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l. INTRODUCCION 

1.1 SISTEMA INMUNE 

Un organismo (vertebredo) se protege contra los microorganismos y 

componentes extraños ajenos a su cuerpo por medio de diferentes mecanismos (Tabla 

1 ), los cuales incluyen las barreras fisicas, las células fagocíticas y los eosinófilos de 

la sangre y de los tejidos, una subpoblación 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 extraño y que, de esta manera, el individuo pueda defenderse. Todos 

estos mecanismos están presentes en el cuerpo y antes de la primera exposición a los 

microorganismos infecciosos u otras macromoléculas extrañas, no aumentan por tales 

exposiciones y no discriminan entre la mayor parte de las sustancias extrañas: son los 

componentes de la inmunidad natural. Otros mecanismos de defensa son inducidos 

o estimulados por la exposición a sustancias extrañas, son específicos para distintas 

macromoléculas y aumentan en magnitud y capacidad defensiva con cada exposición 

sucesiva a tma macromolécula en particular: estos mecanismos constituyen la 

inmunidad adquirida o específica. 

Las sustancias eKtrafias que inducen una inmunidad específica se llaman antígenos. 
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Natural Especifica 
(adquirida) 

Barreras Piel, mucosas. Sistemas inmunitarios cutá-
Fisicoquimicas. neo y mucoso; anticuerpos 

en las secreciones mucosas. 
Moléculas Complemento. Anticuerpos. 
Circulantes. 
Células. Fagocitos (macrófagos,neu- Linfocitos. 

trófilos),células destructoras 
naturales. 

Mediadores Citocinas derivadas de ma- Citocinas derivadas de linfa-
solubles activos crófagos: interferones a y 13, citos: interferón y 
en otras células. factor de necrosis tumoral 

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

1.1.1 Tipos de Inmunidad Especifica 

Las respuestas inmunitarias específicas se clasifican en dos tipos, en función de 

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

1. La inmunidad humoral está mediada por los linfocitos B que responden a 

antígenos extraños transformándose 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 destrucción. Pueden transferirse a individuos que no han sido 
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expuestos al antígeno (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, 

está mediada por células llamadas linfocitos T que activan a los macrófagos 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 
1 

INMUNIDAD MEDIADA POR CELULAS 

- [!] @ 
ANTIGENO -- - Microorganismos Microorganismos 

intracelulares intracelulares 
Bacteria cxtracelular en el macrófago duplicandose 

LINFOCITOS ~ ~ + RESPONDEDORES 

LINFOC!TOB LlNFOC!TOT LlNFOCITOT 

Anticuerpo 

[!] secretado , -- ' MECANISMOS k JP I 1 

EFECTORES r=,_ \ I 

' - ~ 

Eliminación de Activación del macrófago, Lisis de la célula 
las bacterias ._. muerte del microorganisino infectada 

TRANSFERIDO Suero (anticuerpos) Linfocitos Linfocitos POR: 

Figura 1. Formas de Inmunidad Específica (tomado de Abbas A.K. et al. 1995.). 



1.1.2 Fases de la Respuesta Inmune E$J11!c(f"1ea 

Todas las respuestas inmunes se inician con el reconocimiento de los antígenos 

extraños. Esto conduce a la activación de los linfocitos que reconocen 

especificamente el antígeno, y culmina en el desarrollo de mecanismos que median el 

efecto fisiológico de la respuesta, principalmente la eliminación del antígeno. Por lo 

tanto, esta respuesta puede dividirse en: Fase de reconocimiento, que consiste en la 

unión de los antígenos extrafios a los receptores específicos situados sobre los 

linfocitos maduros; Fase de activación, que es la secuencia de acontecimientos 

inducida en los linfocitos como consecuencia del reconocimiento del antígeno 

especifico. Todos los linfocitos sufren dos importantes cambios en respuesta a los 

antígenos: primero proliferan, lo que lleva a la expansión de los clones de linfocitos 

especificos para el antígeno y a la amplificación de la respuesta protectora y segundo 

los linfocitos se transforman desde células cuya función básica es de reconocimiento a 

células que actúan eliminando antígenos extraños y por último la) Fase efectora, que 

es la fuse donde los linfocitos (denominados efectores) que han sido activados de 

forma especifica por los antígenos realizan las funciones que llevan a su eliminación. 

Muchas funciones efctoras precisan la participación 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 
RECONOCIMIENTO 

FASE DE 
ACTIVACION 

FASE EFEcrORA 

·-·~ 
~+ + ELIMINACION 

~ _..,. _... DE BACTERIAS ....... 
Uo<oo•• /t +-+ :;::: .. 

PROLIFERACION DIFERENCIACION 

Figwa2. Fases de la Respuesta Específica (tomado de Abbas, A.K.et al. 1995.) 

1.1.3 Células del sistema in11111ne 

5 

Las células del sistema inmunológico están presentes normalmente como 

células circulantes en la sangre y linfa, como grupos anatómicamente 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 específica a 

los antígenos extraños. Sin embargo, las fases de reconocimiento y de activación de la 

respuesta innnme dependen de células linfoides, llamadas células accesorias, como 
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las células dendríticas, etc. La activación de los linfocitos conduce a la generación 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 sanguíneas, los linfocitos se originan en la médula ósea. 

