
UNIVERSIDAD AUTÓNOMA DE QUERÉTARO 

FACULTAD DE QUÍMICA 

DOCTORADO EN CIENCIAS QUÍMICO BIOLÓGICAS 

““IDENTIFICACIÓN DE LOS FACTORES NEUROENDÓCRINOS QUE 

REGULAN LA SÍNTESIS Y LIBERACIÓN DE LA HORMONA DE 

CRECIMIENTO (GH) EN LOS LINFOCITOS B DE LA BOLSA DE 

FABRICIO DE POLLO” 

TESIS 

Que como parte de los requisitos para obtener el grado de 

Doctor en Ciencias Químico Biológicas 

Presenta 

M. en C. Santiago Martín Pech Pool 

Dirigido por: 

Dra. LAURA CRISTINA BERUMEN SEGURA 

Dra. MARICELA LUNA MUÑOZ 

Centro Universitario 
Querétaro, Qro. 

JUNIO 2020 

Dire
cc

ión
 G

en
era

l d
e Bibl

iot
ec

as
 U

AQ



 

 

Universidad Autónoma de Querétaro 
Facultad de Química 

Doctorado en Ciencias Químico Biológicas 
 

““IDENTIFICACIÓN DE LOS FACTORES NEUROENDÓCRINOS QUE REGULAN LA SÍNTESIS Y 

LIBERACIÓN DE LA HORMONA DE CRECIMIENTO (GH) EN LOS LINFOCITOS B DE LA BOLSA 

DE FABRICIO DE POLLO” 

 
TESIS 

 
Que como parte de los requisitos para obtener el grado de 

 
Doctor en Ciencias Químico Biológicas  

 
Presenta: 

M. en C. Santiago Martín Pech Pool 
 

Dirigido por: 
 

Dra. Laura Cristina Berumen Segura 
 

Dra. Maricela Luna Muñoz 
 

SINODALES 
 

Dra. Laura Cristina Berumen Segura     _________________ 
Presidente         Firma 
 
Dra. Maricela Luna Muñoz                                                  
Secretario         Firma 
 

Dra. María Guadalupe García Alcocer                               
Vocal          Firma 
 
Dr. Carlos Guillermo Martínez Moreno                                                          
Suplente                                                                                                                    Firma 
                                                                                 _________________ 
Dr. Juan Carlos Solís Sainz 
Suplente         Firma 
                                                                             
 
 
Dra. Silvia Amaya Llano Dra. Ma. Guadalupe Flavia Loarca Piña 
Directora de la Facultad de Química Directora de Investigación y Posgrado 

 
 

Centro Universitario 
Querétaro, Qro. 

JUNIO 2020 

México 

Dire
cc

ión
 G

en
era

l d
e B

ibl
iot

ec
as

 U
AQ



i 
 

Índice 

ÍNDICE                                                                                                                  i 

AGRADECIMIENTOS                                                                                          iii 

RESUMEN                                                                                                            1                 

SUMMARY                                                                                                           2 

1. ANTECEDENTES                                                                                            3 

1.1 Síntesis y liberación de la hormona de crecimiento (GH) hipofisiaria            3 

1.1.1 La GHRH y el GHRH-R       3 

1.1.2 La SST y los SST-Rs                                                                                  4 

1.1.3 La grelina y el GHS-R1a 5 

1.1.4 La TRH y el TRH-R 6 

1.2 La GH en el sistema inmune 7 

1.2.1 La bolsa de Fabricio y la GH 8 

1.3 Comunicación cruzada entre el sistema nervioso, endócrino e inmune 9 

2 JUSTIFICACIÓN 10 

3. HIPÓTESIS 11 

4. OBJETIVO GENERAL 11 

4.1 OBJETIVOS PARTICULARES 11 

5. MATERIALES Y MÉTODOS 12 

5.1 Cultivos primarios de linfocitos B 12 

5.2 Fijado de la BF, la hipófisis y los linfocitos B 13 

5.3 Inmunohistoquímica e Inmunocitoquímica de los receptores GHRH-R, TRH-R, 

GHS-R1a, SST-R2, en la BF y linfocitos B.                                                       13 

5.3.1 Inmunocitoquímica 13 

5.3.2 Inmunohistoquímica de GHRH-R, TRH-R, GHS-R1a y SST-R2 15 

5.4 Extracción del ARNm de la BF, Pit y BL 15 

5.5 Retro transcripción de ARNm                                                                       16 

5.6 Amplificación de ARNm de la GHRH, GHRH-R, TRH, TRH-R, grelina, GHS-R1a, 

SST, SST-Rs, GH y GH-R mediante PCR punto final                                        16 

Dire
cc

ión
 G

en
era

l d
e B

ibl
iot

ec
as

 U
AQ



ii 
 

5.7 Tratamientos con las hormonas 18 

5.7.1 Concentración de los medios de cultivo 18 

5.8 Determinación de fosforilación de CREBS-133 18 

5.9 Ensayo de ELISA para la cuantificación de la GH 20 

5.10 Análisis estadístico  21 

6 PCR en tiempo real 21 

7 Evaluación del calcio intracelular en los linfocitos B de la BF 22 

6. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 22 

6.1 Caracterización y viabilidad de los linfocitos B de la BF 23 

6.2 Expresión de GHRH/GHRH-R, TRH/TRH-R, grelina/GHS-R1a, SST/SSTRs y 

GH/GH-R en la BF y en los linfocitos B                                                             24 

6.3 Expresión de GHRH-R, TRH-R, GHS-R1a y SSTR2 en la BF y en los linfocitos 

B                                                                                                                         25 

6.4 Co-localización de la GH con GHRH-R, TRH-R, GHS-R1a y SSTR2 en la 

hipófisis y en los linfocitos B de la BF                                                                 28 

6.5 Expresión del ARNm de la GH después del estímulo con GHRH, TRH, grelina y 

SST o la combinación de TRH con SST en los linfocitos B de la BF                 30 

6.6 Cuantificación de la GH intracelular y en el medio de cultivo, después del 

estímulo con GHRH, TRH, grelina, SST o la combinación de TRH con SST en los 

linfocitos B de la BF                                                                                             31 

6.7 Evaluación de las bandas inmunoreactivas a la GH después del estímulo con 

GHRH, TRH, grelina y SST en los linfocitos B y en el medio de cultivo             35 

6.8 Evaluación del contenido de calcio intracelular después del estímulo con TRH y 

SST en los linfocitos B de la BF                                                                          40 

6.9 Evaluación de la fosforilación del factor CREB en la serina 133 después del 

estímulo con GHRH, TRH, grelina y SST en los linfocitos B de la BF                43 

6.10 Expresión de BAFF después del estímulo con TRH y SST                        45 

7 CONCLUSIONES                                                                                             46 

8 REFERENCIAS                                                                                                48 

9 ARTÍCULO CIENTÍFICO DERIVADO DE LA TESIS                                        58 

 

 

Dire
cc

ión
 G

en
era

l d
e B

ibl
iot

ec
as

 U
AQ



iii 
 

Agradecimientos 

 

-A la Dra. Maricela Luna Muñoz y la Dra. Laura Berumen Segura por todo el 

asesoramiento y acompañamiento durante el desarrollo del doctorado. 

 

-A los doctores, Guadalupe Alcocer, Carlos Martínez y Juan Carlos Solís por el 

apoyo durante el doctorado. 

 

-Al posgrado en Ciencias Químico Biológicas de la UAQ por todo el apoyo brindado. 

 

-Al Instituto de Neurobiología de la UNAM por todo el apoyo brindado. 

 

-A la maestra Martha Carranza por todo el apoyo técnico. 

 

-Al Sr. Gerardo Courtois por todo el apoyo en el laboratorio. 

 

-A todos mis compañeros del laboratorio D01. 

 

-Al apoyo económico brindado por el Programa de Apoyo a Proyectos de 

Investigación e Innovación Tecnológica de la Dirección General de Asuntos del 

Personal Académico (PAPIIT-DGAPA, IN201817, IN207018, IN208419) y 

CONACYT (285004 y 475619). 

 

-A Pilgrims México por la donación de los embriones; a Nydia Hernández Rios, 

Maarten Werdler, Ericka de los Ríos y Adriana González Gallardo por el apoyo 

técnico. 

 

-Al Dr. Carlos Arámburo de la Hoz por permitir la realización del trabajo experimental 

en el laboratorio D01 (Bioquímica de hormonas) en el Instituto de Neurobiología de 

la Universidad Nacional Autónoma de México. 

Dire
cc

ión
 G

en
era

l d
e B

ibl
iot

ec
as

 U
AQ



1 
 

RESUMEN  

La hormona del crecimiento (GH) se expresa en las células inmunes, donde ejerce 

efectos inmunomoduladores. Sin embargo, los mecanismos de expresión y 

liberación de la GH en el sistema inmune no son claros. Dado que la hormona 

liberadora de tirotropina (TRH), la somatostatina (SST), la grelina y la hormona 

liberadora de GH (GHRH) así como sus receptores (TRH-R, SSTRs, GHS-R1a y 

GHRH-R), se expresan en células B de varias especies,  en este trabajo, analizamos 

el efecto de estas hormonas sobre la expresión del ARNm, la GH intracelular y 

liberada, así como la fosforilación de CREB (pCREBS-133) y el contenido de Ca2+ 

intracelular en linfocitos B-bursales (BBLs) (in vitro). Se evaluó y observó la 

expresión de TRH / TRH-R, grelina / GHS-R1a y SST / SST-R (1-5) en linfocitos B-

bursales por RT-PCR e IHQ o IHC. No se observó la presencia de GHRH/GHRH-R 

en estas células. Se cuantificó la expresión del ARNm de la GH, el contenido 

intracelular y la GH liberada al medio de cultivo, así como fosforilación de CREBS-

133 y el contenido de calcio intracelular. Se encontró que la TRH aumentó 

significativamente la expresión del ARNm de GH y la fosforilación de CREB. Por el 

contrario, la SST disminuyó la expresión del ARNm de la GH. La coadición de estas 

hormonas disminuyó la expresión del ARNm de la GH inducida por TRH, pero no 

se observaron cambios en los niveles de pCREBS-133. La TRH promovió la liberación 

de GH al medio de cultivo mientras que la SST aumentó el contenido intracelular de 

esta hormona. Curiosamente, la SST inhibió la liberación de GH inducida por la TRH 

de una manera dependiente de la dosis. Después de 10 minutos de incubación con 

TRH o SST, los niveles de calcio intracelular disminuyeron significativamente, pero 

a los 60 minutos con la SST, aumentaron. Sin embargo, el tratamiento combinado 

con ambos péptidos mantuvo los niveles de Ca2+ reducidos hasta 60 minutos de 

incubación. Por otro lado, la expresión del ARNm de la citocina BAFF aumentó 

significativamente por la administración de TRH. En conjunto, nuestros resultados 

sugieren que TRH y SST están implicadas en la regulación de la expresión y 

liberación de GH en cultivos de BBL, que también implican cambios en fosforilación 

de CREBS-133 y la concentración de Ca2+ intracelular. Es probable que TRH, SST y 
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GH ejerzan acciones inmunomoduladoras autocrinas / paracrinas y participen en la 

maduración de los BBL de pollo. 

SUMMARY 

It is known that growth hormone (GH) is expressed in immune cells, where it exerts 

immunomodulatory effects. However, the mechanisms of expression and release of 

GH in the immune system remain unclear. Since thyrotropin-releasing hormone 

(TRH) and somatostatin (SST) as well as their corresponding receptors (-R) are 

expressed in B-lymphocytes of several species, we analyzed the effect of TRH and 

SST upon GH mRNA expression, intracellular and released GH , Ser133-

phosphorylation of CREB (pCREBS-133), intracellular Ca2+ levels as well as B-cell 

activating factor (BAFF) mRNA expression in bursal B-lymphocytes (BBLs) cell 

cultures. The expression of TRH / TRH-R, ghrelin / GHS-R1a and SST / SST-R (1-

5) was observed in BBLs by RT-PCR and ICC, whereas GHRH / GHRH-R were 

absent in these cells. We found that TRH treatment significantly increased local GH 

mRNA expression and CREB phosphorylation. Conversely, SST decreased GH 

mRNA expression. Also, when added together, SST prevented TRH-induced GH 

mRNA expression, but no changes were observed in pCREBS-133 levels. 

