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Introduccion

Junto a la “alarma social” que se produce por el posible
consumo por el hombre de animales tratados con finalizadores, y en
nuestro caso con sobredosis de clenbuterol y dexametasona, nos
encontramos con el hecho de que en establecimientos de
alimentacién, durante periodos de tiempo méis o menos
significativos, desaparecen o disminuye la presencia de piezas nobles
de casqueria como son las mollejas toracicas de vacuno, que

corresponden a timos poco involucionados de animales jovenes, y se
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Introduccion

planteo que dicha desapariciéon se debia a una posible involucién
atréfica del Timo por accién de los agonistas 32-adrenérgicos y
corticoides (III JORNADA DE ALIMENTACION HUMANA Y
ANIMAL. UNIVERSIDAD DE CORDOBA). Hecho que fue uno de
los motivos principales para que el grupo de investigacion del PAI
CVI 218 de la Junta de Andalucia se plante6 realizar estudios sobre
las posibles alteraciones que acontecen en el parénquima timico en
los tratamientos con clenbuterol y también con corticoides como la
dexametasona.

El clenbuterol y la dexametasona son dos sustancias
farmacoldgicas ampliamente utilizadas en el hombre para tratar
distintas enfermedades y que presentan importantes efectos
secundarios y contraindicaciones a tener en cuenta en la salud
humana. El clenbuterol, como agonista f3>-adrenérgico, a dosis
terapéuticas esta principalmente indicado en el tratamiento de
procesos asmaticos debido a su efecto broncodilatador, pero a dosis
superiores el clenbuterol presenta una accién anabolizante,
favoreciendo la sintesis de proteina y disminuyendo la grasa
usdndose de manera ilegal como promotor del crecimiento en
alimentaciéon animal, y en menor medida como sustancia dopante en

determinadas modalidades deportivas. El clenbuterol es una de las
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Introduccion

drogas mas populares, entre de las sustancias anabolizantes que se
usan ilegalmente en el engorde del ganado. Se emplea ilegalmente
por su capacidad de incrementar la masa muscular, incluso sin hacer
ejercicio, incrementando no sélo la produccién de carne, sino
ademas mejorando su apariencia estética, revalorizando a los
animales cuando concurren a concursos o exhibiciones. Para
conseguir los deseados efectos anabdlicos los animales son
alimentados con altas dosis de clenbuterol. Aunque buena parte del
clenbuterol es excretada o metabolizada, cantidades considerables
son retenidas en 6rganos tales como higado y musculo de gran
trascendencia en el consumo humano, maéaxime cuando se
administran hasta el momento previo al sacrificio, dando lugar a
intoxicaciones alimentarias. Menos documentados, aunque no menos
importantes, son los efectos de estas sustancias debido al consumo
cronico debido a la ingestion de dosis subclinicas, que pasarian
desapercibidos por no llegar a exteriorizar una sintomatologia
evidente. No existe por tanto un valor minimo en la determinaciéon
de residuos de clenbuterol que se pueda considerarse seguro y apto
para el consumo humano, estando prohibido en todas las normativas
sobre alimentacién animal. En el &mbito deportivo el clenbuterol es

especialmente conocido en el culturismo, ademas de en otras
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Introduccion

précticas en las que la masa muscular es especialmente importante.
Aunque las dosis de clenbuterol que se usan en el doping son
inferiores a las que se suministran en los tratamientos anabolizantes,
sus efectos toxicos a corto plazo registrados entre atletas incluyen
palpitaciones, insomnio y crepitaciones musculares. A largo plazo
conducen a la destruccion de los receptores adrenérgicos y la
disminucién de la actividad tiroidea, haciendo al individuo incapaz
de regular su metabolismo. El clenbuterol figura expresamente
incluido en la lista de sustancias prohibidas en el deporte, tanto a
escala nacional (Consejo Superior de Deportes) como internacional
(Comité Olimpico Internacional).