En las fases iniciales de su desarrollo, Jos linfocitos no producen receptores de 

superficie para Jos antígenos y, por lo tanto, no responden frente a los mismos. A 

medida que maduran, comienzan a expresar receptores a antígenos, se convierten en 

células capaces de responder a Ja estimulación 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 as! porque en las aves se vió, inicialmente. que 

maduraban en un órgano denominado bursa de Fabricius. En los mamíferos no hay 

un equivalente anatómico de esta bolsa, y los primeros estadios de maduración 

de Ja célula B octUTCn en la médula ósea. Durante la vida embrionaria de los 

mamfferos las células B emergen del bazo y del lúgado y en los adultos, Ja médula 

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

timo (Figura 3). 

Hígado~ 

Lóbulo~~ del 1 ••··•• 

Timo !:Jl' 
Balsa de Fabricius 

oseo 
Baza 

Figw-a 3. Sitios de Formación de los Linfocitos (tomado de Paul, W.E. 1993.) 

Los linfocitos B son las únicas células capaces de producir anticuerpos. Los 

receptores para antígeno de los linfocitos B son formas de anticuerpos w1idas a la 

membrana. La interacción de los antígenos con estos anticuerpos de membrana 

iniciala secuencia de activación 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 maduración ocWTe en el 

timo. Se dividen, a su vez, en subpoblaciones funcionalmente distintas, siendo las 

mejor definidas las células T cooperadoras (CD4) 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 estimulación antigénica, las células T cooperadoras 

secretan factores llamados citocinas, cuya función es promover la proliferación y 

diferenciación de las células T, así como de otras células, incluidas las células B y 

los macrófagos. Los linfocitos T citoliticos lisan a las células que producen 

antígenos extraños, como aquellas infectadas por virus y microorganismos 

intracelulares. 

Otro tipo importante de linfocitos está constituido por las células 

destructoras naturales (Natural killer), que no expresan marcadores de células 

T ni B y son linfocitos grandes con numerosos gránulos citoplasmáticos capaces de 

lisar diferentes células tumorales o infectadas por virus, sin una estimulación 

antigénica clara (Figura 4). 



FASE EFECTORA 

LINFOCITO O 

-y-
={: Secreción de anticuerpos 

-A· 
Activación 

1 LINFOCITO T COOrERADOR 1 (proliferación 
y dffercneiodón) 
de Jinfoc itos T Y ll .. 

+ !l . •. Activación +1!=:+i ::-
por la ~lula accesoria · 

1 LINFOCITO T CITOLITICO (LTC) 1 

~lula diana 
expresando el antlgcno 

l CELULA AGRESORA NATURAL (NK) 1 

+oo-
Cllula diana 

LISIS DELA 
CELUUt. BLANCA 

Figura 4. Clases de Linfocitos (tomado de Abbas, AK., et al. 1995.) 

9 
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1.1.4 RelaciiJn Ne11roinmunoendocrina 

En los últimos afias, el interés sobre la función del sistema inmune se ha 

incrementado. Se ha hecho evidente que el sistema inmune interactúa con la gran 

mayoría, si no es que con todos los sistemas del cuerpo (Figura 5). El sistema 

inmune, al igual que el sistema nervioso y el endocrino, juegan un papel importante en 

la adaptación biológica, contribuyendo al mantenimiento de la homeostasis y al 

establecimiento de la integridad corporal. Su función es eliminar a los patógenos que 

provocan daños en el huésped. Por otro lado, es crucial para el organismo que exista 

una modulación fina del sistema inmune, ya que una respuesta no controlada puede 

conducir a enfermedades autoinmunes, alergias, hipersensibilidad y anafilaxis, 

mientras que su supresión puede facilitar el ataque de enfermedades infecciosas 

oportunistas y procesos neoplásicos 
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Figura 5. Interacción Neuroirununoendocrina (tomado de Grossman C.J. et al.1991. 
~ = estradiol, T = testosterona, GnRH = hormona liberadora de gonadotropinas, 
CRF = fuctor liberador de corticotropinas, LH = hormona luteinizante, IL-1 
interleucina l, ACTH = hormona adrenocorticotrópica, B4 = timosina 134, Fs = 
fracción 5 de timosina. 
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1.2 BURSA. DE FABRICIUS 

La bursa de Fabricius fue descrita por Hieronymus Fabricius en 1621, es nn 

órgano inmunológico linfoepitelial presente en las aves, responsable de la producción 

de anticuerpos hwnorales (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 está conectada a la luz del intestino (Fig 6). 

lnleatJno 
a,,,,..º 

l 
Oon.•I 

Figura 6. Esquema de un corte longitudinal de la cloaca (tomado de Marshall AJ., 

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 hwnoral en las aves. Cuando ellos 

removían la bursa durante la primera semana de desarrollo se producía una 

disminución o eliminación en la producción de anticuerpos contra Salmonella 

typhimurium. En 1960, Mueller y col. confinnaron 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 endodérmico, 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 nidación de las células hemopoyéticas con 

la consiguiente formación de los folículos linfoides caracterlsticos de la bursa (Le 

Douarin and Houssaint, 1975; Houssainl et al, 1976). 

