Owen (1966) empleando cromosomas
marcados para seguir la migracién celular en el desarrollo del sistema hematopoyético
en embriones de pollo, junto con las evidencias dadas por Ortega et al. (1965),
Edwards et al. (1975) y los estudios con quimeras interespecificas de Houssaint et al.
(1976) han demostrado que antes de que ocurra la transformacion linfoide del
rudimento bursal, células grandes indiferenciadas con citoplasma baséfilo aparecen en
los vasos sanguineos y en el mesénquima. Posteriormente, células similares las cuales
han sido consideradas como progenitoras de la poblacion linfoide se localizan en el

epitelio.

1.2.3 CRECIMIENTO

La bursa crece rdpidamente durante las primeras tres semanas después de la
eclosién, entre la 3* y 8° serana continua creciendo aunque con un ritmo menor que
el crecimiento corporal. Al final de 1a 8* semana se inicia un proceso de regresién. La
regresion de la bursa puede seguir al periodo de crecimiento ripido o puede estar
precedido por un periodo de reposo, pero siempre ocurre antes de los 4 meses de

edad (dependiendo de la raza de ave con la que se trabaje) (Glick, 1980).
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1.2.4 RELACION CON TESTICULOS

Existe una relacién muy estrecha entre el crecimiento de la bursa y el
crecimiento del testiculo. En pollos de poca edad (5-8 semanas) el crecimiento de la
bursa es mucho mas ripido que el del testiculo, de hecho durante estas primeras ocho
semanas el testiculo crece muy lentamente. Posteriormente, a medida que la bursa
comienza a involucionar, se observa que el tamafio del testiculo se incrementa
rapidamente, presenta un crecimiento acelerado a partir de la octava semana que
continua hasta la semana 23. Es decir, existe una relacion directa entre la involucion
de la bursa y la madurez sexual (Glick, 1956, 1960a; Wolfe ct al, 1962). Esto
pemnitié sugerir que dicho 6rgano se encuentra bajo control hormonal y para
comprobarlo se llevaron a cabo diferentes estudios sobre el efecto de hommonas
esteroideas sobre ¢l desarrollo de la bursa.

Se observo que la inyeccion de altas dosis de andrégenos a aves jovenes
inducia una considerable reduccién de la bursa de Fabricius (Kirkpatrick y Andrews,
1944, Glick, 1955). La inyeccion de testosterona en huevos de 5 dias de incubacién
provocé una completa ausencia de la bursa en animales recién eclosionados
(Meyer et al., 1959; Glick, 1964). Ademas, se ha observado que la administracién de
androgenos durante la formacion de foliculos en el epitelio (11-12 dias de incubacién)

detiene la evolucion de la bursa y por lo tanto la linfopoyesis nunca ocurre; si el
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tratamiento hormonal es aplicado después del desarrollo de los foliculos linfoides, se
observa que éstos desaparecen en pocos dias y el epitelio bursal regresa a un estado
de indiferenciacion, consecuentemente la bursectomia hormonal da como resultado
una severa inmunodeficiencia, caracterizada por una ausencia de produccion de
anticuerpos (Aspinall et al., 1961; Glick and Sadler, 1961; Rao et al., 1962; Wamer
et al., 1962; Glick et al., 1977; Glick, 1980). Por lo tanto, la capacidad para responder
a androgenos esta presente durante todas las etapas de la ontogenia bursal.

A partir de estos estudios surgi6 la pregunta de como los andrégenos podian
inhibir el desarrollo bursal. Se ha obsevado que las interacciones celulares entre los
componentes epiteliales y mesenquimatosas de la bursa condicionan la formacion
de foliculos y la colonizacién por las células madre, ambos procesos necesarios para
la diferenciacion de los linfocitos (ILe Douarin y Houssaint, 1974; Houssaint et al.,
1976). En 1980, Le Douarin et al., haciendo experimentos de combinacion de tejidos
entre endodermo tratado con testosterona y mesénquima normal y viceversa,
demostraron que los andrégenos daiian irreversiblemente el epitelio bursal y ésto
provoca que no haya formacion de foliculos. Esto ocurre atin si se encuentra asociado
al mesénquima bursal no tratado. Por el contrario, la asociacion de mesénquima
tratado con testosterona con endodermo normal resulta en una histogénesis bursal

normal.
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Por otro lado, se ha observado que la respuesta de la bursa a las hormonas
sexuales depende en gran medida de la dosis de hormona administrada; por ejemplo,
se ha observado que el propionato de testosterona y la progesterona administrados en
altas dosis inhiben el desarrollo de la bursa, mientras que pequefias dosis similares a
los niveles embrionarios, tienen un efecto estimulatorio (Norton y Wira, 1977).