Por otra parte, la dexametasona es un potente analogo sintético de
los corticoides naturales. Los corticosteroides son unas hormonas
producidas por nuestro organismo en la corteza de la glandula
adrenal que realizan diversas funciones de gran importancia. La
dexametasona se emplea para tratar los sintomas producidos por un
brusco descenso de los niveles de corticoides en el organismo, por
ejemplo en la enfermedad de Addison. También presenta un gran
poder antiinflamatorio. Por tanto, la dexametasona sera util en
enfermedades que se caracterizan por una inflamacién excesiva. Los

efectos adversos de este medicamento son, en general, leves, siendo
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Introduccion

maés frecuentes con dosis altas y en tratamientos prolongados.
También existe un uso fraudulento de esta sustancia potencialmente
peligroso para la salud humana que radica en la asociacién de la
dexametasona a otras sustancias finalizadoras utilizadas ilegalmente
en el engorde del ganado, con el fin de enmascarar la posible
deteccion de estos tratamientos. Estas sustancias suelen
administrarse al final del periodo de engorde de los animales y
acostumbran a dejar residuos de productos quimicos en los alimentos
que se obtienen de los animales tratados.

Los riesgos de la dexametasona son consecuencia de la amplia
gama de efectos secundarios adversos que tienen los corticoides.
Especialmente importantes son las consecuencias de estas sustancias
sobre el sistema inmune; su efecto inmunodepresor es de los mejor
documentados y varios trabajos avalan su incidencia sobre la
glandula timica provocando su involucion y pérdida de
funcionalidad.

Objetivos

Este trabajo de Tesis Doctoral se enmarca dentro de la linea de
investigacion del grupo Histologia e Histomorfometria de la Junta de
Andalucia (CVI-218) sobre los efectos del clenbuterol en distintos

sistemas organicos.
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Nuestro objetivo directo ha sido estudiar el efecto de esta
sustancia anabolizante, sola o asociada a la dexametasona, sobre la
estructura funcional del timo. Como modelo animal tuvimos la
oportunidad de elegir al ternero, dado que es una de las especies
domésticas en la que la administracion del clenbuterol como
anabolizante esta bien documentada, y que con mayor frecuencia esta
implicada en las intoxicaciones alimentarias por estas sustancias en la
especie humana.

Nuestra perspectiva es morfoldgica y viene condicionada por las
habilidades en las que hemos sido instruidos. Las técnicas
morfométricas y estereoldgicas afladen a nuestras observaciones la
objetividad propia de los datos cuantitativos y su aplicaciéon en la
evaluacion de la funcién del timo constituye otro de los objetivos de
este trabajo.

En fin, conocer mejor la relacién funcional de la glandula adrenal
con el timo, a través de la accion que ejercen las sustancias
adrenérgicas (en nuestro caso el Pr-adrenérgico, clenbuterol) y
hormonas esteroideas (en nuestro caso el corticosteroide,
dexametasona), es otra de las motivaciones subyacentes que

justifican este trabajo.
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Revision Bibliografica

Son tres los principales protagonistas implicados en esta investigacion:
timo, clenbuterol y dexametasona. A continuacién analizaremos en los
correspondientes apartados aquellos datos y referencias previas que nos han

ayudado en el planteamiento y desarrollo de esta Tesis Doctoral.
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|. Consideraciones Generales Sobre El Timo

El timo, uno de los o6rganos linfoides centrales, juega un papel
importante en la inmunidad celular generando los linfocitos de T
circulantes.

Histolégicamente, es el prototipo de érgano linfoepitelial que consiste
en una mezcla intima de células epiteliales y linfocitos (Suster, 1992), asi
como otros tipos de la célula importantes para la funcién de este 6rgano.
Avances recientes en inmunologia, especialmente en el desarrollo del sistema
inmune, han realzado el conocimiento sobre la funcién del timo.

El timo tiene un aspecto externo variable; no solamente existen
variaciones en morfologia en las diversas especies (Fig.1) sino que pasa por
una gradual evoluciéon hasta el inicio de la madurez sexual y después
sucumbe a una involucién progresiva la cudl afecta en ultima instancia el

organo entero.

Porcion Craneal { ﬁ

Istmo craneocervical

Porcién Cervical ™
{1

Istmo

J\f/
Cervicotoracico @ (/:) d\) g/\f\\

Cerdo de Bovino Cerdo Caballo Perro  Hombre
Guinea

Porcién toracica

Figura 1: Diagrama de la nomenclatura y posicidn de las distintas partes del timo

en diferentes esbecies de mamiferos
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I.1. Embriologia.