La superficie lwninal de la bursa presenta ownerosos pliegues en los cuales se 

encuentran los folículos bursales. La superficie de estos pliegues presenta dos tipos 

distintos de células epiteliales: el epitelio folicular, el cual recubre los folículo 



14 

bursales, y el epitelio interfolicular que está densamente cubierto de 

microvellosidades. 

En el epitelio folicular se pueden identificar dos unidades moñológicamente 

separadas: una unidad linfocltica medular, aislada de los elementos del tejido 

vascular y conjuntivo, en contacto con el lwnen de la bursa y una llllidad 

extramedular que posee los tejidos remanentes de la bursa, incluyendo los canales 

vasculares. Se ha propuesto que solamente la unidad linfocítica medular es la que 

tiene capacidad endocrina. También se ha calculado que la bursa del pollo posee 

entre 8,000 y 12,000 folículos. 

1.2.2 DESARROLLO 

El desarrollo de la bursa se puede dividir en tres etapas: l) la formación del 

precursor de la bursa, 2) la fonnación de los folículos linfoides y 3) la maduración de 

los folículos. 

A los 4-S días de incubación de los embriones de pollo aparece el precursor de 

la bursa, como un grupo de vesículas en el mesénquima, las cuales se ubican entre la 

membrana urodeal ininterrumpida y el epitelio cloacal. Las vesículas gradualmente se 

unen y la cavidad formada se comunica con la cavidad cloacal, aproximadamente a 

los 10 días. Alrededor del día 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, Ja cual se rodea por una 

membrana basal. 

Algunos autores han observado que la infiltración de las primeras células 

lirüoides en los brotes epiteliales se presenta alrededor de los 9-10 días de desarrollo 

prenatal (Edwards et al, 1975), núentras que otros han reportado que es a partir de los 

13-14 días (Eerola, 1980). En el momento de la eclosión aparecen células linfoides en 

el tejido mesenquimatoso que rodea a los folículos, 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 diferenciación de los 

folículos es algo controversia!. De acuerdo a Jolly (1915), éstas derivan de la 

transformación de células mesenquimatosas, las cuales invaden el endodermo y alú 

se diferencian en linfocitos. En contraste, Retterer (1885) sugirió un origen 

endodermal de las células hemopoyéticas bursales (Houssaint et al., 1976). Otros 

autores han propuesto que una gran proporción de los linfocitos bursales derivan 

directamente de la transfonnación de las células epiteliales alineadas en la superficie 

de la btu'sa (Ackerman, 1962: Ackennan y Knouff, 1963). 



16 

Las evidencias dadas por Moore y Owen (1966) empleando cromosomas 

marcados para seguir la migración celular en el desarrollo del sistema hematopoyético 

en embriones de pollo, jwtto con las evidencias dadas por Ortega et al. (1965), 

Edwards et al. (1975) y los estudios con quimeras interespeclficas de Houssaint et al. 

(1976) han demostrado que antes de que ocurra la transformación linfoide del 

rudimento bursal, células grandes indiferenciadas con citoplasma basófilo aparecen en 

los vasos sanguíneos y en el mesénquima. Posteriormente, células similares las cuales 

han sido consideradas como progenitoras de la población linfoide se localizan en el 

epitelio. 

1.2.3 CRECIMIENTO 

La bursa crece rápidamente durante las primeras tres semanas después de la 

eclosión, entre la 3ª y 8ª semana continua creciendo aunque con un ritmo menor que 

el crecimiento corporal. Al final de la 8ª semana se inicia un proceso de regresión. La 

regresión de la bursa puede seguir al periodo de crecimiento rápido o puede estar 

precedido por un periodo de reposo, pero siempre ocurre antes de los 4 meses de 

edad (dependiendo de la raz.a de ave con la que se trabaje)(Glick, 1980). 
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1.2.4 RELACION CON TEST/CULOS 

Existe wia relación muy estrecha entre el crecimiento de la bursa y el 

crecimiento del testículo. En pollos de poca edad (5-8 semanas) el crecimiento de la 

bursa es mucho más rápido que el del testículo, de hecho durante estas primeras ocho 

semanas el testículo crece muy lentamente. Posterionnente, a medida que la bursa 

comienza a involucionar, se observa que el tamafto del testículo se incrementa 

rápidamente, presenta wi crecimiento acelerado a partir de la octava semana que 

continua hasta la semana 23. Es decir, existe una relación directa entre la involución 

de la bursa y la madurez sexual (Glick, 1956, 1960a; Wolfe et al., 1962). Esto 

pennitíó sugerir que dicho órgano se encuentra bajo control hormonal y para 

comprobarlo se llevaron a cabo diferentes estudios sobre el efecto de hormonas 

esteroideas sobre el desarrollo de la bursa. 

Se observó que la inyección de altas dosis de andrógenos a aves jóvenes 

inducia una considerable reducción de la bursa de Fabricius (Kirkpatrick y Andrews, 

1944; Glick, 1955). La inyección de testosterona en huevos de 5 dias de incubación 

provocó una completa ausencia de la bursa en animales recién eclosionados 

(Meyer et al., 1959; Glick, 1964). Además, se ha observado que la administración de 

andrógenos durante la formación de folículos en el epitelio (11-12 dias de incubación) 

detiene la evolución 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 días y el epitelio bursal regresa a wt estado 

de indiferenciación, consecuentemente la bursectomia hormonal da como resultado 

una severa inmunodeficiencia., caracterizada por wta ausencia de producción 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 andrógenos está presente durante todas las etapas de la ontogenia bursal. 