Por determinaciones bioquimicas se han encontrado receptores para varios
esteroides en la bursa de Fabricius de pollos inmaduros (Sullivan y Wira, 1979). Le
Douarin et al.(1980) caracterizaron los receptores a andrégenos en las células
endodermales y mesenquimatosas de la bursa; Aranyi y Naray (1980) caracterizaron
los receptores a plucocorticoides. Por otro lado, se han localizado por
autorradiografia sitios de unién para andrégenos y estrégenos en secciones
congeladas de bursa embriénaria de 15 dias (Gasc et al., 1979). También se han
caracterizado bioquimicamente e inmunocitoquimicamente receptores a progesterona
(Ylikomi et al., 1985; Ylikomi, 1986).

La bursectomia realizada en embriones de pollo en las primeras horas del
desarrollo (68 hrs. de incubacion) provoca cambios en el funcionamicnto y
morfologia del testiculo y la suprarrenal (Pedemnera et al.,, 1980; Aguilar et al,
1981), observandose un significativo incremento en el porcentaje de células de

Leydig maduras y aumento correlativo de la secrecion de testosterona in vitro a los
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17 dias de vida embrionaria y en el momento del nacimiento. Utilizando un modelo in
vitro se demostré que un factor soluble segregado por la bursa inhibe la respuesta
estimulante de la gonadotropina coriénica sobre la secrecion de testosterona del
testiculo de pollo recién nacido, pero no afecté su secrecion basal de testosterona
(Romano et al., 1981). Por otro lado, King et al. (1985) observaron que un factor
bursal es capaz de inhibir la produccion de testosterona inducida por hCG en

testiculos de rata in vivo e in vitro.
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2, JUSTIFICACION

A partir de los estudios de Glick sobre la bursa de Fabricius se han
generado varios trabajos tendientes a conocer su fisiologia y morfologia. Estas
investigaciones han permitido establecer la estrecha relacién que existe entre su
desarrollo y el de las génadas, en particular con los testiculos, ya que la
administracion temprana de androgenos impide su desamollo. Se han
caracterizado receptores para testosterona en las células mesenquimatosas y
receptores para testosterona, estrogenos, progesterona y glucocorticoides en el
epitelio bursal. Le Douarin et al. (1980) observaron en experimentos en los cuales
se combinaron endodermo tratado con testosterona y mesénquima normal o
viceversa, que los andrégenos dafian irreversiblemente el epitelio bursal. Con base
en ésto nos propusimos desarrollar un cultivo de células aisladas de bursa de
Fabricius de embrién de pollo como un modelo para estudiar in vitro los efectos
de andrégenos.

Un modelo de este tipo, podria aportar informacién sobre ¢l desarrollo in

vitro de las poblaciones celulares que constituyen a la bursa y de los factores que

tienen influencia sobre éste.
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3. HIPOTESIS

Las células de la bursa de Fabricius podrian cultivarse en monocapa. Este
sistema aislado nos permitiria investigar el efecto de hormonas y factores sin la
participacion de sustancias enddgenas provenientes de otros tejidos del organismo
completo.

Dado que se han identificado receptores a andrégenos en las diferentes
poblaciones celulares de la bursa de Fabricius y que la aplicacion de éstos
modifican el desarrollo de la misma, se espera que la presencia de diferentes
androgenos en el medio de cultivo de las poblaciones celulares produzca
alteraciones morfolégicas que indicarian un efecto directo de estas hormonas

sobre las células de la bursa.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

o Establecer y caracterizar un cultivo primario de células provenientes de la bursa de
Fabricius de embriones de pollo de 15 dias de edad.
e Estudiar en cultivo el efecto de androgenos sobre el crecimiento de las células

bursales.

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Desarrollar un cultivo de células embrionarias de la bursa de Fabricius.