El epitelio timico se origina bilateral de la tercera y probablemente
cuarta bolsa branquial y en su formacién contribuyen elementos derivados
de estas estructuras branquidgenas. En la especie humana su desarrollo
comienza en la sexta semana de gestacion. Durante la octava semana, el timo
primario crece caudalmente, formando dos barras epiteliales que se funden a
lo largo de la linea media para ocupar su posicion final dentro del mediastino
anterosuperior. Hasta la novena semana gestacional, el timo embrionario
permanece como un 6rgano puramente epitelial. Por la décima semana, las
pequenias células linfoides que se originan en el higado fetal y el hueso
comienzan a emigrar hacia el 6rgano epitelial (Kendall, 1991; Griffith, 1990).

La lobulacion también ocurre cerca de la décima semana como
resultado de la invaginaciéon de la capsula. La afluencia de las células de
estirpe linfoide en el timo ocurre en oleadas sucesivas. Esto es un fenémeno
activo que depende del estado de maduraciéon del epitelio timico. La
diferenciacién del timo en corteza y médula ocurre mientras que las células
linfoides emigran. Interacciones entre el tejido epitelial y el mesénquima son

necesarias para el desarrollo normal del timo.
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En esta etapa de desarrollo, las células epiteliales en la periferia del
I6bulo se redondean, mientras en el centro se vuelven mas fusocelulares. Las
células epiteliales adyacentes son conectadas por desmosomas.

Otras células mesenquimales estan presentes en este momento en los
tabiques y entre las células epiteliales centrales. Estas se relacionan
histogeneticamente y funcionalmente con células interdigitantes del sistema
reticuloendotelial de regiones timo-dependientes del sistema linfoide
periférico. Los macréfagos colonizan el timo en la misma etapa que los
progenitores linfoides. Las raras células que contienen los miofilamentos,
llamadas las células del miodes, estan presentes en la regién central desde la
octava semana. También puede ser encontrado eritroblastos, que
representan el residuo de la hematopoyesis anterior en la glandula
primordial.

Las estructuras tubulares pequefias integradas por células epiteliales
estdin presentes en la porcién central del primordium. Se convierten
posteriormente en los corpasculos de Hassall (Suster, 1992).

El desarrollo de la corteza y de la médula se termina entre los 14 afios
y el decimosexta semanas de gestacion. Esta diferenciacion morfolégica es
acompafiada por una caracterizacién fenotipica de las células epiteliales y de

los linfocitos.
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La glandula del timo crece rapidamente en la vida embrionaria y logra
su peso maximo en relacién al peso corporal antes del nacimiento, con una
media de 15 g (Marchevsky, 1992; Rosai, 1975; Kendall, 1981, Griffith, 1990;

Suster, 1992).

1.2. Localizacion.

El timo se sitda en el mediastino del anterosuperior (Fig. 3). Su base
descansa sobre el pericardio y los grandes vasos. El polo superior de cada
l6bulo se extiende dentro del cuello y queda en continuidad la parte inferior
del correspondiente 16bulo tiroideo. Los polos superiores se sitian cerca de
la traquea. El limite posterior del timo es la fascia pretraqueal, que lo separa
de los grandes vasos. Anteriormente, esta en contacto con la fascia cervical,
musculos del cuello, esternén, cartilagos costales, y musculos intercostales.
La reflexion de la pleura parietal cubre parcialmente las caras laterales de la

glandula.

1.3. Caracteristicas MacroscOpicas

El timo es un 6rgano en forma de pirdmide integrado por la unién de
dos lébulos; cada uno esta cubierto totalmente por una cdpsula fibrosa

(Rosai, 1975).
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El timo completamente desarrollado es rosado, con la involucién de la
edad se vuelve amarillento, reflejando una disminucién creciente de la grasa
madura. La vascularizacion del timo deriva de las ramas de las arterias
inferiores de la tiroides, de las arterias mamarias internas, y las arterias
pericardiofrénicas. La inervacién, deriva del nervio vago y los nervios
simpaticos cervicales.