A partir de estos estudios surgió la pregunta de cómo los andrógenos podían 

inlubir el desarrollo bursal. Se ha obsevado que las interacciones celulares entre los 

componentes epiteliales y rnesenquimatosas de la bursa condicionan la formación 

de foliculos y la colonización por las células madre, ambos procesos necesarios para 

la diferenciación de los linfocitos (Le Douarin y Houssaint., 1974; Houssaint et al., 

1976). En 1980, Le Douarin et al., haciendo experimentos de combinación de tejidos 

entre endodermo tratado con testosterona y mesénquima normal y viceversa., 

demostraron que los andrógenos daftan irreversiblemente el epitelio bursal y ésto 

provoca que no haya formación de foUculos. Esto ocurre aún si se encuentra asociado 

al mesénquima bursal no tratado. Por el contrario, la asociación de mesénquima 

tratado con testosterona con endodermo normal resulta en una histogénesis bursal 

nonnal. 
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Por otro lado, se ha obseivado que la respuesta de la bursa a las hormonas 

sexuales depende en gran medida de la dosis de hormona adnúnistrada; por ejemplo, 

se ha obseivado que el propionato de testosterona y la progesterona adnúnistrados en 

altas dosis inhiben el desarrollo de la bursa, mientras que pequeñas dosis similares a 

los niveles embrionarios, tienen nn efecto estimulatorio (Norton y Wira, 1977). 

Por determinaciones bioquímicas 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 andrógenos en las células 

endodermales y mesenquimatosas de la bursa; Aranyi y Naray (1980) caracterizaron 

los receptores a glucocorticoides. Por otro lado, se han localizado por 

autorradiogr.úia sitios de w:iión para andrógenos y estrógenos en secciones 

congeladas de bursa embriónaria de 15 días (Gasc et al., 1979). También se han 

caracterizado bioquírnicamente e inmunocitoquímicamente receptores a progesterona 

(Ylikomi et al., 1985; Ylikomi, 1986). 

La bursectomla realizada en embriones de pollo en las primeras horas del 

desarrollo (68 hrs. de incubación) provoca cambios en el funcionamiento y 

morfología del testículo y la suprarrenal (Pedemera et al., 1980; Aguilar et al., 

1981 ), observándose un significativo incremento en el porcentaje de células de 

Leydig maduras y aumento correlativo de la secreción de testosterona in vitro a los 
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17 días de vida embrionaria y en el momento del nacimiento. Utilizando un modelo in 

vitro se demostró que un factor soluble segregado por la bursa inhibe la respuesta 

estimulante de la gonadotropina coriónica sobre la secreción de testosterona del 

testículo de pollo recién nacido, pero no afectó su secreción basal de testosterona 

(Romano et al., 1981). Por otro lado, King et al. (1985) observaron que un factor 

bursal es capaz de inhibir la producción de testosterona inducida por hCG en 

testículos 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 fisiología y morfología. Estas 

investigaciones han permitido establecer la estrecha relación que existe entre su 

desarrollo y el de las gónadas, en particular con los testículos, ya que la 

administración temprana de andrógenos impide su desarrollo. Se han 

caracterizado receptores para testosterona en las células mesenquimatosas y 

receptores para testosterona, estrógenos, 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 andrógenos dafian irreversiblemente el epitelio bursal. Con base 

en ésto nos propusimos desarrollar un cultivo de células aisladas de bursa de 

Fabricius de embrión de pollo como un modelo para estudiar in vitro los efectos 

de andrógenos. 

Un modelo de este tipo, podria aportar información sobre el 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 podrían cultivarse en monocapa. Este 

sistema aislado nos permitirla investigar el efecto de hormonas y factores sin la 

participación de sustancias endógenas provenientes de otros tejidos del organismo 

completo. 

Dado que se han identificado receptores a andrógenos en las diferentes 

poblaciones celulares de la bursa de Fabricius y que la aplicación de éstos 

modifican el desarrollo de la misma, se espera que la presencia de diferentes 

andrógenos en el medio de cultivo de las poblaciones celulares produzca 

alteraciones moñológicas que indicarlan un efecto directo de estas hormonas 

sobre las células de la bursa. 
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4.0WETIVOS 

4.1 OBJETIVO GENERAL 

• Establecer y caracterizar un cultivo primario de células provenientes de la bursa de 

Fabricius de embriones de pollo de 15 dlas de edad. 

• Estudiar en cultivo el efecto de andrógenos 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: plástico, colágena y poli-1-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 concentración de 

proteínas totales de cultivos de células de la bursa de Fabricius. 
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5.. METOIX>LOGIA 

5.1 CULTIVO PRIMARIO DE CELULASDE BURSA DE FABRICIUS 

Se utilizaron embriones de pollo de la raza Rhode-Island de 15-16 días de 

incubación, los cuales fueron decapitados para proceder inmediatamente a la 

disección de la bursa (figura 7). 