2. Probar diferentes tipos de sustratos: plastico, colagena y poli-l-lisina para crecer las
células.

3. Analizar el efecto de testosterona y dihidrotestosterona sobre el crecimiento de las
células de la bursa en cultivo primario.

4. Investigar el efecto de testosterona y dihidrotestosterona sobre la concentracion de

proteinas totales de cultivos de células de la bursa de Fabricius.
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S. METODOLOGIA
S.1 CULTIVO PRIMARIO DE CELULAS DE BURSA DE FABRICIUS

Se utilizaron embriones de pollo de la raza Rhode-Island de 15-16 dias de
incubacion, los cuales fueron decapitados para proceder inmediatamente a la
diseccion de la bursa (figura 7).

Diseccién de Ila Bursa: se practicd una incisién en la regién ventral del
abdomen del embrién, sacando hacia los lados las visceras para dejar al descubierto
la parte distal del intestino grueso, el cual se cortd un tercio antes de que terminara,
levantandose hacia adelante para que la bursa quedara expuesta. Se extrajo la bursa,
colocandose en solucién salina estéril libre de Ca?* y Mg?* para eliminar los restos de
tejido conjuntivo que la rodea. Posteriormente se seccion6 en pequefios fragmentos y
se lavé dos veces con solucién estéril salina libre de Ca®** y Mg?*.

Disociacion Enzimético-Mec#nica: Los fragmentos de bursa se colocaron en
una solucién de tripsina (GIBCO, EEUU) al 0.25% a razén de 2 ml por bursa
utilizada. Se incubaron en un bafio a temperatura constante (Dubnoff, EEUU)
durante 25 min a 37 °C con agitacion constante de 90 ciclos por minuto. Al final del
periodo de incubacién las fracciones de tejido se lavaron dos veces con solucién
salina estéril libre de Ca** y Mg?* y se resuspendieron en medio Eagle modificado por

Dulbecco (DMEM) (GIBCO, EEUU) enriquecido con 15% de suero de feto
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Figura 7. Diagrama de la elaboracién del cultivo primario de células de la bursa de

Fabricius.
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bovino (SBF) (GIBCO, EEUU) y 0.1% de una solucion de antibioticos (penicilina
10,000 U/ml y estreptomicina 10,000 U/m!; GIBCO, EEUU), a razéon de 1.5 ml por
bursa. A continuacion se procedi¢ a realizar la disociaciom mecanica, pasando los
fragmentos a través de una pipeta Pasteur flameada a la cual se le habia reducido el
didmetro de entrada. Para eliminar los aciumulos de células no disociadas y tejido
conjuntivo, Ia suspensién celular se filtrd a través de una malla fina de nylon. Se
determiné la viabilidad por la técnica de exclusion celular de azul Tripano (Sigma,

Chemical Co., EEUU). La suspension se ajust6 a 1x10° células vivas/ml de medio.

Incubacién de la Suspensién Celular: Las células dispersas sc sembraron en
cajas de Petri calidad cultivo de tejido (35mm de diametro; NUNCLON, Denmark) a
razon de 2 ml/caja y se incubaron a 37°C en un ambiente de 5% de CO, y 95% de

aire. E! DMEM se cambi¢ diariamente.

5.2 SUSTRATOS

Se usaron 2 diferentes tipos de sustratos sobre las cajas de Petri calidad cultivo
de tejido para observar en cuil de ellos crecian mejor las células y compararlos con

respecto al crecimiento celular sobre la caja de Petri sin ningun sustrato:
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a) Colagena Tipo I (2 mg/ml, obtenida de tendones de cola de rata por el
método del 4cido acético, Methods of Enzimology, Vol. LVII): se aplicé
uniformemente por medio de hisopos de algodon sobre el fondo de la caja de petri y
se esterilizé durante 1/2 hora con U.V. Finalmente se hicieron dos lavados de 10 min
cada uno con agua bidestilada estéril.

b) Poli-L-lisina (10 mg/ml) (Sigma Chemical Co., EEUU): se agregd 1 ml de
una solucion esterilizada a la caja de Petri y se dejo durante 24 horas a temperatura
ambiente. Al final se desechd la solucion y se lavo la caja dos veces con agua

bidestilada estéril.