El tamafio del timo humano varia mucho. El peso del timo normal esté
relacionado principalmente con la edad: es mas grande en relacién al peso
corporal en el momento del nacimiento, pesando una media de 15 g. y
contintia aumentando de tamarfio y peso hasta la pubertad para alcanzar un
peso medio de 30 a 40 g (Rosai, 1975; Kendall, 1980; Suster, 1992).

Posteriormente, el peso timico disminuye durante el proceso de
involucion con el envejecimiento y a los 60 afios de la edad es de 10 a 15 g.
Muchas condiciones contribuyen a la involucién o al aumento del timo. Las

situaciones de stress crdonicas causan la involuciéon

I.4. Caracteristicas Microscdpicas.

El timo estd dividido en muchos l6bulos pequefios por tabiques
fibrosos que se extienden desde la cédpsula. Cada l6bulo mide de 0,5 a 2,

milimetros y constituye la unidad estructural bésica de la glandula. Cada
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l6bulo se compone de dos areas que se pueden distinguir claramente en
secciones histoldgicas: corteza y médula.

La corteza aparece mas oscura debido a su poblacién de linfocitos,
conocidos tradicionalmente como timocitos (Suster, 1992). Los timocitos
estdn mezclados con algunas células epiteliales y mesenquimales. En cambio,
la médula es mas clara, debido al menor ntiimero de linfocitos y mayor
cantidad de células epiteliales. Las porciones medulares son continuas de
l6bulo a 16bulo, dando como resultado una configuracién altamente

ramificada del tallo.

1° Linfocitos (Timocitos).

La corteza timica estd densamente poblada por linfocitos de varios
tamanos.

Los linfoblastos grandes o protimocitos mitéticamente activos
representan 10-15% de las células linfoides del timo y se encuentran
predominantemente en la porcién subcapsular de la corteza externa (Miiller,
1986; Suster, 1992). Un gradiente de linfocitos mds pequefios, menos activos
mitdticamente se ven en la parte externa de la, en la corteza profunda, en la
unién coértico-medular y en el interior de la médula. El término timocito fue

utilizado originalmente para denominar a todos los linfocitos del timo.
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Recientemente el término se ha restringido a los linfocitos T inmaduros de en
el timo. En la corteza, la intensa linfopoyesis, linfolisis, y la fagocitosis activa
son indicativos de una extensa linfopoyesis ineficaz (probablemente 99 % de
los timocitos mueren in situ). Esto da lugar a un aspecto de cielo estrellado

en el timo activo (Suster, 1992).

2° Células epiteliales.

Las células epiteliales del timo forman el armazoén del érgano y su
funcién es esencial para la maduracion de los linfocitos de T. Han sido
divididas tradicionalmente en base de su localizacién en corticales y
medulares. Sus caracteristicas citologicas son bastante distintivas para ser
reconocidas con el microscopio de luz.

Van de Wijngaert (1984) identifico seis tipos de células epiteliales
timicas basadas en sus caracteristicas ultraestructurales. Caracteristicas y
localizacién morfolégicas de los tipos de células epiteliales en el timo

humano.

a) Tipo 1 “subcapsular-perivascular”.

Caracteristicas Morfolégicas: Lamina basal, ndcleo heterocromético
largas cisternas de reticulo endoplasmico rugoso (RER), complejo de

Golgi bien desarrollado, vesiculas micropinocitética.
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Localizacion: debajo de capsula y alrededor del capilares corteza y en

la region cortico-medular

Tipo 2 “péalidas”

Caracteristicas Morfoldgicas: nicleo redondo y cromético, complejo
de Golgi bien desarrollado, granulos electréon-densos y estructuras
tubulares.

Localizacion: dispersado en corteza y médula, predominante en la

corteza externa

Tipo 3 “intermedias "

Caracteristicas Morfologicas: Espectro entre tipo 2 y tipo 4, ntcleo
irregular eucromatico o heterocromatico, cisternas dilatadas del
nucleo y RER.