Furthermore, TRH stimulated GH release to the culture media while SST increased 

the intracellular content of this hormone. Interestingly, SST inhibited TRH-induced 

GH release in a dose-dependent manner. The coaddition of TRH and SST 

decreased the intracellular content of GH. After 10 min of incubation with either TRH 

or SST, intracellular calcium levels significantly decreased, but at 60 min they were 

increased. However, the combined treatment with both peptides maintained the Ca2 

+ levels reduced up to 60-min of incubation. On the other hand, BAFF cytokine 

mRNA expression was significantly increased by TRH administration. Altogether, 

our results suggest that TRH and SST are implicated in the regulation of GH 

expression and release in BBL cultures, which also involve changes in pCREBS-133 

and intracellular Ca2+ concentration. It is likely that TRH, SST and GH exert autocrine 

/ paracrine immunomodulatory actions and participate in the maturation of chicken 

BBLs. 
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1. ANTECEDENTES 

1.1 Síntesis y liberación de la hormona del crecimiento (GH) hipofisiaria 

La GH es una proteína de 191 aminoácidos y un peso de 22 kDa; esta hormona se 

sintetiza y libera principalmente de los somatotropos en la hipófisis anterior; sin 

embargo, se sabe que la GH también se sintetiza en otros órganos y tejidos como, 

por ejemplo: el sistema respiratorio, cardiovascular, esquelético, nervioso y sistema 

inmune (Harvey y Aramburo, 2017; Jameson y Grossman, 2015).  

La síntesis y la liberación de la GH ocurre principalmente en las células 

somatotrópicas de la hipófisis anterior. Estos procesos son regulados por algunas 

hormonas hipotalámicas como por ejemplo; la hormona liberadora de la hormona 

del crecimiento (por sus siglas en inglés, GHRH), la somatostatina (SST), la grelina 

y la hormona liberadora de tirotropina (por sus siglas en inglés, TRH) (Stojilkovic, 

2018). Estas hormonas ejercen sus efectos a través de la unión con sus receptores 

membranales acoplados a proteínas G; el receptor a GHRH (GHRH-R), los 5 

receptores de SST (SST-R1-5), el receptor de grelina (GHS-R1a) y el receptor de la 

TRH (TRH-R) (Eigler and Ben-Shlomo, 2014; Hattori, 2009; Weigent, 2013a).  

1.1.1 La GHRH y el GHRH-R 

La GHRH es una hormona hipotalámica que fue aislada por primera vez de 

pacientes con tumores pancreáticos. En humano, el gen que codifica para esta 

proteína se ubica en el cromosoma 20q11.2 y se expresa principalmente en el 

núcleo arqueado del hipotálamo, la proteína madura está estructurada por 44 

aminoácidos y su principal función es estimular la síntesis y liberación de la GH en 

la hipófisis a través de la unión con su receptor (GHRH-R) (Qian et al., 2012). El 

GHRH-R pertenece a la superfamilia de receptores acoplados a proteínas G 

(GPCR), está estructurado por 423 aa, 7 α-hélices hidrofóbicas transmembranales, 

su dominio N-terminal extracelular y el C-terminal intracelular (Martari and Salvatori, 

2009). 
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La GHRH al unirse a su receptor activa la enzima adenilato ciclasa (AC), se cataliza 

la síntesis de adenosín monofosfato cíclico (AMPc) a partir de ATP, posteriormente 

es activada la proteína cinasa A (PKA), quien a su vez fosforila al factor de 

transcripción CREB (elemento de respuesta a AMPc) que promueve la transcripción 

del factor hipofisario 1 (Pit1); éste es el principal factor que promueve la 

transcripción de la GH. Simultáneamente se abren canales de Na+ causando una 

despolarización de la membrana, como consecuencia se abren canales de Ca2+ 

dependientes de voltaje permitiendo la entrada de este ion necesario para estimular 

la exocitosis de las vesículas que contienen a la GH (Harvey, 1995). Está bien 

establecido que en aves, específicamente en el pollo de engorda, la GHRH es un 

potente estimulador de la GH (Harvey et al., 2014; Kühn et al., 2005). 

1.1.2 La SST y los SST-R1-5 

En el humano, el gen que codifica para la SST está ubicado en el cromosoma 3q28 

y se expresa principalmente en el núcleo paraventricular del hipotálamo; codifica 

para dos proteínas biológicamente activas, una de 14 y otra de 28 aminoácidos. 

Estas proteínas son la consecuencia de una modificación postranscripcional. La 

SST cumple funciones de neurotransmisión, proliferativas, y endócrinas, entre ellas 

la inhibición de múltiples hormonas entre las que se encuentra la GH (Ben-Shlomo 

and Melmed, 2010); la SST realiza sus funciones a través de sus receptores (SSRT1-

5) pertenecientes a la superfamilia de receptores acoplados a proteínas G (Gi) 

inhibitorias distribuidos en diferentes órganos y con afinidad diferencial para cada 

variante de los receptores de la SST. 

Al unirse a sus receptores la SST activa a las proteínas Gi promoviendo la 

inactivación de la AC, por consecuencia se inhibe la vía de AMPc/PKA/p-CREB/PIT1 

y por último GH; paralelamente se hiperpolariza la membrana por la apertura de 

canales de K+ disminuyendo la concentración de Ca2+ y promoviendo la inhibición la 

exocitosis de la GH contenida en sus vesículas secretoras (Eigler and Ben-Shlomo, 

2014). 
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En el pollo de engorda, los cinco receptores de somatostatina han sido reportados 

en tejidos como en el corazón, duodeno, riñones, hígado, pulmones, ovarios, 

testículos, hipófisis, páncreas y el bazo. Además, aplicaciones de SST de 28 aa y 

cortistatina de 14 aa en cultivos de células hipofisiarias de pollo; inhibieron la 

liberación y el contenido intracelular de la GH (Meng et al., 2014).  

1.1.3 La grelina y el GHS-R1a 

En humanos, el gen que codifica para esta proteína se ubica en el cromosoma 3p25-

26 y su estructura consta de 5 exones y 4 intrones, puede tener una modificación 

postraduccional consecuencia de la enzima grelina acetil-transferasa y se genera 

una proteína madura con un ácido octanoico unido en la serina (grelina-acilada, 

AG), esta modificación le confiere a la grelina su capacidad funcional, esta hormona 

está estructurada por 28 aminoácidos y principalmente se produce en el estómago, 

sin embargo, se expresa en otros tejidos como el páncreas, sistema cardiovascular 

e hipotálamo, específicamente en el núcleo arqueado. Inicialmente, se sabía que la 

ghrelina estimulaba el apetito, sin embargo, ahora se sabe que modula otras 

funciones como el balance energético, metabolismo de la glucosa, secreción de 

insulina, sensibilidad y adaptación a las condiciones de ayuno y es un potente 

estimulador de la secreción de la GH (Darling et al., 2015; Kojima and Kangawa, 

2008). 

Se han identificado dos variantes conservadas evolutivamente del receptor GHS-R, 

que se expresan en diferentes tejidos. El primer transcrito (1a) se caracteriza por la 

escisión de su intrón y codifica para el receptor funcional, el segundo transcrito (1b) 

retiene su intrón y no es funcional. El receptor GHS-R1a es miembro de la 

superfamilia de receptores acoplados a proteínas G, está estructurado por 366 aa y 

se expresa en múltiples tejidos como él hipotálamo, hipófisis y neuronas aferentes. 

La grelina activa la vía de señalización fosfolipasa C (PLC) / (inositol 1,4,5-

trisfosfato) IP3/diacilglicerol (DAG)/proteína cinasa C (PKC); para promover la 

síntesis y secreción de la GH (Hattori et al., 2014). 
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Además, se ha reportado la expresión de la grelina y su receptor en pulmones, 

cerebelo, páncreas, riñones, corazón y el bazo de pollos de engorda (Kaiya et al., 

2002). Finalmente, aplicaciones de grelina exógena in vivo e in vitro en pollos de 

engorda y cultivos primarios de células hipofisiarias respectivamente, aumentaron 

los niveles de la GH en plasma y en el medio de cultivo; incluso la grelina fue igual 

de potente que la GHRH (Baudet and Harvey, 2003).   

1.1.4 La TRH y el TRH-R 

Inicialmente, la TRH se aisló del hipotálamo de porcinos y actualmente se sabe que 

es un tripéptido estructurado por ácido glutámico, histidina y prolina, la principal 

función de esta hormona es estimular la síntesis de TSH (hormona estimuladora de 

tirotropina) en los tirotropos de la hipófisis anterior, sin embargo, la TRH es un 

potente estimulador de la síntesis y secreción de la GH (Joseph-Bravo et al., 2015; 

Nair et al., 1970).  

En el caso del pollo y otras especies de aves, la TRH puede ser igual de potente 

que la GHRH con respecto a la estimulación de la síntesis y liberación de la GH, 

inclusive se ha visto que las neuronas productoras de TRH aparecen desde etapas 

tempranas del desarrollo embrionario de pollos (4-5 días) y al final del desarrollo del 

embrión, los niveles de TRH aumentan progresiva y significativamente (Kühn et al., 

2005). En un trabajo realizado con pollos adultos (dos años de edad) en condiciones 

de ayuno por 7 días, se demostró que la administración de TRH (10 μg) incrementa 

las concentraciones de GH hasta diez veces más que en condiciones control, lo que 

sugiere que son más sensibles que los pollos alimentados normalmente (Kühn, et 

al., 1991). 

El TRH-R es una proteína de 398 aa y pertenece a la superfamilia de los receptores 

acoplados a proteínas Gq con siete pasos transmembranales (Joseph- Bravo et al., 

2015). Sin embargo, se han identificado y caracterizado dos subtipos de receptores 

(TRH-R1 y TRH-R2) en diferentes especies, inicialmente el TRH-R2 fue identificado 

en rata y posteriormente en otros mamíferos. La distribución diferencial de estos 

receptores sugiere distintas funciones, por ejemplo, el TRH-R1 está involucrado en 
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la regulación de funciones hormonales mientras que el TRH-R2 se expresa en 

diferentes áreas del cerebro mediando los efectos de diversos neurotransmisores 

(Deflorian et al., 2007). 

Cuando la TRH se une a su receptor ocurre un cambio conformacional en el 

receptor, posteriormente se separa la subunidad Gq/11 y activa a la enzima 

fosfolipasa Cβ (PLCβ), esta enzima hidroliza al fosfatidil inositol  4,5 bifosfato (PIP2), 

de cuya reacción se producen IP3 y DAG; por un lado el IP3 viaja hasta el retículo 

endoplásmico en donde se une a sus receptores y promueve la liberación de Ca2+ 

intracelular, por otro lado, el DAG en conjunto con el Ca2+ activan a las proteínas 

cinasas C (PKC) quienes a su vez fosforilan a factores de transcripción, entre ellos 

CREB, quien promueve la expresión de la GH (Hinkle et al., 2012). 

1.2 La GH en el sistema inmune 

La principal función de la GH es promover el crecimiento y el desarrollo de tejidos 

blandos y esqueléticos, sin embargo, también ejerce funciones sobre el 

metabolismo de lípidos, proteínas, ejerce funciones diabetógenas, estimula la 

captación de aminoácidos en el músculo (Sperling, 2015); también se le ha asociado 

a efectos de proliferación y neuroprotección en el sistema nervioso central 

(Arámburo et al., 2014), en sistema reproductor ejerce efectos esteroidogénicos 

(Luna et al., 2014) y modula el sistema inmune (Saba et al., 2014; Luna et al., 2008). 

Ahora se sabe que la GH se expresa en células del sistema inmune de diversas 

especies además del humano, como: en los linfocitos T, B, monocitos, macrófagos 

y células NK (por sus siglas en inglés “Natural Killer”) (Weigent, 2011; Weigent, 

2013b). Además, la GH ejerce diversos efectos en estos tipos celulares, por 

ejemplo, en neutrófilos humanos la GH (dosis: 250ng/ml) promueve el incremento 

significativo de anión superóxido en comparación con los grupos control (Fu et al., 

1992). En monocitos humanos induce la producción de interferón gamma (INFγ) 

(Malarkey et al., 2002). La GH puede mimetizar el efecto de citocinas a través de su 

receptor GH-R; por un lado, activa la vía PI3K/AKT/CE (Ciclina E) y la vía 

PI3K/AKT/C-Myc/CA (Ciclina A) para promover la proliferación de linfocitos B y T. 
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Por otro lado, activa la vía JAK/NF-κβ/BCL-2/D1/D3 (Ciclinas D1 y 3) incrementando 

la supervivencia de los linfocitos (Jeay et al., 2002). 

También se ha observado que la GH incrementó los niveles de las proteínas 

quimotácticas CD4+ y CD8+ en linfocitos T de ratas deficientes de estas proteínas. 

Sugiriendo un papel quimiotáctico de la GH sobre los linfocitos T (Savino et al., 

2012). En linfocitos B de humanos, la administración de la GH exógena, indujo la 

producción de las inmunoglobulinas IgE e IgG 

 las cuales disminuyeron cuando se inmunoneutralizó a la GH usando un anticuerpo 

específico (Kimata and Fujimoto, 1994). 

1.2.1 La bolsa de Fabricio (BF) y la GH 

La BF de pollo es un órgano linfoide primario exclusivo de las aves y juega un papel 

indispensable en la diferenciación y maduración de los linfocitos B. El desarrollo de 

este órgano inicia en períodos embrionarios y alcanza su mayor tamaño entre las 

semanas 8 y 10 de edad, que es cuando inicia su período de involución (hasta los 

7-8 meses) para transformarse en un tejido fibroso y carente de funciones en el 

organismo (Cazaban et al., 2015). 