Disección de la Duna: se practicó una incisión en la región ventral del 

abdomen del embrión, sacando hacia los lados las vísceras para dejar al descubierto 

la parte distal del intestino grueso, el cual se cortó un tercio antes de que terminara, 

levantándose hacia adelante para que la bursa quedara expuesta. Se extrajo la bursa, 

colocándose en solución salina estéril libre de Ca2+ y Mg2+ para eliminar Jos restos de 

tejido conjuntivo que la rodea. Posteriormente se seccionó en pequeftos fragmentos y 

se lavó dos veces con solución estéril salina libre de Ca2+ y Mg2+. 

Disociación Enzim,tico-Mednica: Los fragmentos de bursa se colocaron en 

una solución de tripsina (GIBCO, EEUU) al 0.25% a raz.ón de 2 mi por bursa 

utilizada. Se incubaron en un baño a temperatura constante (Dubnoff, EEUU) 

durante 25 min a 37 ºC con agitación constante de 90 ciclos por minuto. Al final del 

Jl!lrlodo de incubación las fracciones de tejido se lavaron dos veces con solución 

salina estéril libre de Ca2+ y Mg2+ y se resuspendieron en medio Eagle modificado por 

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

Fabricius. 
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bovino (SBF) (GIBCO, EEUU) y 0.1% de wra solución de antibióticos (penicilina 

10,000 U/mi y estreptomicina 10,000 U/mi; GIBCO, EEUU), a razón de 1.5 mi por 

bursa. A continuación se procedió a realizar la disociacióm mecánica, pasando los 

fragmentos a través de \Dla pipeta Pasteur flameada a la cual se le había reducido el 

diámetro de entrada. Para eliminar los acúmulos de células no disociadas y tejido 

conjuntivo, la suspensión celular se filtró a través de una malla fina de nylon. Se 

detenninó la viabilidad por la técnica de exclusión celular de azul Tripano (Sigma. 

Chemical Co., EEUU). La suspensión se ajustó a lxl06 células vivas/mi de medio. 

Incubación de la Suspensión Celular: Las células dispersas se sembraron en 

cajas de Petri calidad cultivo de tejido (35mm de diámetro; NUNCLON, Denmark) a 

razón de 2 ml/caja y se incubaron a 37ºC en un ambiente de 5% de C02 y 95% de 

aire. El DMEM se cambió diariamente. 

5.2 SUSTRATOS 

Se usaron 2 diferentes tipos de sustratos sobre las cajas de Petri calidad cultivo 

de tejido para observar en cuál de ellos crecian mejor las células y compararlos con 

respecto al crecimiento celular sobre la caja de Petri sin ningún sustrato: 
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a) Colágena Tipo 1 (2 mg/ml, obtenida de tendones de cola de rata por el 

método del ácido acético; Methods of Enzimology, Vol. LVII): se aplicó 

uniformemente por medio de hisopos de algodón sobre el fondo de la caja de petri y 

se esteriliz.6 durante 112 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 agregó 1 mi de 

una solución esterilizada a la caja de Petri y se dejó durante 24 horas a temperatura 

ambiente. Al final se desechó la solución y se lavó 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 j3-ol-3-one) (Sigma Chemical Co., EEUU) 

b) Dihidrotestosterona (Sa-androstan-17 j3-ol-3-one) (Sigma Chemical Co., EEUU) 

Se probaron distintas concentraciones de las hormonas, para lo cual se 

hicieron soluciones concentradas de cada una en etanol absoluto (Merck, 

EEUU). El cultivo celular se incubó durante 24 horas sin aplicación de las 

hormonas, para pennitir que en este lapso las células se adhirieran al sustrato de la 
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caja y comenz.aran a fonnar acúmulos. Posteriormente, el cultivo se dividió en dos 

lotes, uno testigo y el otro experimental. El lote testigo a su vez se subdividió en dos, 

uno se dejó desarroUar sin ai\adirle nada (control) y al otro se le agregó 10 ul de 

etanol absoluto para controlar el efecto del vehículo utilizado en la dilución de las 

hormonas utilizadas (control-vehículo). 

A los lotes experimentales se les agregó JO ul de las diferentes concentraciones 

de las hormonas (10, 50, 100 y 200 µM). Todos los lotes se incubaron dlU"311te 48 

horas en las condiciones antes mencionadas. 

Control de los Cultivos: Para observar el desarrollo de las células se utilizó un 

microscopio invertido Zeiss con óptica 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 teñidas 

con la técnica del ácido peryódico de Shiff (PAS), que pennite identificar a células 

epiteliales. Como un indice de crecimiento celular a otro lote de monocapas tanto 

control como experimental se les cuantificó el contenido de proteínas por la técnica 

de Lowry (Lowry et al, 1951 ). 
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5.4.ANAUSIS ESTADISTICO DE LOS DATOS 

El análisis estadlstico de los datos se realizó por medio de ANOVA y con la 

prueba de Twkey-Kramer. Utiliz.ando 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 fuse, se utilizaron cajas de petri 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 Fabricius a distintos tiempos de incubación. A las 24 h 