Localizacién: corteza media y profunda, médula

Tipo 4 “oscuras”

Caracteristicas ~ Morfologicas: ntacleo de forma irregular,
heterocromatinico y electrodenso, cisternas dilatadas de ntcleo y RER

corpusculos y representante, corptsculos residuales y mitocondrias

hinchadas.
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Localizacién: Corteza profunda, dispersada dentro de la médula y

alrededor de los corptisculos de Hassall.

e) Tipo 5 “Indiferenciadas”

Ntcleo redondeado con algo de heterocromatina, polirribosomas,
pequeiios paquetes de tonofilamentos y pequefios desmosomas.
Localizacion: En grupos en la region cortico-medular y dispersada en

médula.

f) Tipo 6 “grandes”

Caracteristicas Morfolégicas: Ntcleo grande, redondeado, con eu- o
heterocromatina, a veces RER bien formado, abundantes
tonofilamentos y estructuras tubulares.

Localizacion: dispersas en médula, adyacentes a grandes corptsculos

Hassall, en parte de pequefios corptisculos de Hassall.

Los tipos 2 y 3 estan caracterizadas por un especial patron de

interaccion  del linfocito-epitelio, demostrado por la  presencia

intracitoplasmica de linfocitos.
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Recientes Estudios inmunohistoquimicos usando varios anticuerpos
monoclonales contra diversos antigenos también han demostrado la
heterogeneidad de células epiteliales timicas.

Asi se han descrito de cuatro a cinco tipos diferentes de la célula en
relacion a la diferente expresion de antigenos (Miiller- Hermelink, 1986;
Suster, 1992). Savino y Dardenne (1988) observaron una diferente expresiéon
de varios tipos de citoqueratinas (CK) en las células epiteliales de la corteza y
la médula del timo murino. Describiendo cuatro tipos de células (Fig. 2):

1) Célula epitelial cortical: positivo CK8 y CK18; CK19 y

Negativa CK3/10).

2)  Un subconjunto de células epiteliales medulares reactivas con

solamente un anticuerpo anticitoqueratina policlonal pero no reactiva

con los anticuerpos monoclonal contra CK8, CK18, CK19, CK3/10.

3) Otro subconjunto de células epiteliales medulares positivas para

CK19 pero negativa para CK8, CK18, y CK3/10.

4)  Células epiteliales de los corpasculos de Hassall positivos para

CK3/10 pero negativa para CK8, CK18, y CK19.
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- KT*CKBYCK18* KT+CK19*CK3/10-

CK197CK3/10- CKBCK18~

D KT*CKE™/CKIg™ = KT+ CK3/10%CKE™
CKI9~/CK310™ CK187/CK19~

Cépsula

Figura 2: Esquema de la distribucidon de expresion de citoqueratinas en las

células epiteliales timicas.
En los seres humanos, la diferente expresiéon de diversos tipos de

citoqueratinas no son tan distintivos como en el ratén. (Fukai, 1993).

3° Otros Tipos De Células.

Ademas de las células epiteliales y de los linfocitos T, el timo contiene

una variedad de los tipos de la célula (Suster, 1992; Wirt ,1988.).

a) Los linfocitos de B

Pueden ser encontrados como foliculos linfoides con centros

germinales en los tabiques o dispersos en médula.
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La presencia de centros germinales en los espacios
perivasculares conduce a la idea de que el timo se puede dividir en
dos compartimientos importantes: corteza y médula que componen el
parénquima  timico verdadero, y a un compartimento
extraparenquimal constituido por los espacios perivasculares del timo
(Suster, 1992). Un centro germinal se encuentra en el timo de un 2 a
40% de individuos normales. Esta amplia variaciéon se puede
relacionar con un factor del muestreo o con la edad de los pacientes.
Los centros germinales son especialmente comunes en nifios y

adolescentes.

Los macrofagos

Estan presentes principalmente en la corteza, pero también se
encuentran en la médula (Ruco, 1989). Son funcionalmente activas y
muestran una fuerte actividad enzimatica lisosomal. Las células del
reticulo interdigitantes son numerosas en la médula y en el unién

cortico- medular (Kondo, 1990; Ruco ,1989).

Son positivas para la proteina S-100 y tienen poca actividad
enzimdtica lisosomal. Ambas células expresan las moléculas de

histocompatibilidad clase I y de clase II., que tienen cualidades de
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células presentadoras de antigeno, y desempefian un papel importante

en la expansion clonal de los linfocitos de T.

Las células de Langerhans

También se han identificado dentro de la médula timica.
Eosinoéfilos, mastocitos, y las células plasmaticas también estan

presentes en los finos tabiques del tejido conectivo del timo.