Se ha determinado la presencia de la  GH y se ha cuantificado en el timo, bazo y la 

BF de pollo durante su desarrollo mediante el método de ELISA y Western blot, 

encontrándose que cambia su concentración con respecto a la etapa de desarrollo 

y que se encuentran varias isoformas inmunorreactivas de diferentes pesos 

moleculares (~15 a 56kDa)  (Luna et al., 2005). Por otro lado, en cortes de la BF de 

pollos de 4 semanas de edad se observó la presencia y distribución del ARNm de 

la GH en los linfocitos B de la médula folicular y en menor proporción; en los 

linfocitos B de la corteza folicular de la BF (Luna et al., 2008). Por otro lado, también 

se encontró que la GH se expresa tanto en linfocitos maduros como inmaduros y 

mantiene la viabilidad de estas células (Rodríguez-Méndez et al., 2010). En este 

sentido, se sugiere que la GH ejerce funciones antiapoptóticas y de supervivencia 

determinadas mediante azul de tripano y la técnica de TUNEL (Luna-Acosta et al., 
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2015). Estos resultados fueron obtenidos mediante la utilización de cultivos 

primarios de linfocitos B de la BF de pollos de 4 semanas de edad, los cuales fueron 

tratados con 10 nM de GH recombinante observándose un incrementó de la 

viabilidad celular, una disminución de los cuerpos apoptóticos, y la inhibición de la 

actividad de la caspasa-3, mediada por la fosforilación de AKT y la expresión de 

BCL-2. Estos efectos fueron corroborados bloqueando la vía PI3/AKT con 100nM 

Wortmanina e inmunoneutralizando a la GH con un anticuerpo policlonal, con lo cual 

se bloquea el efecto antiapoptótico y disminuye la viabilidad celular con respecto al 

control (Luna-Acosta et al., 2015). 

Por todo lo anterior, se ha demostrado que la BF de pollo es un modelo ideal para 

el estudio del efecto de la GH en linfocitos B, tanto porque se expresa la GH 

localmente como porque en este tejido tenemos en su mayoría, linfocitos B; 

además, ahí se lleva a cabo la maduración de estas durante el desarrollo de este 

órgano.  

1.3 Comunicación cruzada entre el sistema nervioso, endócrino e inmune 

Múltiples trabajos (in vivo e in vitro) han demostrado la existencia de la 

comunicación bidireccional entre en el sistema neuroendocrino y el sistema inmune, 

por ejemplo, la presencia de ligandos y receptores comunes en ambos sistemas 

como un lenguaje químico consecuente a funciones inmunomoduladoras y 

neuroinmunomoduladoras. La “Neuroinmunoendocrinología” es la vertiente que 

estudia la comunicación bioquímica bidireccional entre estos sistemas, ya que los 

productos provenientes del sistema nervioso central impactan en las funciones del 

sistema inmune y viceversa. Entre estos mensajeros se encuentran, hormonas, 

neurotransmisores y citocinas (Weigent, 2013b).  

La expresión y función de hormonas hipotalámicas y sus receptores en el sistema 

inmune, también se ha descrito. Por ejemplo, los receptores para la hormona 

adenocorticotropina (ACTH) así como para endorfinas, han sido detectados en 

células del sistema inmune. En el caso de la ACTH, se ha propuesto que puede 

modular funciones en los macrófagos; a través de la activación de canales 
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dependientes de Ca2+ y K+. En el caso de la GHRH, se ha propuesto que promueve 

la proliferación de linfocitos B, inhibe la actividad de células NK, promueve un 

incremento de INFγ, y el GHRH-R ha sido encontrado en timocitos y esplenocitos 

de ratas (in vitro). La TRH y el TRH-R también han sido encontrados en linfocitos T 

en donde se ha reportado que promueven la producción de INFγ. Además, la TRH 

promueve la proliferación de esplenocitos y disminuye la producción de IL-10. 

Finalmente, la SST ha mostrado tener efectos inhibidores en el sistema inmune, ya 

que aplicaciones de la SST inhiben la proliferación de linfocitos B provenientes de 

las placas de Peyer, la liberación de INFγ así como de las inmunoglobulinas IgA e 

IgM; además, agonistas de la SST disminuyeron la respuesta inflamatoria in vivo 

(Blalock et al., 2005; Kamath et al., 2009).  

2. JUSTIFICACIÓN    

En el sistema inmune, se ha observado que la GH promueve el crecimiento de los 

órganos linfoides tanto primarios como secundarios, estimula la proliferación y 

activación de linfocitos, así como la producción de moléculas efectoras durante la 

respuesta inmune (interleucinas, inmunoglobulinas, interferones, etc.). En el caso 

del pollo, se ha caracterizado a la GH en la Bolsa de Fabricio (BF), este órgano 

linfoide primario es importante para el desarrollo de los linfocitos B y es un modelo 

enriquecido de este tipo celular. La GH modula funciones en el sistema inmune y 

recientemente se ha demostrado que se sintetiza de manera local, sugiriendo que 

la GH podría ejercer funciones autócrinas y parácrinas, sin embargo, no se conocen 

los mecanismos por los cuales esta GH es sintetizada localmente y es liberada. Está 

bien establecido que, a nivel hipofisiario, la GH se regula bajo diferentes factores 

neuroendocrinos entre los que destacan la GHRH, TRH, grelina y la SST. En los 

linfocitos B y otras células inmunes de varias especies, se ha reportado la presencia 

de los receptores de los principales reguladores clásicos de la GH. Con base en la 

comunicación bidireccional entre el sistema nervioso y el sistema inmune, nosotros 

proponemos que la GH producida en los linfocitos B podría regularse de manera 

similar que en la hipófisis. Por tal motivo, en este trabajo se utilizó a la GHRH, la 

TRH, la grelina y la SST para estimular a los linfocitos B in vitro de la BF. 
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Posteriormente al tratamiento, se cuantificó el contenido intracelular, la GH liberada 

al medio de cultivo, la movilización de calcio intracelular, la fosforilación de CREB. 

Así mismo se determinó la expresión y presencia de los receptores de las hormonas 

hipofisiarias e hipotalámicas. 

3. HIPÓTESIS. La GHRH, la grelina y la TRH promueven la expresión y la liberación 

de la GH, mientras que la SST disminuye estos procesos en los linfocitos B de la 

bolsa de Fabricio de pollo (in vitro).  

4. OBJETIVO GENERAL. Determinar si la expresión y la liberación de la GH es 

mediada por el estímulo de la GHRH, la grelina, la TRH y la SST en cultivos 

primarios de linfocitos B de la bolsa de Fabricio de pollo. 

4.1 OBJETIVOS PARTICULARES 

1.- Evaluar la presencia y la distribución de los receptores a la GHRH, la grelina, la 

TRH y SST en la BF y en linfocitos B de la BF. 

2.- Cuantificar el ARNm de la GH después del estímulo con la GHRH, la grelina, la 

TRH y SST en los linfocitos B de la BF. 

3.- Cuantificar el contenido intracelular y la GH liberada al medio de cultivo, después 

del estímulo con la GHRH, la grelina, la TRH y la SST en los linfocitos B de la BF. 

4.- Evaluar la fosforilación del factor de transcripción CREB en la serina 133 

después del estímulo con la GHRH, la grelina, la TRH y la SST en los linfocitos B 

de la BF. 

5.- Evaluar el contenido de calcio intracelular después del estímulo con la GHRH, la 

grelina, la TRH y la SST en los linfocitos B de la BF. 

6.- Evaluar la expresión de la citocina BAFF después del estímulo con la TRH y la 

SST 
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5. MATERIALES Y MÉTODOS 

5.1 Cultivos primarios de linfocitos B 

Se obtuvieron embriones de pollos de la línea Ross 308 de 18 días de incubación 

donados por Pilgrim’s Pride de México y se mantuvieron en la incubadora con 

humedad 100 % a 38º C hasta su eclosión y posteriormente fueron mantenidos en 

el vivario del Instituto de Neurobiología Campus Juriquilla Querétaro, de la 

Universidad Nacional Autónoma de México, con temperatura, humedad, ventilación 

adecuada, así como alimentación y agua ad libitum hasta cumplir 4 semanas de 

edad (número 038/19, Octubre, 2010). 

Al cumplir las 4 semanas de edad, los pollos fueron sacrificados por decapitación y 

se extrajeron las bolsas de Fabricio (BFs), una vez retiradas, se transportaron en 

tubos falcon de 15 ml con medio RPMI 1640 (1X, L-glutamine y 25mM HEPES, 

Gibco by Life Tecnologies). Posteriormente los tejidos fueron tratados y procesados 

en una campana de flujo laminar en condiciones de esterilidad (limpieza con alcohol 

y benzal y lámpara de UV).  Las bolsas de Fabricio fueron cortadas en trozos de un 

tamaño promedio de ½ mm (en medio RPMI 1640); una vez obtenidos los tamaños 

requeridos, se homogeneizaron mecánicamente con un homogeneizador 

vidrio/vidrio, y al terminar se filtró el homogenado para retirar excedentes de tejidos 

(filtro de 40 m, FALCON) y se centrifugó en un tubo cónicos de 15 ml con 10 ml de 

RPMI 1640 por 5 minutos a 1800 rpm y temperatura ambiente (Centrifuga 

BECKMAN COULTER Avanti J-25); una vez centrifugada la muestra, se retiró el 

sobrenadante con una pipeta Pasteur, se aforó de nuevo a 10 ml con medio, se re- 

suspendió y filtró por segunda ocasión y se centrifugó nuevamente. Finalmente, se 

retiró el sobrenadante y la pastilla obtenida se aforó con medio RPMI 1640 a 10ml, 

y el conteo y la viabilidad celular se realizaron utilizando un hematocitómetro 

(cámara de Neubauer) y azul de tripano. 
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5.2 Fijado de la BF, la hipófisis y los linfocitos B 

Las BFs, las hipófisis (Pits) y los cultivos de linfocitos B (LB) fueron obtenidos de 

pollos de 4 semanas de edad sin ningún tratamiento. Las BFs y las Pits se fijaron 

en paraformaldehído (PFA) al 4% durante 48 horas (Rodríguez-Méndez et al., 

2010). Seguidamente, los tejidos fueron deshidratados en etanol y embebidos en 

parafina. De ambos tejidos, se realizaron cortes de entre 4 y 8 µm y se montaron en 

portaobjetos cargados positivamente. Por otro lado, aproximadamente 200,000 

linfocitos de obtenidos de cultivos de la BF fueron transferidos por centrifugación (5 

min x 1000 rpm) a portaobjetos cargados positivamente (Shandon Cytoespin 4, 

Thermo Electron corporation); posteriormente, las células se fijaron con PFA al 4% 

durante 20 minutos, se lavaron y se mantuvieron en PBS a 20 C para sus análisis 

posteriores. 

5.3 Inmunohistoquímica e Inmunocitoquímica de los receptores GHRH-R, 

TRH-R, GHS-R1a, SST-R2, en la BF y linfocitos B. 

Los cultivos de linfocitos B de la BF se caracterizaron por medio de 

inmunocitoquímica. Se utilizaron anticuerpos para determinar la población total de 

linfocitos α-BU-1a (Southern Biotech: 8365-02), linfocitos maduros α-IgG (Zymed: 

GI-3100) e inmaduros α-IgM (Rockland: 603-102-007). Además, se utilizaron los 

siguientes anticuerpos para los receptores a las hormonas hipotalámicas antes 

mencionadas, GHRH-R (Abcam: ab28692), TRH-R (Abcam: ab72179), SST-R2 

(Sta Cruz Biotechnology: sc-25676), GHS-R1a (Sta Cruz Biotechnology: sc-20748). 

Finalmente, se utilizó un anticuerpo para la GH (Washington Biotech: gp-sha-1). Se 

realizaron tres cultivos primarios de tres diferentes animales, se utilizaron 3 

portaobjetos por cada animal. Todos los anticuerpos utilizados se encuentran en la 

tabla número 1. 

5.3.1 Inmunocitoquímica  

Los frotis de linfocitos B se lavaron en tres ocasiones en TBS (Tris 1.2, NaCl 9g, pH 

7.6) (10 min). Posteriormente, se incubaron en amortiguador de citratos (2.94 g 

citrato de sodio, pH 6, Tritón al 0.05%) por 30 min. Después, las laminillas se lavaron 
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en tres ocasiones en TBS (10 min). El bloqueo de sitios inespecíficos se realizó con 

leche baja en grasa (Bio-Rad) al 1% en TBS por una hora. Después del bloqueo, 

las muestras se lavaron en tres ocasiones con TTBS 1X (0.1% de Tritón X-100 en 

TBS) y se dejaron incubando durante toda la noche (o al menos 12 horas) con los 

anticuerpos para  α-BU-1a, α-IgG, α-IgM, α-GHRH-R, α-TRH-R, α-SST-R2, α-GHS-

R1a o α-GH en TTBS y 1% de leche.   