5.3 TRATAMIENTO DEL CULTIVO CON ANDROGENOS
En esta parte del trabajo se utilizaron cajas de Petri calidad cultivo de tejido.
Las hormonas utilizadas fueron:
a) Testosterona (4-androsten-17 B-ol-3-one) (Sigma Chemical Co., EEUU)
b) Dihidrotestosterona (5a-androstan-17 -ol-3-one) (Sigma Chemical Co., EEUU)
Se probaron distintas concentraciones de las hormmonas, para lo cual se
hicieron soluciones concentradas de cada una en etanol absoluto (Merck,
EEUU). El cultivo celular se incubd durante 24 horas sin aplicaciéon de las

hormonas, para permitir que en este lapso las células se adhirieran al sustrato de la
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caja y comenzaran a formar aciimulos. Posteriommente, el cultivo se dividié en dos
lotes, uno testigo y el otro experimental. El lote testigo a su vez se sub&ﬁ&é en dos,
uno se dejé desarrollar sin afiadirle nada (control) y al otro se le agregd 10 ul de
etanol absoluto para controlar el efecto del vehiculo utilizado en la dilucién de las
hommonas utilizadas (control-vehiculo).

A los lotes experimentales se les agregd 10 ul de las diferentes concentraciones
de las hormonas (10, 50, 100 y 200 uM). Todos los lotes se incubaron durante 48

horas en las condiciones antes mencionadas.

Control de los Cultivos: Para observar el desarrollo de las células se utilizé un
microscopio invertido Zeiss con Optica de contraste de fase, los cultivos tanto
controles como experimentales se fijaron con formol salino al 10% a distintos
tiempos: 24, 48 y 72 horas de cultivo. Algunas de las muestras fijadas fueron teilidas
con la técnica del dcido peryddico de Shiff (PAS), que permite identificar a células
epiteliales. Como un indice de crecimiento celular a otro lote de monocapas tanto

control como experimental se les cuantifico el contenido de proteinas por la técnica

de Lowry (Lowry et al, 1951).
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8.4 ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

El andlisis estadistico de los datos se realizé por medio de ANOV_A y conla
pruecba de Turkey-Kramer. Utlizando el programa InStat (GraphPad
Software.V2.03). Los resultados se muestran como X + E.S. de 4 experimentos

realizados por triplicado.
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6. RESULTADOS
6.1 MORFOLOGIA DEL CULTIVO

En esta primera fase, se utilizaron cajas de pefri calidad cultivo de.tejido para
el crecimiento de las células.

En la figura 8 se muestran microfotografias de la secuencia del cultivo de
células aisladas de bursa de Fabricins a distintos tiempos de incubacién. A las 24 h
(microfotografia A) se observaron algunos acimulos de células con apariencia
cpitelioide; alrededor de éstos se aprecian células alargadas con apariencia
fibroblastoide organizadas en forma laxa. En la microfotografia B se muestra un
culivo de 48 h de desarrollo, donde se observa que los acumulos de células
epitelioides han aumentado en tamafio y que las células de tipo fibroblastoide siguen
agrupadas alrededor de los acimulos. A las 72 h de cultivo las células de tipo
fibroblastoide han proliferado notoriamente adquiriendo un aspecto denso, por otro
lado estas células se proyectan hacia el interior de la masa celular epitelioide, la cual a

este tiempo de cuitivo presenta un aumento en sus dimensiones (microfotografia C).
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Figura 8. A: Microfotografia que muestra la morfologia de las células de la bursa de
Fabricius a las 24 h de cultivo. B: Microfotografia de la morfologia del cultivo a las
48 h C: Microfotografia del cultivo a las 72 h, la flecha indica el sitio de proyeccién

de células de tipo fibroblastoide en el acimulo de las células de tipo epitelioide. 200X
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La figura 9 muestra una microfotografia de un cultivo de 24 hrs. tefiido con

PAS. Las células que resultaron PAS positivas presentan forma poliédrica
(epitelioide) y se organizan formando acimulos. Cabe mencionar que las células
epitelioides localizadas en la periferia de estos actunulos presentaron una reaccion de
mayor intensidad al PAS. Las céiulas de tipo fibroblastico no reaccionaron con el

PAS.