(microfotografia A) se observaron algunos acúmulos de células con apariencia 

epitelioide; alrededor de éstos se aprecian células alargadas con apariencia 

fibroblastoide organizadas en fonna laxa. En la microfotografia B se muestra Wl 

cultivo de 48 h de desarrollo, donde se observa que los acúmulos de células 

epitelioides han awnentado en tamafio y que las células de tipo fibroblastpide siguen 

agrupadas alrededor de los acúmulos. 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 cultivo presenta WI awnenlo en sus dimensiones (microfotografia C). 
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Figwa 8. A: Microfotografia que muestra la morfología de las células de la bursa de 

Fabricius a las 24 h de cultivo. B: Microfotografia de la morfología del cultivo a las 

48 h C: Microfotografia del cultivo a las 72 h, la flecha indica el sitio de proyección 

de células de tipo fibroblastoide en el acúmulo de las células de tipo epitelioide. 200X 
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La figura 9 muestra una microfotografia de w1 cultivo de 24 hrs. teñido con 

PAS. Las células que resultaron PAS positivas presentan forma poliédrica 

(epitelioide) y se organizan fonnando acúmulos. Cabe mencionar que las células 

epitelioides localizadas en la periferia de estos acúmulos presentaron una reacción de 

mayor intensidad al PAS. Las células de tipo fibroblástico no reacciom,rron con el 

PAS. 
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Figura 9. MicrofotOb'íafia de un cultivo de 24 h de células aisladas de bolsa de 

Fabricius, teñidas 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 plástico 

calidad cultivo son especialmente tratadas durante su manufactura para proporcionar 

lll1ll superficie hidrofilica, la cuál promueve tanto la adhesión como el crecimiento de 

las células cultivadas. Los polímeros básicos, como la poli-1-lisina, que proporcionan 

lll1ll superficie con cargas positivas mejoran tanto la adhesión como la tasa de 

proliferación de la mayoria de las células (McAteer y Douglas, 1979). La colágena, 

que es el principal componente de la matriz extracelular a la cual se adlúeren las 

células, ha sido frecuentemente utilizado para establecer cultivos primarios ya que la 

mayoría de las células epiteliales se adhieren más eficientemente a él que a otros 

sustratos de cultivo (Maurer, H.R., 1989). 

Después de observar el desarrollo de las células a diferentes tiempos sobre la 

caja de Petri calidad cultivo de tejido, sin adición de sustratos especiales, se utiliz.ó 

poli-1-lisina y colágena como sustratro con el fin de comparar ambas condiciones de 

cultivo. 

Sobre el sustrato de poli-1-lisina, a las 24 horas, se observó lll1ll menor cantidad 

de acúmulos celulares de tipo epitelioide. En términos generales, el tamaño de los 

acúmulos 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 W1 patrón de distnlmción muy semejante al observado en 

las cajas calidad cultivo (figwa IOAy 12A). 

A las 48 h de cultivo el patrón de crecimiento de las dos poblaciones celulares 

estudiadas fue similar en las dos condiciones de cultivo. (figura 1 OB y 128). 

En el cultivo de 72 h se observó que sobre la poli-1-lisina los acúmulos de 

células de tipo epitelioide dejaron de crecer y empezaron a desprenderse. El tamaño 

de los acúmulos fue similar al observado en el cultivo de 48 h, sobre este mismo 

sustrato. Contrariamente a lo observado en los cultivos con poli-1-lisina de 48 hrs. que 

no presentaron cambios en el tamaño de los acwnulos celulares, en los cultivos en 

caja calidad cultivo, de 72 horas si se observó W1 incremento en el tamaño de Jos 

acúmulos. 

Con respecto a la población de tipo fibroblastoide, ésta tuvo una menor 

proliferación sobre el sustrato de poli-1-lisina en comparación con la obser.vada en las 

cajas calidad cultivo, aunque el patrón de distribución fue sinúJar, es decir, proliferan 

entre los acúmulos y emiten proyecciones al interior de éstos (fig. 1 O C y 12C). 

El desarroUo del cultivo sobre el sustrato de colágena a las 24 h. fue muy 

similar al observado en las cajas calidad cultivo, es decir, se observaron acúmulos de 

células de tipo epitelioide bien extendidos, algwias de las células de tipo 
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fibroblastoide rodeaban a los acúmulos y otras se encontraban diseminadas en el resto 

del cultivo (fig. l IA y fig 12A). A las 48 hrs., los acúmulos de células de tipo 

epitelioide awnentaron de tamafto y la proliferación de las células fibroblastoides fue 

mayor. El patrón de crecimiento fue similar al observado sobre las cajas calidad 

cultivo en el mismo tiempo (fig. l IB 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 acúmulos empezaron a desprenderse, sobre la colágena los acúmulos se 

siguieron observando extendidos. Las células de tipo fibroblastoide proliferaron de 

manera similar en los dos tipos de substrato utilizados (fig. 11 C y l 2C}. 
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Figura IO. A: Microfotografia que muestra la morfología de las células de la bolsa de 

Fabricius cultivadas sobre llll sustrato de poli-1-lisina a las 24 h de cultivo. B y C: 

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

resa-:tivamente. X600. 
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Figura 11. A: Microfotografia que muestra la moñología de las células deº Ja bolsa de 