Después de la incubación, las laminillas se lavaron en tres ocasiones con TTBS y 

se dejaron incubando por dos horas con los anticuerpos secundarios 

correspondientes; Alexa Fluor® 594 anti-Rabbit-IgG (Invitrogen: A11012), Alexa 

Fluor® 488 anti-Rabbit-IgG (Invitrogen: A11078), Alexa Fluor® 594 anti-guinea pig-

IgG (Invitrogen:) en TTBS y leche al 1%. Seguidamente, las laminillas se lavaron en 

tres ocasiones con TBS y se incubaron con 500 ng/mL de 4 ',6-diamidino-2-fenilindol 

(DAPI) por 30 min. Finalmente, las laminillas se lavaron y se montaron en medio de 

. Anticuerpos 
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montaje para fluorescencia Vectashield (VECTASHIELD® mounting medium for 

fluorescence by Vector Laboratories, Inc).  

5.3.2 Inmunohistoquímica de GHRH-R, TRH-R, GHS-R1a y SST-R2  

Cortes histológicos de las Pits y las BFs se desparafinaron en Citrisolv (Thermo 

Fisher Scientific Inc.) en tres ocasiones por 5 min. Posteriormente, los cortes fueron 

rehidratados en las siguientes concentraciones de alcohol, 95%, 70%, 60% y 50%. 

Después, los cortes fueron incubados en solución de Lugol y tiosulfato de sodio por 

2 min y 4 min respectivamente. Los cortes fueron permeabilizados con amortiguador 

de citratos por 30 min a 80 ºC. Después, se bloquearon con leche baja en grasa 

(Bio-Rad) al 5% durante una hora. Después del bloqueo, se lavaron en tres 

ocasiones con TTBS 1X. Las laminillas se dejaron incubando con los anticuerpos 

primarios α-GHRH-R, α-TRH-R, α-SST-R2, α-GHS-R1a en TTBS 1X con 1% de 

leche. 

Después de 12-24 horas de incubación, las laminillas se lavaron tres veces con 

TTBS, seguidamente, se incubaron con los anticuerpos secundarios 

correspondientes; Alexa Fluor® 594 anti-Rabbit-IgG (Invitrogen: A11012), Alexa 

Fluor® 488 anti-Rabbit-IgG (Invitrogen: A11078) durante dos horas. Finalmente, las 

laminillas se lavaron con TBS 1X en tres ocasiones y se incubaron durante 30 min 

con 500 ng/mL de DAPI. Todas las laminillas se montaron en medio de montaje 

para fluorescencia Vectashield (VECTASHIELD® mounting medium for fluorescence 

by Vector Laboratories, Inc).  

5.4 Extracción del ARNm de la BF, Pit y BL. 

Se extrajo el ARN total de los linfocitos B, las BF y las Pit por medio del método de 

trizol. A cada tubo con linfocitos B, BF o Pit, se agregó 500 μl de Trizol Reagent® y 

se homogeneizó mecánicamente con jeringas de 5 ml, el homogenado se aforó a 

1ml con 400 μl de Trizol ®Reagent y se dejó incubar por 5 minutos, después, a cada 

tubo se le adicionó 200 μl de cloroformo 99% de Sigma®,  se agitó y dejó incubar 

por 5 minutos para después centrifugar por 15 minutos a 12,000 RPM (Sorvall ® 

RMC 14 Dupont); de esta mezcla se obtuvieron tres fases, una lipídica, una 
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hidrofílica y una acuosa, retiramos un mínimo 400 μl de la fase acuosa y a este 

sobrenadante se le agregó 500 μl de etanol al 70%, se agitó y dejó incubar por 2 

minutos, después, se tomaron 700 μl de la mezcla y se adicionaron a columnas de 

sílice (On-colum PureLink ™ DNase Treatment), se centrifugaron por 15 segundos 

y después se adicionó el faltante de la muestra, se centrifugaron una vez más y se 

realizó un primer lavado con 350 μl del “Wash Buffer” 1 (Ambion by life tecnologies 

®), centrifugamos por 15 segundos y adicionamos 80 μl de una mezcla de reacción 

de Buffer con  DNAsa, se dejó incubando por 15 minutos y se lavó con 350 μl del 

“Wash Buffer 1”. Finalmente, dos lavados de 500 μl del “Wash Buffer 2” y 

colectamos el ARN en 50 μl de agua estéril. La cuantificación del ARNm se realizó 

mediante el Nanodrop (Thermo Scientific 1000 spectophotometer). 

5.5 Retrotranscripción del ARNm  

Se partió de 1μg de cada muestra (BL, BF y Pit) a los que se les adicionó las 

siguientes mezclas: a)mezcla 1 constó de 4.5 μl de Oligos dT (Invitrogen® .5μg/μl), 

4.5 μl de Hexámeros (Invitrogen®),  4.5 μl de dNTP´s (Invitrogen®) y se dejaron en 

el termociclador (Perkin Elmer Gene Amp PCR System 2,400) por 5 minutos a 65 

°C, b) después se le adicionó la mezcla 2, que contuvo 36 μl de Buffer (5X First 

Stand Buffer 0.1 M de Invitrogen®), 18 μl de DTT (Invitrogen®) y 4.5 μl de RNAsa 

out (Recombinant Ribonuclease Inibitor Invitrogen®) se dejaron en el termociclador 

por 2 minutos a 45 °C , c) por último se les adicionó 1 μl de Superscript y se dejó en 

el termociclador por 50 minutos a 42 ºC. 

5.6 Amplificación de ARNm de la GHRH, GHRH-R, TRH, TRH-R, grelina, GHS-

R1a, SST, SST-Rs, GH y GH-R mediante PCR punto final. 

Los oligonucleótidos que se usaron fueron diseñados con el software “Oligo-7” a 

partir de las secuencias del ARNm de GHRH-R, TRH-R, GHS-R, SSTR1-5, GH, 

ghrelina, TRH, SST, GHRH y GH-R de pollo obtenidas en la base de datos del NCBI 

(Tabla 2). 

La amplificación de los genes se realizó durante 30 ciclos. Se utilizó una mezcla con 

un volumen final de 40 μl; esta mezcla contuvo, amortiguador para PCR 5X, MgCL2 
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a 2 mM, mezcla de dNTPs (10mM), ADN Taq polimerasa (5U/μl) y 0.1 mM de 

oligonucleótidos específicos para cada gen (Tabla 2). Las amplificaciones 

consistieron de un ciclo de desnaturalización (95 °C por 30 segundos), alineamiento 

(58 °C por 30 segundos) y extensión (72 °C por un minuto) (35 veces). Las mezclas 

solo con agua estéril en lugar de ADNc se utilizaron como control negativo. Los 

productos de PCR se resolvieron en geles de agarosa al 1% en amortiguador TAE, 

y bromuro de etidio. La electroforesis se realizó en cámaras Bio-Rad a 150 voltios 

durante 30 min. 

 

 

Tabla 2. Oligonucleotidos 
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5.7 Tratamientos con las hormonas 

Se utilizaron 10 millones de células de los cultivos celulares descritos en la sección 

5.1, los cuales fueron tratadas con 1, 10 y 100 nM de GHRH, TRH, ghrelina y SST, 

más un control solo con medio RPMI 1640 (volumen final 500 μl por cada 

tratamiento). También se utilizaron co-tratamientos con la TRH y la SST (TRH: 10 

nM con 10 y 100 nM de SST). Se dejaron incubar durante 1 hora con 95% de O2 y 

5% de CO2 . Después, se separaron las células de los medios de cultivo mediante 

centrifugación y se guardaron para sus análisis posteriores. 

5.7.1 Concentración y diálisis de los medios de cultivo 

Los medios de cultivo resultantes de cada tratamiento fueron dializados con el doble 

de volumen de agua. La centrifugación se realizó durante 50 minutos a 6,000 rpm 

hasta conseguir un volumen final de aproximadamente 50 μl. Alícuotas de dichos 

concentrados sirvieron para evaluar la GH por medio de SDS-PAGE/WB y ELISA. 

5.8 Determinación de fosforilación de CREBS-133  

Todas las muestras se homogenizaron con 100 μl de amortiguador de lisado RIPA 

(Cell Signaling Technology, Inc., Danvers MA, EUA) preparado con el inhibidor de 

proteasas complete. Posteriormente, los tejidos se sonicaron durante 1 min en frío 

y se agitaron durante 1 h a 4 °C. Las muestras se centrifugaron a 10,000 g durante 

15 min a 4 °C, se aisló el sobrenadante y se mantuvo a 4 °C. La concentración de 

proteína se determinó mediante el método de Bradford y se tomaron alícuotas 80 

µg de proteína total. La electroforesis se realizó en condiciones desnaturalizantes y 

reductoras, por lo que cada muestra fue estabilizada agregándole el volumen 

correspondiente de solución amortiguadora (1.0 ml TRIS-HCl 1.5 M pH 8.8, 0.8 ml 

glicerol, 1.6 ml SDS 10 %, 0.2 ml azul de bromofenol 0.05 %, 4 ml agua destilada) 

para un volumen total de 20 µl, y se colocaron en baño María durante 5 min. 

Para la electroforesis se realizaron geles de poliacrilamida al 12.5 % de 10 carriles. 

Como marcador de peso molecular se empleó el estándar de 10 - 250 kD, Precision 

Plus Protein Kaleidoscope (BIO-RAD; CA, EUA). Una vez que el gel estuvo cargado 
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con el marcador y las muestras, a la cámara de electroforesis se le agregó la 

solución amortiguadora de corrida (15 g/l TRIS-base 0.025 M, 72 g/l glicina, 5 g/l 

SDS, pH 8.3) y se corrió a 100 V durante 1 h y 30 min aproximadamente. 

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

nitrocelulosa (BIO-RAD; CA, EUA) con amortiguador de transferencia (25 mM TRIS, 

192 mM glicina, 20 % metanol, pH 8.3) durante 10 min. Al mismo tiempo, se 

hidrataron las fibras y el papel filtro en el amortiguador de transferencia. Se colocó 

un refrigerante y un agitador magnético dentro de la cámara de transferencia y se 

dejó correr a 200 mA durante 1 h. Al terminar, la membrana se colocó en TBS 1X 

(100 nM TRIS, 2.5 M NaCl, pH 7.5) y durante 10 min con agitación. Posteriormente, 

se bloqueó con leche en polvo baja en grasa (BIO-RAD) al 5 % en TBS durante 1 h 

en agitación al término, la membrana se lavó con TTBS 1X (TBS + Tween al 20 %) 

tres veces durante 10 min, en agitación. 

Para la detección de la GH se utilizó el antisuero CAP-1 mientras que para la 

detección de CREB se utilizó el anticuerpo policlonal ps133-CREB (Abcam: 

ab32096). Como control de carga, se utilizó el anticuerpo para actina (Santa Cruz 

Biotechnology: SC-47778). Todos los anticuerpos se prepararon, por separado, en 

una solución con TTBS 1X y solución bloqueadora al 1 %, diluidos de la siguiente 

manera: 1:10,000 para la GH, 1:5000 para el ps133-CREB y 1:1000 para la actina. 

La incubación de la membrana con correspondiente anticuerpo se realizó durante 

toda una noche en agitación. Posteriormente, la membrana se lavó tres veces con 

TTBS 1X, por 10 min. 

Como anticuerpos secundarios se utilizaron: el anti IgG de conejo y ratón hechos 

en cabra y conjugados con peroxidasa de rábano (ThermoFisher: 65-6120; 

Invitrogen: G-21040), a una dilución de 1:3000 en TTBS y solución bloqueadora al 

1 %. La incubación de la membrana con el anticuerpo secundario fue de 2 h en 

agitación constante, a temperatura ambiente. Posteriormente, se le hicieron 3 

lavados con TTBS 1X y 3 con TBS 1X, por 10 min. 
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Para revelar se utilizó ECL Western Blotting Detection Reagents (Amersham; 

Buckinghamshire, UK), mezclando las soluciones 1 y 2 en una proporción 1:1. Se 

colocaron las membranas en una bolsa de plástico y la solución de la mezcla por 5 

min evitando la formación de burbujas sobre la membrana. La membrana se expuso 

a la placa radiográfica Hyperfilm ECL (Amersham; Buckinghamshire, UK) en un  

casset de amplificación y posteriormente fueron revelados con las soluciones 

reveladora y fijadora (Kodak), según lo indican los fabricante, todo en un cuarto 

oscuro. El tiempo de exposición varió de acuerdo, a la dilución del primer anticuerpo 

utilizado: 5-10 min para la detección de GH, 10 min para la detección de pCREBS-

133 y 5 min para la detección de actina. Finalmente, la placa se dejó secar y se 

analizó por densitometría, utilizando el programa Image Lab de BIO-RAD. 