Figura 9. Microfotografia de un cultivo de 24 h de células aisladas de bolsa de

Fabricius, tefiidas con PAS. X625
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6.2 TIPO DE. SUSTRATO

Para algunos tipos celulares dependientes del anclaje al sustrato la naturaleza
de la superficie del cultivo tiene efecto en el crecimiento celular. Las cajas de plastico
calidad cultivo son especialmente tratadas durante su manufactura para proporcionar
una superficie hidrofilica, la cual promueve tanto la adhesién como el crecimiento de
las células cultivadas. Los polimeros basicos, como la poli-lisina, que proporcionan
una superficie con cargas positivas mejoran tanto la adhesion como la tasa de
proliferacion de la mayoria de las células (McAteer y Douglas, 1979). La colagena,
que es el principal componente de la matriz extracelular a la cual se adhieren las
células, ha sido frecuentemente utilizado para establecer cultivos primarios ya que la
mayoria de las células epiteliales se adhieren mas eficientemente a él que a otros
sustratos de cultivo (Maurer, H.R., 1989).

Después de observar el desarrolio de las células a diferentes tiempos sobre la
caja de Petri calidad cultivo de tejido, sin adicién de sus;mtos especiales, se utilizd
poli-l-lisina y coldgena como sustratro con el fin de comparar ambas condiciones de
cultivo.

Sobre el sustrato de poli-l-lisina, a las 24 horas, se observd una menor cantidad
de acumulos celulares de tipo epitelioide. En términos generales, el tamafio de los

acumulos fue menor con respecto a los de las células cultivadas sobre las cajas
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calidad cultivo de tejido en el mismo tiempo. Por otro lado, las células
fibroblastoides presentaron un patrén de distribucién muy semejante al observado en
las cajas calidad cultivo (figura 10A y 12A).

A las 48 h de cultivo el patrén de crecimiento de las dos poblaciones celulares
estudiadas fue similar en las dos condiciones de cultivo. (figura 10B y 12B).

En el cultivo de 72 h se observé que sobre la poli-l-lisina los acamulos de
células de tipo epitelioide dejaron de crecer y empezaron a desprenderse. El tamaiio
de los acimulos fue similar al observado en el cultivo de 48 h, sobre este mismo
sustrato. Contrariamente a lo observado en los cultivos con poli-I-lisina de 48 hrs. que
no presentaron cambios en el tamafio de los acumulos celulares, en los cultivos en
caja calidad cultivo, de 72 horas si se observé un incremento en el tamaiio de los
acumulos.

Con respecto a la poblacion de tipo fibroblastoide, ésta tuvo una menor
proliferacién sobre el sustrato de poli-l-lisina en comparacion con la observada en las
cajas calidad cultivo, aunque el patron de distribucion fue similar, es decir, proliferan
entre los acimulos y emiten proyecciones al interior de éstos (fig. 10 C y 12C).

El desarrollo del cultivo sobre el sustrato de coldgena a las 24 h. fue muy
similar al observado en las cajas calidad cultivo, es decir, se observaron aciimulos de

células de tipo epitelioide bien extendidos, algunas de las células de tipo
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fibroblastoide rodeaban a los aciimulos y otras se encontraban diseminadas en el resto
del cultivo (fig. 11A y fig 12A). A las 48 hrs,, los acumulos de células de tipo
epitelioide aumentaron de tamafio y la proliferacion de las células fibroblastoides fue
mayor. El patron de crecimiento fue similar al observado sobre las cajas calidad
cultivo en el mismo tiempo (fig. 11B y 12B). Las diferencias entre los dos tipos de
sustratos se observaron a las 72 hrs. de cultivo, mientras que sobre la caja calidad
cultivo los acamulos empezaron a desprenderse, sobre la colagena los acimulos se
siguieron observando extendidos. Las células de tipo fibroblastoide proliferaron de

manera similar en los dos tipos de substrato utilizados (fig. 11C y 12C).
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Figura 10. A: Microfotografia que muestra la morfologia de las células de la bolsa de
Fabricius cultivadas sobre un sustrato de poli-I-lisina a las 24 h de cultivo. By C:

Microfotografias en las mismas condiciones anteriores a las 48 y 72 h de cultivo

respectivamente. X600,
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Figura 11. A: Microfotografia que muestra la morfologia de las células de’la bolsa de
Fabricius cultivadas sobre un sustrato de coldgeno a las 24 h de cultivo. B y C:
Microfotografias en las mismas condiciones anteriores a las 48 y 72 h de cultivo

respectivamente. A y B X600, C X300.
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Figura 12. A: Microfotografia que muestra la morfologia de las células de la bolsa de
Fabricius cultivadas sobre la caja de petri calidad cultivo de tejido a las 24 h de
cultivo. B y C: Microfotografias en las mismas condiciones anteriores a la.s 48y 72 h

de cultivo respectivamente. A y B X600, C X300.
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6.3 EFECTO DE LA APLICACION DE ANDROGENOS

A las 24 horas de la aplicacion de las honﬁonas, con ninguna de las cuatro
dosis utilizadas (10, 50, 100 y 200 uM) se observaron cambios importantes en la
morfologia de las dos poblaciones celulares del cultivo con respecto al control (figura
13).

De igual manera a las 48 h del tratamiento con las diferentes dosis de
testosterona tampoco se observé algim cambio evidente en la morfologia de las
poblaciones celulares del cultivo (figura 14 B). Fue hasta las 72 h y solamente con la
dosis mas alta (200 M) que se observaron diferencias morfologicas. A este tiempo
los aciimulos celulares de tipo epitelioide empezaron a retraerse. Las células
fibroblastoides presentaron un aspecto mas alargado y su cantidad disminuyé
notablemente (figura 15 B).

Con respecto al tratamiento con dihidrotestosterona, se observd que a las 48 h
de la aplicacion de las diferentes dosis no se presentdé un cambio morfoldgico
evidente en las dos poblaciones celulares del cultivo (fig, 14C). Fue hasta las 72 y con
una concentracion de 100 uM que se observaron cambios muy similares a los
encontrados en los cultivos tratados con testosterona a una concentacion gle 200 uM,
Por otro lado, con la concentracion de 200 uM de DHT se observé disminucion en el

tamafio del acimulo celular acompaiiado de una mayor dispersion de las células
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epitelioides. Estos cambios en el patrén de organizacién celular también se

observaron en la poblacion de células de tipo fibroblastico (fig. 15C)
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Figura 13. A: Microfotografia que muestra ia morfologia de un cultivo de células de
bolsa de Fabricius de 24 h sin ningin tratamiento. B: microfotografia de un cultivo de
24 h tratado con 200 uM de testosterona. C: microfotografia de un cultivo de 24 h

tratado con 200 uM de DHT. X600.
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Figura 14. A: Microfotografia que muestra la morfologia de un cultivo de células de
bolsa de Fabricius de 48 h sin ningyin tratamiento. B: microfotografia de un cultivo de
48 h tratado con 200 uM de testosterona. C: microfotografia de un cultivo de 48 h

tratado con 200 uM de DHT. X600.
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Figura 15. A: Microfotografia que muestra la morfologia de un cultivo de células de
bolsa de Fabricius de 72 h sin ningiin tratamiento. B: microfotografia de un cultivo de
72 h tratado con 200 uM de testosterona. C: microfotografia de un cultivo de 72 h

tratado con 200 uM de DHT. X600.
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6.3.1 Cuantificacion de proteinas
Al realizar la cuantificacién de proteinas de los cultivos de 72 hrs. después de
la aplicacion de los androgenos, se observé que las dosis de 10 y 50 uM de
testosterona aumentan ligera, aunque significativamente las proteinas del ‘cultivo con
respecto al control. La dosis de 100 uM no tuvo ningin efecto y la dosis de 200 uM
produjo un decremento del contenido de proteinas totales del cultivo. Con respecto al
efecto de la dihidrotestosterona se observd que a partir de la dosis de 50 yM produce
una disminucién significativa de la cantidad de proteinas totales del cultivo (Figura

16).
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Figura 16. Efecto de la aplicacién de andrégenos sobre la concentracién total de
proteinas del cultive. C (0) muestra el grupo control que no recibio tratamiento. Los

datos son el promedio de 4 experimentos + E.S. *P < 0.05; ***P < 0.001.
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7. DISCUSION