Fabricius cultivadas sobre wi sustrato de colágeno 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 morfología 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: Microfotografías en las mismas condiciones anteriores a las 48 y 72 h 

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

A las 24 horas de la aplicación de las hormonas, con ninguna de las cuatro 

dosis utilizadas (10, SO, 100 y 200 µM) se observaron cambios importantes en la 

mmfología 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 observó algún cambio evidente en la morfología de las 

poblaciones celulares del cultivo (figura 14 B). Fue hasta las 72 h y solamente con la 

dosis más alta (200 µM) que se observaron diferencias morfológicas. A ~ste tiempo 

los acúmulos celulares de tipo epitelioide empezaron a retraerse. Las células 

fibroblastoides presentaron un aspecto más alargado y su cantidad disnúnuyó 

notablemente (figura 15 B). 

Con respecto al tratamiento con dihidrotestosterona., se observó que a las 48 h 

de la aplicación de las diferentes dosis no se presentó un cambio morfológico 

evidente en las dos poblaciones celulares del cultivo (fig, 14C). Fue hasta las 72 y con 

una concentración de l 00 µM que se observaron cambios muy similares a los 

encontrados en los cultivos tratados con testosterona a una concentación de 200 µM. 

Por otro lado, con la concentración de 200 µM de DHT se observó disminución en el 

tamafto del acúmulo celular acompaftado de una mayor dispersión de las células 



epitelioides. Estos cambios en el patrón de organización celular también se 

observaron en la población de células de tipo fibroblástico (fig. ISC) 
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Figura 13. A: Microfotografia que muestra la morfología de un cultivo de células de 

bolsa de Fabricius de 24 h sin ningún tratamiento. B: microfotografia de un cultivo de 

24 h tratado con 200 µM de testosterona. C: microfotografia de un cultivo de 24 h 

tratado con 200 µM de DHf. X600. 
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Figura 14. A: Microfotografia que muestra la morfologia de Wl cultivo de células de 

bolsa de Fabricius de 48 h sin ningún tratamiento. B: microfotografia de un cultivo de 

48 h tratado con 200 µM de testosterona. C: microfotografia de un cultivo de 48 h 

tratado con 200 µM de DIIT. X600. 
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Figura 15. A: Microfotografia que IJIUCstra la molfologfa de un cultivo de células de 

bolsa de Fabricius de 72 h sin ningún tratamiento. B: microfotografia de un cultivo de 

72 h tratado con 200 µM de testo!taona. C: microfotografia de un cultivo de 72 h 

tratado con 200 µM de DJIT. X600. 
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6.3.1 Clllllllflicoción tk /l'olelnas 

Al realizar la cuantificación de proteínas de los cultivos de 72 hrs. después de 

la aplicación de los andrógenos, se observó que las dosis de 10 y SO µM de 

testosterona aumentan ligera, aunque significativamente las proteinas del "cultivo con 

respecto al control. La dosis de l 00 µM no tuvo ningún efecto y la dosis de 200 µM 

produjo un decremento del contenido de proteínas totales del cultivo. Con respecto al 

efecto de la dihidrotestosterona se observó que a partir de la dosis de SO µM produce 

una disminución significativa de la cantidad de proteinas totales del cultivo (Figura 

16). 
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Figura 16. Efecto de la apliaición de andrógenos sobre la concentración total de 

proteinas dd cultivo. C (o) muestra el giupo 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 logró, por primera vez, obtener Wl cultivo de células 

aisladas de la bolsa de Fabricius de embrión 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 mencionó en resultados, las células de 

tipo epitelial se presentan como acúmulos rodeados de células de apariencia 

fibroblastoide. El hecho de que los acúmulos fueran positivos a la tinción de PAS 

sugiere su naturaleza epitelial (Wekerle et al., 1973; LoofF., 1979). Seria necesario 

realizar tinciones con anticuerpos especificas para poder distinguir los diferentes 

tipos de células epiteliales. Las células de tipo fibroblástico rodean a estos acúmulos 

en una relación mesénquima-epitelio típica. 

Otros autores (Eerola E., 1980; Boyd et al., 1983) han desarrollado cultivos de 

órgano de bursa de animal adulto, en especifico del epitelio bursal para estudiar el 

papel de éste en la diferenciación de los linfocitos B. El cultivo de células aisladas 

que se presenta en este trabajo es Wl buen modelo para estudiar la interacción entre 

las poblaciones celulares epiteliales y fibroblásticas que la componen. Por otro lado, 

pemúte 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 

utilización de cajas de Petri calidad cultivo de tejido permitió el desarrollo de los 

acúmulos de tipo epitelial y de la población de tipo fibroblástico, las cuales se 

desarrollaron en buenas condiciones a pesar de la fulta de sustratos adicionales. Se 

utilizaron asimismo otros sustratos con la intención de observar si el desarrollo del 

cultivo sufiia alguna modificación. Un sustrato de poli-1-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 presentó ventaja en comparación con la 

caja sin sustrato o con colágena, ya que el crecimiento de las dos poblaciones 

celulares presentes en el cultivo fue menor. 