 

5.9 Ensayo de ELISA para la cuantificación de la GH 

La inmunoreactividad de la GH se cuantificó en extractos de proteínas obtenidas de 

BBLs (80 µg) y en 25 µl de medio de cultivo concentrado (volumen final de 50 µl 

obtenido de 1 ml de medio de cultivo dializado y concentrado en filtros Amicon Ultra 

4 ml [Merck Millipore Ltd. Tullagreen, Carringtwohill, Co.Cork, IRL] en una centrífuga 

Avanti J-25 [Beckman Coulter, Inc. Palo Alto, CA.]), utilizando un ensayo 

inmunoabsorbente indirecto ligado a enzimas (ELISA) (Luna et al., 2004; Martínez-

Coria et al., 2003; Martínez-Moreno et al., 2014a). Inicialmente las placas de 

microtitulación de 96 pocillos (Immulon 2HB, placas de microtitulación de fondo 

plano de Thermo Scientific) se revistieron durante la noche con 12 ng de rcGH / por 

pocillo en 100 µl de amortiguador de carbonatos (1 M), pH 10.3, a 4ºC. Después del 

recubrimiento con el antígeno, las placas se lavaron con TPBS (fosfato sódico 0,01 

M, NaCl 0,15 mM, Tween 20 al 0,05% v / v, pH 7) usando un lavador manual de 

microplacas (ENE, lowboy, Nalgene; Nunc-Immuno Wash 12, InterMed Nunc). Este 

procedimiento se realizó después de cada paso de incubación. Las muestras y las 

diluciones seriadas de la rcGH (0.5-1250 ng / ml) diluidas en TPBS se incubaron 

durante 16 h con 100 µl de anticuerpo primario (α-cGH, AFP-551-11-1-86-National 

Hormone and Pituitary Program, Torrance, CA) diluido 1: 100,000 con TPBS y 1% 
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p / v de leche descremada en polvo. Luego se agregaron las muestras problema 

(100 µl) a los pocillos recubiertos y se incubaron durante 2 ha temperatura ambiente. 

Después de la incubación, se añadió el anticuerpo secundario (conjugado de 

peroxidasa de rábano picante-IgG anti-conejo) diluido 1: 5000 con TPBS y 1% p / v 

de leche en polvo descremada e incubó durante 2 ha temperatura ambiente. La 

reacción colorimétrica se generó utilizando 2,2-azino-di- (3-etilbenzotiazolina 

sulfonato) como sustrato (Sigma, Saint Louis, MO, EE. UU.), y las placas se leyeron 

en un lector de microplacas ELISA (Bio-Rad), a una longitud de onda de 405 nm. 

5.10 Análisis estadístico 

En todos los experimentos, los valores se expresan como media ± error estándar 

(SEM). Las diferencias significativas entre grupos o tratamientos se determinaron 

mediante la prueba t de Student o un análisis ANOVA de una vía, seguido de 

pruebas post-hoc paramétricas (Šidák, Dunnet, Tukey) o no paramétricas (Dunns). 

Se determinó que los valores de p inferiores a 0,05 eran estadísticamente diferentes 

(* p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; **** p <0,001). 

6. PCR en tiempo real 

El ARN mensajero de la GH se cuantificó en el termociclador StepOne (Applied 

Biosystems Foster, CA, USA). Se utilizó una dilución 1:3 del ADNc de cada 

tratamiento. Se utilizó la mezcla de PCR “Maxima SYBER Green Master Mix” 

(ThermoFisher scientific). La reacción final fue de 10μl y constó de: 3 μl de ADNc y 

7 μl de la mezcla Maxima syber (dentro de la mezcla se adicionó .5 μM de cada 

oligonucleótido específico). Las condiciones de amplificación fueron: 1 ciclo de 

desnaturalización a 95 ºC por 10 min, 45 ciclos de amplificación con 15 s a 95 ºC, 

15 s a 60 ºC y 30 s a 60 ºC, después, 30 s a 75 ºC. Se determinó la expresión del 

ARN mensajero de la GH utilizando el método de qPCR relativo de Ct comparativo 

(∆∆Ct), en el que se usaron grupos calibradores correspondientes a la GH y BAFF. 

El valor de Ct del control se obtuvo de la media geométrica entre los Cts del 18S 

(∆Ct), en donde se obtuvo la resta el Ct del gen blanco menos el Ct. El ∆∆Ct se 

obtuvo de restar el ∆Ct del calibrador al ∆Ct de los grupos experimentales. 
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6.1 Evaluación del calcio intracelular en los linfocitos B de la BF 

Se colectaron los linfocitos B después de 5, 10, 15 y 60 min de incubación. Estos 

linfocitos se lisaron con amortiguador RIPA. Seguidamente, los lisados fueron 

centrifugados por 15 min a 10,000 g, se colectaron los sobrenadantes y se 

conservaron a 4 ºC.  Para la determinación de calcio, se utilizaron los kits de abcam 

(ab102505) y sigma (MAK022); ambos funcionan debido a la formación del complejo 

cromogénico entre el calcio y el quelante o-cresolphthaleina. La formación de estos 

complejos fue medida a 575 nm y el contenido de calcio fue directamente 

proporcional al color obtenido. 

Primero se preparó una curva estándar en una placa de 96 pozos, iniciando desde 

un punto cero (0 μg/pozo) hasta un punto máximo de 2.0 μg de Ca2+ por pozo. Para 

este ensayo, se utilizaron 25 μl de sobrenadante de cada muestra tratada. 

Seguidamente se agregaron 90 μl del reactivo cromogénico tanto a la curva como 

a las muestras problema. Después, se adicionó 60 μl del amortiguador para el 

ensayo de calcio; se agitó y se dejó en incubación a temperatura a ambiente por 10 

min. La lectura de la placa se realizó en el varioskan a 575 nm.  

Dado que se utilizaron datos provenientes de dos kits, se decidió normalizar los 

valores tomando como 100% el tiempo 0, mismo que no tuvo ningún tratamiento. 

6. Resultados y discusión  

La comunicación entre los sistemas nervioso, endocrino e inmune depende de 

múltiples mensajeros químicos (moléculas paracrinas, autocrinas o endocrinas), así 

como de sus receptores, para desencadenar efectos pleiotrópicos en cada sistema 

(Veiga-Fernandes and Mucida, 2016). La GH y el GH-R son parte del eje 

hipotálamo-hipófisis (Rohrbasser et al., 2018). Sin embargo, ahora se sabe que la 

GH y el GH-R se expresan y ejercen efectos inmunomoduladores en el sistema 

inmune de varias especies (Hattori, 2009); incluyendo la BF de pollo (Luna et al., 

2013). De hecho, en este estudio, observamos que la GH y su receptor (GH-R) se 

expresan en las células B-bursales de este órgano. La BF, es un órgano linfoide 

primario en donde los linfocitos B se producen y maduran (Ko et al., 2018). Además, 
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la BF se ha utilizado ampliamente para estudiar y comprender patologías en aves 

de corral; por ejemplo, el estudio de la enfermedad infecciosa de la BF (Dulwich et 

al., 2018). 

6.1 Caracterización y viabilidad de los linfocitos B de la BF 

Nuestro primer objetivo fue determinar la viabilidad de los linfocitos B de la BF, así 

como las diferentes subpoblaciones de linfocitos B dentro del cultivo celular 

primario. La viabilidad de los linfocitos B se determinó a lo largo de 120 minutos de 

incubación con medio de cultivo RPMI 1640. La viabilidad en el tiempo cero fue de 

87.01%, y disminuyó progresivamente con respecto al tiempo ya que a los 30 min, 

fue de 84.12%, a los 60 min, 79.76%, y finalmente, 71.21% después de 120 min 

(Fig. 1-H). Para caracterizar las subpoblaciones de linfocitos B se utilizaron  

anticuerpos para detectar la población total de células B (αb-Bu-1a), así como la 

distribución de linfocitos B maduros (αb-IgG) e inmaduros (αb-IgM). Como se 

muestra en la Fig. 1-A, las células inmunorreactivas al αb-Bu-1a representaron el 

74.17% (Fig. 1-G), las células inmunorreactivas al αb-IgG (Fig. 1-B) y al αb-IgM 

(Fig.1-C) representaron 58.05% y 27.37% respectivamente (Fig. 1-G). Estos 

resultados son similares a los previamente publicado por Luna-Acosta et al., (2015); 

en donde obtuvieron cultivos enriquecidos de linfocitos B, con una distribución 

similar de las subpoblaciones inmunoreactivas a IgG+ e IgM+.  
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Figura 1. Las subpoblaciones de linfocitos B se estimaron utilizando anticuerpos primarios para detectar el total de células B (αb-Bu1a) (Fig. 1A), células 

B maduras (αb-IgG) (Fig. 1B) y células B inmaduras (αb -IgM) (Fig. 1C). Se usó DAPI para detectar los núcleos celulares. Se utilizaron controles negativos 

sin anticuerpos primarios (Fig. 1D, E, F). La proporción de linfocitos B se calculó contando el número de células inmunoreactivas para cada anticuerpo, 

entre el número total de células reactivas DAPI (Fig. 1 G). La viabilidad celular de los linfocitos B se determinó a lo largo de 120 minutos (Fig. 1H). Los 

grupos con letras diferentes son significativamente diferentes (p <0.001) al usar un ANOVA de una vía y la prueba pos hoc de Dunnett. Cada barra representa 

las medias ± error estándar de la media, los datos fueron obtenidos de 3 experimentos independientes. 

6.2 Expresión de GHRH/GHRH-R, TRH/TRH-R, ghrelina/GHS-R1a, SST/SSTRs 

y GH/GH-R en la BF y en los linfocitos Evaluamos la presencia de las hormonas 

hipotalámicas y sus receptores en la BF y en linfocitos B, así como en hipófisis, 

hipotálamo e hígado que se utilizaron como controles de expresión. Como se 

muestra en la Fig. 2-A, el GHRH-R se expresó en la hipófisis, pero no en los 

linfocitos B ni en la BF. Además, la GHRH también se expresó en el hipotálamo, 

pero no en la BF ni en los linfocitos B (Fig. 2-K). La TRH y el TRH-R se expresaron 

en la hipófisis, el hipotálamo, así como en la BF y en los linfocitos B (Fig.2-B, L). La 

grelina y su receptor también se expresaron en los controles positivos, la BF y en 

los linfocitos B (Fig.2-C, M).  La SST y sus cinco receptores (SST-R1-5) se 

expresaron en el hipotálamo, la hipófisis, así como en la BF y en los linfocitos B (Fig. 

2-D, E, F, G, H, I, N). Por último, se observó la expresión de la GH y el GH-R en la 

hipófisis, el hígado, los linfocitos B y en la BF (Fig.2-I, P). 
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Figura 2. Expresión del GHRH-R (A), TRH-R (B), GHS-R1a (C), SST-R(1-5) (D, E, F, G, H), GHRH (K), TRH (L), grelina (M), SST (N),  GH (I) y el GH-R (P); en 

linfocitos B y en la BF. Se usaron linfocitos B obtenidos de tres cultivos independientes, así como tres BFs de diferentes animales. En todos los casos se 

usó GAPDH como gen de referencia (J, O, Q). Pares de bases (bp), negativo (NC-) hipotálamo (Hip), Hipófisis (Hip), hígado (Hi).  

En cuanto a la GHRH, TRH, grelina y SST, se ha reportado que se expresan en 

múltiples células inmunes de varias especies, incluido el hipotálamo del pollo 

(Hattori, 2009; Piórkowska et al., 2018; Quintanar and Guzmán-Soto, 2013; 

Weigent, 2013a).  

6.3 Expresión de GHRH-R, TRH-R, GHS-R1a y SSTR2 en la BF y en los 

linfocitos B 

Los receptores de GHRH, TRH, grelina y SST pertenecen a la superfamilia de 

receptores acoplados a proteínas G con 7 pasos transmembranales (Schrage et al., 

2016); y ahora se sabe que estos receptores se expresan en la hipófisis de 

mamíferos (Albarran-Zeckler et al., 2013; Anderson and Scanes, 2015; Jones et al., 

1996; Kiseljak-Vassiliades et al., 2015; Miller et al., 1999) y pollos (Anderson and 

Scanes, 2015; De Groef et al., 2003; Meng et al., 2014; Richards et al., 2006; Wang 

et al., 2006). 