En el presente trabajo se logré, por primera vez, obtener un cultivo de células
aisladas de la bolsa de Fabricius de embrién de pollo. En el referido cultivo fue
posible observar la presencia de dos diferentes tipos celulares: células de tipo
epitelial y células fibroblastoides. Como se mencioné en resultados, las células de
tipo epitelial se presentan como acimulos rodeados de células de apariencia
fibroblastoide. El hecho de que los acamulos fueran positivos a la tincién de PAS
sugiere su naturaleza epitelial (Wekerle et al,, 1973; Loof F., 1979). Seria necesario
realizar tinciones con anticuerpos especificos para poder distinguir los diferentes
tipos de células epiteliales. Las células de tipo fibroblastico rodean a estos acamulos
en una relacion mesénquima-epitelio tipica.

Otros autores (Eerola E., 1980; Boyd et al., 1983) han desarrollado cultivos de
organo de bursa de animal adulto, en especifico del epitelio bursal para estudiar el
papel de éste en la diferenciacion de los linfocitos B. El cultivo de células aisladas
que se presenta en este trabajo es un buen modelo para estudiar la interaccion entre
las poblaciones celulares epiteliales y fibroblasticas que la componen. Por otro lado,
permite hacer cocultivos con otro tipo de células como las de Leydig, para observar
su crecimiento en presencia de estas células. También es posible el estudio de los

efectos directos de hormonas y otros factores de interés en el desarrollo de la bursa.
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En este trabajo se evaluaron distintos tipos de sustratos para el cultivo. La
utilizacién de cajas de Petri calidad cultivo de tejido permitié el desarrollo de los
acumulos de tipo epitelial y de la poblacion de tipo fibroblastico, la; cuales se
desarrollaron en buenas condiciones a pesar de la falta de sustratos adicionales. Se
utilizaron asimismo otros sustratos con la intencién de observar si el desarrollo del
cultivo sufria alguna modificacion. Un sustrato de poli-l-lisina permite un buen
anclaje de las células a la superficie de la caja cubierta con este sustrato (McKeehan
W.L. y Ham R.G., 1976), en nuestro caso no presentd ventaja en comparacion con la
caja sin sustrato o con colagena, ya que el crecimiento de las dos poblaciones
celulares presentes en el cultivo fue menor.

En cambio, en presencia de colagena, que es el principal componente de la
matriz extracelular y que ha probado ser mejor sustrato que el vidrio y el plastico para
el crecimiento y diferenciacién de algunas células, particularmente epiteliales y
neuronas (Maurer, HR., 1989) hubo un excelente desarrollo. En la poblacion
epitelial, desde el inicio del cultivo y también a las 72 hrs. se observaron grandes
acimulos de células de tipo epitelial expandidos sobre el sustrato. Dado que,
probablemente la coldgena también estimulé el desarrollo de la poblacion de

fibroblastos, los aciimulos de células de tipo epitelial no se desprendieron atin a las
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72 h de cultivo. Estos datos indican que para cultivos prolongados es conveniente la
utilizacién de un sustrato de coldgena.

Con base en las observaciones temporales del desarrollo del cultivo y a las
caracteristicas del mismo sobre los sustratos utilizados, se opt6, finalmente para los
experimentos con andrégeno, por la utilizacién de cultivos de 24 hes. Esta decision se
tomo porque en este tiempo los actimulos de células de tipo epitelial se encuentran
bien establecidos y el crecimiento de las células de tipo fibroblastico es minimo.
Dado que en estos experimentos las observaciones del efecto de andrégenos se
realizaron hasta las 72 h después de la aplicacion de éstos, se evitdé asi que la
proliferacion del tipo fibroblastico influyera demasiado en los resultados. Asimismo
se optd por la utilizacién de las cajas de Petri calidad cultivo de tejido, ya que en
este tiempo no hubo diferencias evidentes entre las mismas sin sustratos adicionales y
aquellas recubiertas de colagena.

Para la histogénesis de la bursa de Fabricius y la diferenciacién de los
linfocitos B en la misma, es importante la interaccién entre sus componentes
epiteliales y mesenquimatosos (Le Douarin et al., 1975; Houssaint et al., 1976). Por
otro lado, se ha observado que los androgenos juegan un papel importante en el
desarrollo de la bursa. Por tanto en el presente trabajo se estudio el efecto de la

testosterona y la DHT en un modelo in vitro de cultivo en monocapa con el objeto
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investigar si estos androgenos producian cambios morfolégicos en las dos
poblaciones celulares identificadas.