En cambio, en presencia de colágena, que es el principal componente de la 

matriz extracelular y que ha probado ser mejor sustrato que el vidrio y el plástico para 

el crecimiento y diferenciación de algunas células, particularmente epiteliales y 

neuronas (Maurer, H.R., 1989) hubo un excelente desarrollo. En la población 

epitelial, desde el inicio del cultivo y también a las 72 hrs. se observaron grandes 

acúmulos de células de tipo epitelial expandidos sobre el sustrato. Dado que, 

probablemente la colágena también estimuló el desarrollo de la población de 

fibroblastos, los acúmulos de células de tipo epitelial no se desprendieron aún a las 
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72 h de cultivo. Estos datos indican que para cultivos prolongados es conveniente la 

utilización de un sustrato de colágena. 

Con base en las obsei:vaciones temporales del desarrollo del cultivo y a las 

caracterlsticas del mismo sobre los sustratos utilizados, se optó, finalmente para los 

experimentos con andrógeno, por la utilización de cultivos de 24 hrs. Esta decisión se 

tomó porque en este tiempo los acúmulos de células de tipo epitelial se encuentran 

bien establecidos y el crecimiento de las células de tipo fibroblástico es minimo. 

Dado que en estos experimentos las observaciones del efecto de andrógenos se 

realizaron hasta las 72 h después de la aplicación de éstos, se evitó así que la 

proliferación del tipo fibroblástico influyera demasiado en los resultados. Asimismo 

se optó por la utilización 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 colágena. 

Para la histogénesis de la bursa de Fabricius y la diferenciación de los 

linfocitos B en la misma, es importante la interacción entre sus componentes 

epiteliales y mesenquimatosos (Le Douarin et al., 1975; Houssaint et al., 1976). Por 

otro lado, se ha observado que los andrógenos juegan un papel importante en el 

desarrollo de la bunia. Por tanto en el presente trabajo se estudió 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 andrógenos produclan cambios morfológicos en las dos 

poblaciones celulares identificadas. 

En cuanto al efecto de la administración de la testosterona se observó que la 

dosis de 200 µM fue la que provocó cambios morfológicos evidentes asl como una 

disminución en el número de células. Esto pudo deberse a que a dicha concentración 

Ja testosterona provocó muerte celular o favoreció 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) informó que la administración de testosterona tenla un efecto 

negativo sobre la tasa mitótica del epitelio bursal. Por otro lado, la admistración de las 

concentraciones de 1 O y SO mM aparentemente no tuvieron efecto sobre la 

morfologla y el número 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 

encontró que Ja DHT era el esteroide que inhibía más potentemente el crecimiento de 

la misma, en nuestro modelo la DHf provocó cambios morfológicos y disminución 

en el número de células. Estos resultados sugieren que la alteración 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 permitirían in vivo una histogénesis normal de la misma y 

consecuentemente la infiltración de las células madres hematopoyéticas. En este 

sentido, Le Douarin et al. (1980) encontraron en sus experimentos con quimeras de 

tejido endoderrnal y mesenquirnal que sólo el tratamiento con testosterona del tejido 

endodennal no pennitia la histogénesis normal de la bursa de Fabricius. 

En cuanto al efecto de estos andrógenos en el contenido total de proteinas del 

cultivo se observó un efecto trófico modesto aunque significativo de la testosterona a 

las concentraciones más bajas utilizadas (JO y 50 µM) en este estudio. Este efecto 

inductor de la acumulación de proteínas celulares ha sido reportado clásicamente 

como un resultado de los efectos transcripcionales de los andrógenos (fresguerres, 

1992). En cambio con la concentración de 200 µM se vió una significativa 

disminución de las protelnas totales del cultivo, asimismo la mayoria de las 

concentraciones de DHT provocaron una disminución significativa del contenido total 

de proteínas del cultivo. Estos datos podrian deberse a varias causas, por ejemplo, 

inhibición de proliferación celular (Rao, 1962). 

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

monocapa de células de la bursa de Fabricius del embrión de pollo. Este modelo 
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resultó ser adecuado para el estudio directo del efecto de andrógenos sobre las 

diferentes poblaciones celulares de dicho órgano. 



8. CONCLUSIONES 

ESTA l!SIS 
SAUI DE LA 

NU llEBE 
Bl~LIOTECA s 9 

-Se desarrolló por primera vez un cultivo de células aisladas de la btU"Sa de Fabricius 

de embrión 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: wta de tipo epitelial (PAS +)y 

otra de tipo fibroblástico (PAS -). 

-Los sustratos donde mejor se desarrollaron las células de la bursa fueron la caja de 

Petri calidad cultivo de tejido sin ningún tratamiento adicional, y el colágeno. 

-Para cultivos más prolongados funcionó mejor el colágeno. 

-Los dos andrógenos utilizados en este estudio, la testosterona y la DHT, provocaron 

cambios moñológicos en las dos poblaciones celulares identificadas en el cultivo. 

-El efecto de las concentraciones bajas de testosterona fue aumentar el contenido total 

de protelnas del cultivo, mientras que las concentraciones altas lo disminuyeron. 

-El efecto de la aplicación de la dihidrotestosterona en todas las concentraciones 

ensayadas en el presente estudio fue disminuir el contenido total de proteínas del 

cultivo. 
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