En este estudio, corroboramos la presencia de los receptores GHRH-R, TRH-R, 

GHS-R1a y SSTR2 en la BF y en los linfocitos B. De izquierda a derecha, en el panel 

1 de la Figura 3, se observan células inmunoreactivas a GHRH-R en la hipófisis, 

pero no en la BF o en los linfocitos B. Similar a nuestros resultados sobre la 
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expresión del ARNm evaluado por PCR punto final y la proteína por IHC, en otros 

trabajos la GHRH-R también se ha observado en la hipófisis de pollos de engorda 

(Porter et al., 2006; Toogood et al., 2006; Wang et al., 2006). Además, la presencia 

de GHRH-R en otros tipos celulares como timocitos y esplenocitos de ratas 

(Guarcello et al., 1991; Weigent, 2013a), peces (Chan et al., 1998) así como en 

linfocitos T humanos (Khandelwal et al., 2015), sugiere la participación local de la 

GHRH. Sin embargo, la expresión de GHRH-R en tejidos inmunes de aves, 

específicamente en linfocitos B-bursales aun no se ha detectado. En mamíferos y 

pollos, la GHRH a través de GHRH-R promueve la expresión y liberación de la GH 

(Kiaris et al., 2011; Harvey et al., 2014). Sin embargo, en este estudio, no observó 

la presencia de GHRH y GHRH-R en las células B-bursales.  Además se probo esta 

hormona enlos cultivos de linfocitos B y no modificó los niveles de la GH (ARNm y 

proteína), CREB o calcio, lo que sugiere que la GHRH y GHRH-R no participan en 

la regulación de la GH en linfocitos B-bursales. Estos resultados coinciden con 

estudios previos del grupo del Dr. Wang quien reportó la ausencia de GHRH-R en 

tejidos inmunes de pollo (Wang et al., 2006, 2010). 

En el panel 2, se observan células inmunoreactivas al TRH-R tanto en la hipófisis, 

la BF y en los linfocitos B. Otros autores también han reportado la expresión de este 

receptor en la hipófisis del mismo modelo experimental (De Groef et al., 2003; Sun 

et al., 1998). Sin embargo, en tejidos inmunes de pollo aun no se ha explorado la 

expresión de TRH-R por lo que éste es el primer informe sobre la expresión de éste 

receptor en linfocitos B de pollo y corrobora estudios realizados en otras especies 

como peces, ratas y humanos, donde se observó la expresión de TRH-R en timo, 

médula ósea, ganglios linfáticos y extractos de bazo (Fukusumi et al., 1995; Kamath 

et al., 2009; Raiden et al., 1995; Saito et al., 2011). En pollos, este receptor ha sido 

clonado de la hipófisis y mostró una alta homología con mamíferos (Sun et al., 

1998). Además, sus funciones relacionadas a la estimulación de la expresión y 

liberación de la GH podrían estar conservadas en ambas especies. 

En el panel 3, observamos inmunoreactividad positiva para el SSTR2, en la hipófisis, 

en la BF y en los linfocitos B. Previos estudios también han mostrado la expresión 
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de los receptores de SST en hipófisis de ratones (Ramírez et al., 2002), peces 

(Cardenas et al., 2000), humanos (Kiseljak-Vassiliades et al., 2015) y de manera 

similar a este estudio, en el bazo pollos (Bossis and Porter, 2001; Meng et al., 2014). 

Por otro lado, la expresión de estos receptores ha sido reportada en células 

hipofisiarias de pollo, y en este modelo se ha determinado que la SST inhibe la 

liberación de la GH a través del SST-R2 (Bossis and Porter, 2001). Por lo que la 

expresión de estos receptores en la BF y en los linfocitos B podría sugerir su 

participación en la inhibición de la expresión y liberación de la GH. 

El receptor de grelina también se observó en la hipófisis, en la BF y en los linfocitos 

B (Fig. 3, panel 4). De manera similar, la expresión de GHS-R1a también se ha 

observado, además de la hipófisis (Kaiya et al., 2002), en tejidos inmunes de pollo 

como el timo y el bazo (Tanaka et al., 2003) y la BF (Yu et al., 2018). La expresión 

de grelina y la localización conjunta de GHS-R1a con la GH en linfocitos B-bursales 

podrían sugerir la participación de grelina en la regulación de GH. Sin embargo, 

dado que no observamos el efecto de la grelina sobre la expresión del ARNm de la 

GH y su proteína; o su efecto sobre la activación de CREB y niveles de calcio, existe 

la posibilidad de que la grelina pueda participar y promover otros efectos 

inmunomoduladores (Hattori et al., 2001), en lugar de su participación en la 

regulación de la GH en los linfocitos B-bursales.. 
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Figura 3. Micrografías representativas de las inmunohistoquímicas para el GHRH-R (Panel 1), TRH-R (Panel 2), SST-R (1-5) (Panel 3) y GHS-R1a (Panel 4); 

en secciones de hipófisis de pollo y en linfocitos B. En el panel 5 se observan los controles negativos usando solo los anticuerpos secundarios 

correspondientes. Las flechas indican células inmunoreactivas a alguno de los receptores correspondientes. Corteza ©, medula (M). DAPI en azul, se utilizó 

para marcar los núcleos celulares. 

6.4 Co-localización de la GH con GHRH-R, TRH-R, GHS-R1a y SSTR2 en la 

hipófisis y en los linfocitos B de la BF 

Para corroborar la presencia de la GH con los receptores de sus principales 

reguladores. Se realizó una tinción conjunta para verificar la colocalización de la GH 

con el GHRH-R, TRH-R, GHS-R1a y SSTR2, en la hipófisis y en los linfocitos B de 

la BF, utilizando solo el αb-GH y DAPI en hipófisis de pollo. Como se muestra en la 
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Fig. 4-A, se observaron células inmunoreactivas a la GH en una zona localizada de 

la hipófisis, sugiriendo el lóbulo caudal de esta glándula.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Micrografías correspondientes a inmunohistoquímicas para la GH (A) y su co-localización con el GHRH-R (C, I), TRH-R (D, J), SST-R(2) (G, M) y 

GHS-R1a (F, L), en hipófisis y en linfocitos B. Se usaron solo los anticuerpos secundarios correspondientes como controles negativos (B, E, H, K, N). Se 

usó DAPI para marcar los núcleos celulares (en azul). Las flechas indican células inmunoreactivas a los receptores correspondientes. 

Todas las micrografías que se obtuvieron fueron tomadas en las zonas hipofisarias 

inmunoreactivas a la GH (zona caudal). En la Fig. 4-C, se observan células 

inmunoreactivas a la GH, al GHRH-R, e incluso la co-localización de ambas señales. 

Por otro lado, en los linfocitos B solo se observó inmunoreactividad positiva a la GH 

(Fig. 4-I). En el caso del TRH-R, se observó co-localización de la GH con este 

receptor, en la hipófisis y en los linfocitos B (Fig. 4-D, J). Finalmente, se observó co-
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localización de la GH con el GHS-R1a (Fig. 4-F, L) y el SST-R2 (Fig. 4-G, M), en la 

hipófisis y en los linfocitos B. La co-localización de la GH con estos receptores 

sugiere que en estas células podrían participar en varios procesos como la 

regulación de la GH local.  

6.5 Expresión del ARNm de la GH después del estímulo con GHRH, TRH, 

grelina y SST o la combinación de TRH con SST en los linfocitos B de la BF 

Se evaluó la expresión de la GH después de los tratamientos con la GHRH, la TRH, 

la grelina, la SST y la combinación de la TRH con la SST. Como se observa en la 

Fig. 5-A, la TRH a 10 nM, incrementó significativamente (p<0.01) la expresión de la 

GH (control: 1.013 ± 0.07410 vs 10nM GH: 1.545 ± 0.06581). Similar a nuestros 

resultados, en hipófisis de pollo de engorda también se ha observado que la TRH 

incrementó el ARNm de la GH después de 60 min de incubación (Van As et al., 

2004). Sin embargo, en células inmunes, el efecto de la TRH sobre la regulación de 

la GH aun no estaba estudiada, lo que hace importante nuestros resultados debido 

a que ahora podemos señalar que la presencia del TRH-R y permitir proponer un 

efecto de TRH sobre la expresión y liberación de la GH en linfocitos B bursales. 

Por otro lado, la SST disminuyó significativamente (p<0.01; p<0.05) la expresión de 

la GH (control: 1.095 ± 0.1157 vs 1 nM SST: 0.6400 ± 0.07375 y 10 nM SST: 0.7850 

± 0.04781) (Fig. 5-B). En el caso del sistema inmune el efecto de la SST sobre la 

expresión de GH aun no se ha determinado. Sin embargo, a nivel hipofisiario se 

sabe que la SST inhibe la expresión del ARNm de la GH; por lo que la presencia del 

SST-R2 y la SST en los linfocitos B de la BF, sugieren un efecto inhibitorio sobre la 

expresión de la GH. En cuanto la GHRH y la grelina, no modificaron la expresión de 

la GH (Fig. 5 C-D). 

Finalmente, dado que observamos cambios en la expresión de la GH con 10 nM de 

TRH y SST; evaluamos la expresión de la GH después del estímulo con la 

combinación de estas hormonas (ambas a 10 nM). Interesantemente, la expresión 

de la GH disminuyó significativamente (p<0.05) en comparación con el grupo control 

(control:  0.9821± 0.1322 vs TRH + SST: 0.6646 ± 0.1055) (Fig. 5-E). Estos 

resultados concuerdan con lo reportado en la literatura, en donde se ha observado 
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que la combinación de la SST con otros factores y hormonas puede inhibir 

mecanismos intracelulares y la síntesis de proteínas; por ejemplo, la SST inhibe la 

producción de AMPc inducido por la hormona liberadora de corticotropina (CRH) y 

GHRH; Además, la SST inhibió el efecto de la forskolina en la producción de AMPc, 

la activación de PKA, la fosforilación de CREB y la potencia de transcripción (Eigler 

y Ben-Shlomo., 2014). 

 

Figura 5. El ARNm de la GH fue evaluado por medio de qPCR, después de los tratamientos con TRH (A), SST (B), GHRH (C), grelina (D) y la combinación de 

TRH con SST (E). Se utilizaron las concentraciones, 1, 10 y 100 nM, Los datos fueron obtenidos por 3 experimentos independientes y medidos por duplicado. 

Las barras representan la media ± el error estándar. Los asteriscos representan diferencias estadísticas significativas (*: p<.05; **: p<.01) en comparación 

con los grupos control; se utilizó una ANOVA de una vía con comparación múltiple y prueba post hoc Tukey. En el caso de la combinación, se usó una 

prueba T pareada. 

 

 

6.6 Efecto de GHRH, TRH, grelina, SST o la combinación de TRH con SST en 

el contenido y liberación de GH en los linfocitos B de la BF 

El tratamiento con la TRH no mostró ningún efecto sobre el contenido intracelular 

de la GH (Figura 6-A). No obstante, el tratamiento con 10 nM de TRH incrementó 

significativamente (P<0.05) la GH liberada al medio de cultivo (control 15.03 ± 4.405 
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ng/mL vs 10nM: 45.69 ± 17.23 ng/mL) (Figura 6-B). En células inmunes de pollo, 

este es el primer reporte de un posible efecto regulador de la TRH sobre la liberación 

de la GH. Sin embargo, otros estudios realizados tanto in vitro como in vivo en peces 

y en el pollo de engorda, sobre la liberación de GH mostraron que después de 30 

min o 3 hr de exposición con la TRH, mostraron una liberación regulada de los 

niveles de la GH (Hall et al., 1985; Harvey et al., 1978; Harvey and Lea, 1992; Lin 

et al., 1993; Scanes, 1984).  

Por otra parte, el tratamiento con 100 nM de SST incrementó significativamente 

(P<0.05) el contenido intracelular de la GH (control: 35.21 ± 0.7860 ng/μg vs 100 

nM SST: 47.76 ± 5.322 ng/μg) (Figura 6-C). Sin embargo, la aplicación de SST no 

mostró cambios significativos en la cantidad de GH liberada al medio de cultivo 

(Figura 6-D). El incremento de la GH intracelular después del tratamiento con la SST 

podría deberse a un mecanismo relacionado al aumento del calcio que también fue 

modificado después del tratamiento con esta hormona. Esto comparado con 

estudios sobre la producción de IL-2 en linfocitos T (Koga et al, 2012) o IL-1 Ojima 

et al., 1989) en donde se ha asociado a cambios de calcio y su capacidad de activar 

a las proteínas calmodulinas (Clapham, 2007), o activar proteínas como las cinasas 

II y IV. Además, en células GH3, el Ca2+ estimuló síntesis de la prolactina y su ARNm 

(White et al., 1989), por lo que un mecanismo similar podría ocurrir en los linfocitos 

B de la BF y la producción de GH.  

Finalmente, a nivel hipofisiario se sabe que la SST inhibe la liberación de la GH. En 

el caso del sistema inmune es el primer estudio sobre su efecto en linfocitos B de 

pollo, pero también nuestros resultados concuerdan con los observados en linfocitos 

B de humanos en donde la SST y su análogo “SMS 201-995” tampoco modificaron 

la liberación de la GH in vitro (Hattori et al., 1990, 1994).  