En cuanto al efecto de la administracion de la testosterona se observé que la
dosis de 200 uM fue la que provocd cambios morfolégicos evidentes asi como una
disminucién en el mimero de células. Esto pudo deberse a que a dicha concentracién
1a testosterona provocd muerte celular o favorecio el que las células se desprendieran
del sustrato. Estos datos concuerdan con los resultados obtenidos in ovo por Norton
y Wira (1977) en donde al administrar propionato de testosterona y progesterona en
altas dosis se inhibia el crecimiento de la bursa estimado como peso de la misma.
De hecho Rao (1962) informé que la administracion de testosterona tenia un efecto
negativo sobre la tasa mitotica del epitelio bursal. Por otro lado, 1a admistracién de las
concentraciones de 10 y 50 mM aparentemente no tuvieron efecto sobre la
morfologia y el mimero de células.

En coincidencia con los resultados reportados in ovo por Aspinall et al. (1961),
adonde estudiando el efecto de varios esteroides sobre el desarrollo de la bursa se
encontré que la DHT era el esteroide que inhibia mas potentemente el crecimiento de
Ja misma, en nuestro modelo la DHT provocd cambios morfologicos y disminucion
en el numero de células. Estos resultados sugieren que la alteracion de las

poblaciones celulares del cultivo. causadas por la DHT o testosterona en dosis altas,
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que posiblemente corresponden a los componentes epiteliales y mesenquimatosos de
la bursa, no permitifan i/ vivo una histogénesis normal de la misma y
consecuentemente la infiltracién de las células madres hematopoyéticas. En este
sentido, Le Douarin et al. (1980) encontraron en sus experimentos con quimeras de
tejido endodermal y mesenquimal que sdlo el tratamiento con testosterona del tejido
endodennal no permitia la histogénesis normal de la bursa de Fabricius.

En cuanto al efecto de estos androgenos en el contenido total de proteinas del
cultivo se observo un efecto trofico modesto aunque significativo de la testosterona a
las concentraciones mas bajas utilizadas (10 y 50 uM) en este estudio. Este efecto
inductor de la acumulaciéon de proteinas celulares ha sido reportado clasicamente
como un resultado de los efectos transcripcionales de los andrégenos (Tresguerres,
1992). En cambio con la concentracion de 200 uM se vié una significativa
disminucién de las proteinas totales del cultivo, asimismo la mayoria de las
concentraciones de DHT provocaron una disminucién significativa del contenido total
de proteinas del cultivo. Estos datos podrian deberse a varias causas, por ejemplo,
inhibicién de proliferacion celular (Rao, 1962).

En resumen el presente trabajo permitié obtener por primera vez un cultivo en

monocapa de células de la bursa de Fabricius del embrion de pollo. Este modelo
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resultd ser adecuado para el estudio directo del efecto de andrégenos sobre las

diferentes poblaciones celulares de dicho érgano.
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8. CONCLUSIONES

-Se desarrollé por primera vez un cultivo de células aisladas de la bursa de Fabricius
de embri6én de pollo.

-En el cultivo de células aisladas de bursa de Fabricius fue posible identificar por
medio de la técnica de PAS dos poblaciones celulares: una de tipo epitelial (PAS +) y
otra de tipo fibroblastico (PAS -).

-Los sustratos donde mejor se desarrollaron las células de la bursa fueron la caja de
Petri calidad cultivo de tejido sin ningln tratamiento adicional, y el coldgeno.

-Para cultivos mas prolongados funcion6 mejor el colageno.

-Los dos andrégenos utilizados en este estudio, la testosterona y la DHT, provocaron
cambios morfolégicos en las dos poblaciones celulares identificadas en el cultivo.

-El efecto de las concentraciones bajas de testosterona fue aumentar el contenido total
de proteinas del cultivo, mientras que las concentraciones altas lo disminuyeron.

-El efecto de la aplicaciéon de la dihidrotestosterona en todas las concentraciones
ensayadas en el presente estudio fue disminuir el contenido total de proteinas del

cultivo.
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