En el caso del tratamiento con la grelina, esta hormona no mostró cambios 

significativos en la GH intracelular (Figura 6-E), ni en el medio de cultivo (Figura 6-

F). De manera similar, el tratamiento con la GHRH no cambió los niveles de la GH 

en los linfocitos B (Figura 6-G) ni en el medio de cultivo (Figura 6-H).  
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Por otra parte, se evaluó el posible efecto inhibidor de la SST sobre la liberación 

inducida de la GH al medio de cultivo, por el efecto de la TRH. Para lo cual, se 

incubaron a los linfocitos B con SST y TRH simultáneamente y se midió la cantidad 

de la GH intracelular y en el medio de cultivo. Se encontró que el tratamiento 

combinado con 10 nM de TRH y 100 nM de SST disminuyó significativamente a la 

GH intracelular con respecto al grupo control (P<0.05; control: 100 ± 10.43 % vs 

TRH 10 nM + SST 100 nM: 56.89 ± 2.554 %) (Figura 6-I); y con respecto al grupo 

tratado con 10 nM de TRH y 10 nM de SST no hubo diferencias significativas 

(P<0.01; TRH 10 nM + SST 100 nM: 56.89 ± 2.554 % vs TRH 10 nM + SST 10 nM 

114.3 ± 6.635 %). Como se mencionó anteriormente, se sabe que la combinación 

de la SST con otras hormonas promueve o acentúa el efecto inhibitorio de la misma. 

Por lo que, en este trabajo, se puede sugerir que la SST inhibe el efecto 

estimulatorio de la TRH en los linfocitos B de la BF a concentraciones altas.  

Por otra parte, la GH liberada en el medio de cultivo incrementó significativamente 

(P<0.05) con el tratamiento de 10 nM de TRH y 10 nM de SST con respecto al 

control (control: 100 ± 13.46 % vs TRH 10 nM + SST 10 nM: 156.5 ± 11.66 %) 

(Figura 6 J), replicando el efecto observado con el tratamiento con 10 nM de TRH 

de manera individual. Sin embargo, observamos que el tratamiento con 10 nM de 

TRH y 100 nM de SST, inhibió significativamente la liberación de GH al medio de 

cultivo respecto al grupo control (P<0.05; control: 100  ± 13.46 % vs TRH 10 nM + 

SST 100 nM: 39.09 ± 7.710 %) y con respecto al grupo tratado con 10 nM de TRH 

y 10 nM de SST (P<0.001; TRH 10 nM + SST 10 nM: 156.5 ± 11.66 % vs TRH 10 

nM + SST 100 nM: 39.09 ± 7.710 %). Como se mencionó anteriormente, se sabe 

que la combinación de la SST con otras hormonas promueve o acentúa el efecto 

inhibitorio de la misma. Por lo que, en este trabajo, se podría sugerir que la SST 

inhibe el efecto estimulatorio de la TRH en los linfocitos B de la BF. 
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Figura 6. El mensajero de la GH fue evaluado por medio de qPCR, después de los tratamientos con TRH (A), SST (B), GHRH (C), grelina (D) y la 

combinación de TRH con SST (E). Se utilizaron las concentraciones, 1, 10 y 100 nM, Los datos fueron obtenidos por 3 experimentos independientes y 

medidos por duplicado. Las barras representan la media ± el error estándar de la media. Los asteriscos representan diferencias estadísticas en comparación 

con los grupos control; se utilizó una ANOVA de una vía con comparación múltiple y prueba post hoc Tukey. En el caso de la combinación, se usó una 

prueba T pareada. 
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6.7 Efecto de GHRH, TRH, grelina y SST en la liberación de variantes 

moleculares de la GH de cultivos de linfocitos B. 

Por medio de SDS/PAGE y WB, se analizaron las bandas inmunoreactivas a la GH 

(GH-IR) después del estímulo con GHRH, TRH, grelina y SST en los linfocitos B y 

en el medio de cultivo. En la Fig. 7-A se observa el luminograma representativo de 

la GH liberada al medio de cultivo, después de los tratamientos con TRH y SST. 

Debajo de cada luminograma, se muestran los diferentes pesos moleculares 

aparentes de la GH. 

En el caso de la TRH, 100 nM de esta hormona disminuyó significativamente 

(p<0.05) la variante GH-IR con un peso aparente de 17 kDa, en comparación con 

las condiciones control (C: 1 vs 100 nM: 0.61 ± .060 veces de cambio) (Fig. 7-B). 

Así mismo, las concentraciones de 1, 10 y 100 nM de la TRH, disminuyeron 

significativamente (p<0.05; p<0.01) la bandas inmunoreactivas de 26 kDa y 29 kDa 

de la GH (C:1 vs 1 nM: 0.49 ± 0.092; 10 nM: 0.46 ± 0.13; 100 nM: 0.49 ± 0.12 veces 

de cambio); (C:1 vs 1 nM: 0.53 ± 0.068; 10nM: 0.45 ± 0.10; 100 nM: 0.63 ± 0.16 

veces de cambio) (Fig. 7 C-D). La TRH a 10 y 100 nM, también disminuyeron 

significativamente la liberación de la banda inmunoreactiva de 32 kDA de la GH (C:1 

vs 10 nM: 0.61 ± 0.06; 100 nM: 0.62 ± 0.09 veces de cambio) (Figura 7-E). Además, 

la TRH no mostró cambios significativos en las otras bandas inmunoreactivas a la 

GH (Fig. 7-F-G-H); finalmente, la SST tampoco modificó los niveles de alguna de 

las bandas inmunoreactivas a las GH (Fig. 7 I-J-K-L-M-N-O). 
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Figura 7. En la parte de arriba (A), se muestra un luminograma representativo de la GH liberada al medio de cultivo después del estímulo con la TRH y la 

SST (1, 10 y 100 nM). Como control positivo se utilizaron 25 ng de GH recombinante de pollo (rcGH: 25ng). En la parte de abajo se muestran las densitometrías 

de las bandas inmunoreactivas a la GH; después del estímulo con la TRH (B, C, D, E, F, G, H) y la SST (I, J, K, L, M, N, O). Los datos para las densitometrías 

fueron tomados de 6 experimentos individuales de la TRH y 6 experimentos individuales para la SST. Los datos fueron normalizados a 1 tomando como 

referencia el valor control. Las barras representan la media ± el error estándar. Se realizó un ANOVA de una vía con comparación múltiple de medias y 

Dunnet como pos hoc. 

Como se muestra en la Fig. 8, ninguna de las bandas inmunoreactivas a la GH 

intracelular se modificaron después de los tratamientos con la TRH y la SST. Por 

otro lado, los tratamientos con GHRH y grelina tampoco modificaron las bandas 

inmunoreactivas de la GH liberada al medio de cultivo, así como el contenido 

intracelular. 
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Figura 8. En la parte de arriba (A), se muestra un luminograma representativo de la GH intracelular después del estímulo con la TRH y la SST (1, 10 y 100 

nM). Como control positivo se utilizaron 25 ng de GH recombinante de pollo (rcGH: 25ng). Se utilizó β actina como control de carga. En la parte de abajo se 

muestran las densitometrías de las bandas inmunoreactivas a la GH; después del estímulo con la TRH (B, C, D, E, F, G, H, I) y la SST (I, J, K, L, M, N, O, P, 

Q). Los datos para las densitometrías fueron tomados de 6 experimentos individuales de la TRH y 6 experimentos individuales para la SST. Los datos fueron 

normalizados a 1 tomando como referencia el valor control. Las barras representan la media ± el error estándar. Se realizó un ANOVA de una vía con 

comparación múltiple de medias y Dunnet como pos hoc. 

Nuestros resultados de WB mostraron una disminución de la GH al medio de cultivo. 

Este efecto aparentemente inhibitorio de la TRH sobre la GH no se ha reportado en 

células inmunes y los mecanismos intracelulares no se conocen; pero son similares 

con los resultados de Maeda (1976), que observó que después de una infusión de 

150 min de TRH en humanos, los niveles plasmáticos de la GH disminuyeron 

aproximadamente un 80%. En otro estudio realizado en caballos también la TRH 

inhibió los niveles plasmáticos de la GH inducida por el ejercicio (Pruett et al., 2003); 
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es posible que la TRH tenga efectos diferenciales sobre la liberación de la GH en 

este tipo celular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. En la parte de arriba (A), se muestra un luminograma representativo de la GH liberada al medio de cultivo después del estímulo con la GHRH y 

la grelina (1, 10 y 100 nM). Como control positivo se utilizaron 25 ng de GH recombinante de pollo (rcGH: 25ng). En la parte de abajo se muestran las 

densitometrías de las bandas inmunoreactivas a la GH; después del estímulo con la GHRH (B, C, D, E, F, G, H) y grelina (I, J, K, L, M, N, O). Los datos para 

las densitometrías fueron tomados de 6 experimentos individuales para la GHRH y 6 experimentos individuales para la grelina. Los datos fueron 

normalizados a 1 tomando como referencia el valor control. Las barras representan la media ± el error estándar. Se realizó un ANOVA de una vía con 

comparación múltiple de medias y Dunnet como pos hoc. 
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Figura 10. En la parte de arriba (A), se muestra un luminograma representativo de la GH intracelular después del estímulo con la GHRH y la grelina (1, 10 

y 100 nM). Como control positivo se utilizaron 25 ng de GH recombinante de pollo (rcGH: 25ng). Se utilizó β actina como control de carga. En la parte de 

abajo se muestran las densitometrías de las bandas inmunoreactivas a la GH; después del estímulo con la GHRH (B, C, D, E, F, G, H, I) y la grelina ( J, K, L, 

M, N, O, P, Q). Los datos para las densitometrías fueron tomados de 6 experimentos individuales de la TRH y 6 experimentos individuales para la SST. Los 

datos fueron normalizados a 1 tomando como referencia el valor control. Las barras representan la media ± el error estándar. Se realizó un ANOVA de una 

vía con comparación múltiple de medias y Dunnet como pos hoc. 
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6.8 Evaluación del contenido de calcio intracelular después del estímulo con 

TRH y SST en los linfocitos B de la BF 

Los efectos de la TRH, la SST, o su combinación, sobre los cambios en la 

concentración intracelular de Ca2 + en cultivos de linfocitos B de la BF fueron 

evaluados después de 0, 5, 10 y 60 minutos de incubación. El tratamiento con 10 

nM TRH disminuyó significativamente el contenido intracelular de Ca2+ después de 

10 minutos de incubación (una reducción de -32.45 ± 6.74 Δ%, P <0.0004) en 

comparación con el control no tratado, mientras que después de 60 minutos de 

incubación, el contenido intracelular de Ca2+ mostró una tendencia a aumentar 

(hasta 35.96 ± 38.12 Δ%) pero no fue significativamente diferente con respecto a 

los tiempos anteriores (Fig. 11 A). Asimismo, el tratamiento con SST (100 nM) 

disminuyó significativamente el contenido intracelular de Ca2+ después de 10 

minutos de incubación (una reducción de -52.37 ± 7.32 Δ%, P p<0.0001) en 

comparación con 0 min (grupo control) (Fig. 11 B); mientras que después de 60 

minutos de incubación con SST (100 nM) el contenido intracelular de Ca2+ aumentó 

significativamente (hasta 55.3 ± 21.48 Δ%), en relación con los niveles observados 

después de 5 min (-13.65 ± 6.84 Δ%, P <0.029) o 10 min (-52.37 ± 7.32 Δ%, P 

<0.003) de tratamiento pero no en comparación con el grupo control (Fig. 11 B). Por 

otro lado, la combinación de TRH (10 nM) + SST (10 nM) significativamente  

disminuyó el contenido intracelular de Ca2+ en los linfocitos B de la BF solo después 

de 10 minutos de incubación (una reducción de -26.32 ± 3.44 Δ%, p <0.006) en 

comparación con control (0 min) (Fig. 11 C). Finalmente, el tratamiento con TRH (10 

nM) + SST (100 nM) significativamente disminuyó el contenido intracelular de Ca2+ 

en los linfocitos después de 60 min de incubación (una reducción de -39.51 ± 6.03 

Δ%, p <0.0001) en comparación con el control (0 min) (Fig. 11 D). 
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Figura 11. Intracelular de calcio se midió en células B-bursales durante 5, 10 y 60 min. Utilizamos TRH a 10 nM (A), 

SST a 100 nM (B), o la combinación de estas hormonas [TRH 10 nM + SST 10 nM (C) y TRH 10 nM + SST 100 nM (D)]. 

Solo se usó RPMI 1640 sin GH como control negativo (0 min). Los datos se obtuvieron de 4 experimentos 

independientes para los casos de TRH + SST; Por otro lado, se utilizaron 3 experimentos independientes en la 

combinación de TRH + SST. Cada punto representa la media ± SEM. Las unidades se expresan como porcentaje (%). 

Los asteriscos indican diferencias entre los grupos experimentales (* p < 0.5; ** p < 0.1; *** p < 0.001; ****p < 0.0001).  

En la hipófisis, la TRH y la SST son capaces de movilizar los niveles intracelulares 

de Ca2+ para promover o inhibir la exocitosis de las vesículas que contienen 

hormonas (Eigler y Ben-Shlomo, 2014; Joseph-Bravo et al., 2015). Por lo tanto, en 

este trabajo, exploramos si la TRH y la SST también modificaban los niveles de Ca2+ 

en los linfocitos B de la BF y si estos cambios, podrían estar relacionados con la 

liberación de la GH en este tipo celular; ya que, hasta ahora, no hay informes sobre 

el efecto de estas hormonas sobre los niveles de Ca2+ en células inmunes y mucho 

menos en nuestro modelo. 

En las células hipofisiarias, la TRH se une a su receptor acoplado a la proteína Gq 

y activa la enzima PLC, que a su vez hidroliza el bifosfato de fosfatidilinositol (4,5) 

para producir segundos mensajeros, el diacilglicerol (DAG) y el inositol (1, 4, 5) 
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trifosfato (IP3). IP3 luego moviliza y aumenta el Ca2+ intracelular del retículo 

endoplásmico, lo que lleva a la liberación de hormonas (Hinkle., 2012). Por otro 

lado, los mecanismos moleculares implicados en la regulación de las hormonas de 

la hipófisis anterior por la SST se producen por hiperpolarización de la membrana a 

través de la apertura de los canales de K+, lo que lleva a la disminución del Ca2+ 

(Eigler y Ben-Shlomo, 2014). 

En este estudio, los niveles intracelulares del Ca2+ disminuyeron después de 10 

minutos del tratamiento con la TRH (10 nM), aunque en las células hipofisiarias, se 

ha demostrado que el Ca2+ intracelular aumenta significativamente durante ~ 300 s 

(5 minutos) de estimulación con la TRH (1-100 nM) (Ritchie, 1987; Carew y Manson, 

1995; Lorsignol et al., 1997). Interesantemente, observamos una tendencia al 

aumento después de 5 minutos de estimulación con la TRH, pero no fue 

significativa. Hasta donde sabemos, este es el primer reporte en el que la evaluación 

del Ca2+ intracelular se extendió después de 1 hora en células inmunes. Esta 

disminución que observamos en los niveles de Ca2+ podría explicarse por la salida 

de este ion hacia el exterior de la célula, ya que se ha reportado que la TRH (1 µM) 

puede promover la salida del Ca2+ en la línea celular GH3 de rata después de 

aproximadamente 20 minutos de incubación (Nelson y Hinkle, 1994; Rebecci et al. 

1982). Además, las bombas membranales del Ca2+ bombean continuamente este 

ion hacia el exterior en células cancerígenas (Kania et al., 2015), y el TRH-R está 

relacionado con la activación de estas bombas Ca2+ en células de mamíferos 

(Berridge et al., 2003). Similar al efecto de la TRH, la SST (100 nM) disminuyó (50%) 

los niveles intracelulares de Ca2+ después de 10 minutos de incubación. Este efecto 

inhibidor de la SST (10 M o 10 nM) se ha señalado previamente in vitro en células 

hipofisiarias de porcino, peces y rata, donde los niveles intracelulares de Ca2+ 

disminuyeron (~ 40-60%) en 150 - 1500 s (Cervia., et al., 2002; Yu., et al., 2010; 

Ramírez et al., 2002). Además, observamos que los niveles de Ca2+ aumentaron 

(50%) después de 60 minutos de incubación, relacionándose con el aumento que 

observamos en la GH intracelular en las mismas condiciones. Este efecto 

estimulante se ha reportado en la línea celular de linfoblastos B humanos en la que 

los niveles intracelulares de Ca2+ aumentaron (~ 50%) con 100 nM de SST, es 
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importante mencionar que este efecto se observó durante 20 s de incubación 

(Rosskopf et al., 2003). En otros modelos in vitro, como en neuronas hipocampales 

de ratas y de la línea celular CHO-KO1, la estimulación con SST (10-4-10-9 M) 

también aumentó (~ 200%) los niveles intracelulares de Ca2+ durante 30 segundos 

o después de 6 minutos de incubación (Nunn et al., 2004). 

Cabe señalar que la aplicación conjunta de la TRH (10 nM) con SST (10 nM) 

disminuyó (26%) los niveles de Ca2+ intracelular después de 10 minutos de 

incubación y este efecto se acentuó (39%) con una mayor concentración de la SST 

(100 nM); esta misma combinación también disminuyó tanto la GH intracelular como 

la liberada. Similar a nuestros hallazgos, en cultivos de células hipofisiarias de rata, 

la combinación de la TRH (10 nM) con la SST (1 nM) disminuyó (~ 60%) el efecto 

estimulante de TRH sobre los niveles de Ca2+ después de 15 minutos de incubación 

(Roussel et al., 1997). Este efecto inhibitorio sobre los niveles de Ca2+ también se 

ha reportado después de la aplicación conjunta de la GHRH (10 nM) y la SST (1 

nM) (Holl et al., 1988). Nuestros resultados sugieren que la TRH y la SST tienen 

efectos sobre los niveles de GH y podrían estar relacionados con cambios en los 

niveles del Ca2+ en los linfocitos B de la BF. Sin embargo, se necesita más 

investigación para conocer cuáles son los mecanismos intracelulares específicos 

involucrados en la señalización del Ca2+ en las células inmunes. 

6.9 Evaluación de la fosforilación del factor CREB en la serina 133 después 

del estímulo con GHRH, TRH, grelina y SST en los linfocitos B de la BF. 

Para evaluar si la expresión de la GH está relacionada a la fosforilación de CREB 

en los linfocitos B; se determinó la fosforilación de este factor en la serina 133, 

después del estímulo con la TRH, grelina, GHRH, SST, y la combinación de esta 

última con la TRH. Como se observa en la Fig. 12-B, la TRH incrementó 

significativamente (p<.05) la fosforilación de CREB después de 60 min de 

incubación (C: 100 ± 16.47 vs 10: 201.1 ± 54.26 %).  Sin embargo, cuando se incubó 

solo 30 min no se modificaron los niveles de este factor (Fig. 12-A).  

En contraste, después de 60 min de incubación con la grelina, la fosforilación de 

CREB disminuyó significativamente (p<.05) (C: 100 ± 12.08 vs 10: 57.77 ± 7.16 
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). No así después de 30 min de incubación con esta hormona (Fig. 12-D). En cuanto 

a los tratamientos con la GHRH, SST o la combinación de esta última con la TRH; 

no mostró cambios significativos en la fosforilación de CREB (Fig. E, F, G, H, I). 

En las células inmunes, la relación entre la expresión de GH y la activación de CREB 

sigue poder ser definida. Sin embargo, en este trabajo podemos señalar que la TRH 

aumentó la fosforilación de pCREBs-133, así como la expresión del ARNm de la GH. 

Por el contrario, SST disminuyó la expresión del ARNm de la GH y no se observaron 

cambios en pCREBs-133. Estos resultados sugieren que la expresión del ARNm de 

la GH en linfocitos B-bursales podría estar mediada por la activación de pCREBs-133 

debido al estímulo de la TRH. Sin embargo, dado que la SST disminuyó la expresión 

del ARNm de la GH sin mostrar cambios en pCREBs-133; es posible que otros 

factores de transcripción estén implicados en estos procesos. 

Además, como se mencionó anteriormente, la SST inhibe la producción de AMPc 

inducido por la hormona liberadora de corticotropina (CRH) y GHR y la activación 

de PKA, la fosforilación de CREB y la potencia de transcripción (Eigler y Ben-

Shlomo., 2014). Del mismo modo, en este trabajo, observamos que la combinación 

de la TRH con la SST mantuvo los niveles de pCREBs-133 similares a las condiciones 

de control. Nuestros resultados sugieren que la SST podría estar inhibiendo el 

efecto de la TRH sobre la activación de pCREBS-133. 
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Figura 12. En la parte de arriba (A, B, C, D, E, F, G, H, I), se muestran los luminogramas representativos de p-133-CREB evaluado después de 30 o 60 min. 

Se utilizó 10 nM de cada hormona. Se utilizó β actina como control de carga. En la parte de abajo (A, B, C, D, E, F, G, H, I), se muestran las densitometrías 

de las bandas inmunoreactivas a p-133-CREB. Los datos para las densitometrías fueron tomados de 3 experimentos individuales para cada hormona. Los 

datos fueron normalizados en valor de porcentaje tomando como referencia el valor de los controles. Los asteriscos representan diferencias significativas 

con respecto a los grupos control (p<.05:*; p<.01:**). Las barras representan la media ± el error estándar. Se realizaron pruebas t pareadas para cada 

condición. 

 

6.10 Expresión de BAFF después del estímulo con TRH y SST 

Las incubaciones de TRH (10 Nm) y SST (1 y 10 Nm) durante 1 h se realizaron para 

determinar los cambios en la expresión de la expresión del ARNm de BAFF. TRH 

incrementó significativamente (P<0.05) de los niveles de expresión del ARNm de 
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BAFF (1.43 veces) (Fig. 9A). No se observaron cambios después de incubaciones 

con tratamientos SST (1 y 10 Nm) (Fig. 9B). El incremento de BAFF que observamos 

después de la exposición con la TRH, sugiere que esta hormona podría estar 

implicada en regular la expresión de otras moléculas que puedan estar involucradas 

con la respuesta inmune como se ha mostrado en otros estudios realizados tanto in 

vivo e in vitro como es la producción de citocinas como la IL-1, IL-6, IL-10, el TNFα 

o el INFα o γ (Kamath et al., 2009). Además, se ha reportado que el tratamiento con 

el BAFF en pollos infectados con la IBDV, mejoraron su respuesta inmune humoral 

(Chen et al., 2009). Finalmente, el incremento de BAFF en linfocitos B, se ha 

asociado con la regulación de la selección negativa en este tipo celular (Mackay and 

Browning, 2002). Dado que en la bolsa de Fabricio se llevan a cabo procesos de 

selección, maduración y activación de los linfocitos B; la TRH, además de promover 

la expresión de la GH, podría participar indirectamente en alguno de estos procesos 

inmunomoduladores, a través de la estimulación de otras citocinas como BAFF. 

 

 

 

 

 

 

Fig. 13. Expresión relativa del ARNm de BAFF en linfocitos B después de una hora de tratamiento con TRH (10 nM) (A) y SST (1 y 10 nM) (B). Cada barra 

representa medias ± EEM. La expresión relativa de ARNm se corrigió mediante el ciclo de umbral (CT) y utilizando la fórmula 2-ΔΔCT. Se usó ARN ribosómico 

18S como gen de referencia. Los datos se obtuvieron de 3 experimentos independientes analizados por duplicado. Los asteriscos indican diferencias 

significativas en comparación con los grupos de control (*: P <0.05) según lo determinado por la prueba t no apareada. 

 

 

 

7. CONCLUSIONES 

En conclusión, nuestros resultados mostraron que la GHRH y el GHRH-R no se 

expresan en linfocitos B-bursales. La presencia de las otras hormonas 

hipotalámicas (TRH, SST, grelina) y sus receptores en los linfocitos B-bursales 

podría sugerir su participación en la regulación de otras hormonas o factores 
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inmunes. Además, este podría ser el primer informe en el que se muestra la 

presencia de estas hormonas hipotalámicas en los linfocitos B-bursales de pollo. 

Curiosamente, en estas células, parece que la TRH y la SST podrían estar actuando 

como reguladores de la expresión y la liberación de la GH (in vitro); esto debido a 

que observamos cambios en la expresión y liberación de la GH, la activación de 

CREB, así como la modificación de los niveles intracelulares de Ca2+ después de la 

exposición con estas hormonas. Además, el incremento de BAFF sugiere que la 

TRH puede participar en procesos inmunomoduladores. Sin embargo, los 

mecanismos intracelulares siguen sin estar claros. 

Una de las principales limitaciones de este trabajo podría ser el tiempo vida de los 

linfocitos B-bursales en cultivo; ya que después de 60 min (solo con medio RPMI 

1640), la viabilidad disminuye significativamente. En ese sentido, una perspectiva a 

futuro podría ser la implementación un protocolo para extender la viabilidad de estas 

células por más tiempo; esto permitiría explorar otros mecanismos celulares incluso 

una posible respuesta inmune después de la exposición con algún antígeno. Es 

importante mencionar que la BF es indispensable para la respuesta inmune en aves. 

Por tal motivo, conocer los mecanismos celulares en los linfocitos B de la BF podrían 

aportar información para abordar enfermedades como la “Enfermedad infecciosa 

bursal”, que impacta sobre la productividad en las granjas avícolas. Por último, 

conocer los mecanismos de regulación de la GH en estas células, podrían aportar 

conocimiento en el área de la neuroinmuendocrinología.    
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