Células mioides v estriadas

Estan situadas en la médula (Griffith, 1990; Suster, 1992). Estas
son prominentes en el timo de pajaros y de reptiles, pero pueden
también ser encontradas en el timo humano. Estdn situadas en grupos
pequenios adyacente a los corptisculos de Hassall y son més frecuente
en los recién nacidos. Las células de mioides son idénticas
ultraestructural e inmunohistoquimicamente a las células estriadas del
musculo. La histogénesis de las células del mioides sigue siendo un
tema de discusion. Algunos los investigadores proponen su origen en

la cresta neural (Nakamura, 1986)
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4° Corpuasculos De Hassall.

Los corptsculos de Hassall son estructuras caracteristicas del timo,
presentes exclusivamente en la médula y se reconocen como formaciones
redondeadas queratinizadas. Estdn constituidos por wuna disposiciéon
concéntrica de las células epiteliales maduras con queratinizacién del centro,
que se calcifica a menudo. La periferia del corpasculo esta en continuidad
con las células epiteliales medulares de las cuales se deriva.

Los corptisculos de Hassall pueden sufrir cambios secundarios como
quistificacion central, con la acumulacién de restos celulares y de células
inflamatorias (Suster, 1992). El cambio quistico marcado puede dar lugar al
supuesto quiste timico multilocular, condicién que habia sido considerada
previamente como una anormalidad congénita pero puede que sea el
resultado de la ampliacion quistica de los corptsculos de Hassall resultando
de cambios inflamatorios adquiridos en el timo. La presencia del epitelio
columnar recubriendo los quistes se pueden también relacionar con el

cambio quistico de los corptsculos de Hassall (Suster, 1992).

1.5. Maduracion de Timocitos.

El timo proporciona el microambiente esencial para la expansién y la

diferenciacién de las subpoblaciones de linfocitos T.
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El proceso de expansion de linfocitos T es un componente esencial de
la compleja red inmunoreguladora y de funciones efectoras mediadas por
células.

La poblaciéon linfoide del timo ha demostrado poseer una marcada
heterogeneidad inmunofenotipica, reflejando su diversidad funcional. El
proceso de la diferenciacion de la célula T comienza después de que la célula
madre hematopoyética, los protimocitos, emigren desde la médula 6sea al
area subcapsular del timo, e implica una migracién intratimica a través de un
microambiente celular tedrico desde la corteza a la médula (Ruco, 1992).
Durante este proceso ocurren interacciones entre los timocitos en vias de
desarrollo y las células epiteliales estromales timicas. Al final de este proceso
de maduracioén, los timocitos con fenotipos esencialmente maduros salen del
timo al compartimiento linfatico periférico, donde se completa su
diversificaciéon funcional.

La parte de la maduracién intratimica de la de la célula T se ha
dividido de una forma practica en tres etapas (Suster, 1992, Knowles, 1992).

El timo es el érgano linfoide primario responsable de la formacion del
pull de células T maduras y de la induccién a la tolerancia a uno mismo.

Esto se consigue gracias a la seleccion positiva y negativa de las células T.
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Las células T que se unen solamente a moléculas de la clase I del
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de uno mismo pero no a los
antigenos peptidicos propios, se seleccionan positivamente. Las células T que
se unen a ambas, moléculas de la clase I del CMH y antigenos propios o a
ninguno, experimenta apoptosis selectiva. Este proceso ocurre durante la
diferenciacion, y reflejan la arquitectura altamente organizada del timo. En
este sentido, el timo se puede representar como una puerta giratoria en el
paso de un precursor incompetente a una célula T competente. Dos
diferentes elementos fundamentales constituyen este érgano:

1. Componente fijo: células epiteliales, vasos, inervaciéon

autondmica y sensitiva, y tejido conectivo, y

2. Poblaciones de células inmunes migratorias: principalmente

timocitos, pero también macrofagos y las células dendriticas (células

interdigitantes), que contribuyen a la maduracién de células T.

Las células madre, originadas en la médula 6sea y que emigran al
timo a través de la circulacién sanguinea arterial, dejan el sistema vascular en
la region subcapsular y cortico-medular y ocupan la corteza exterior.

Mientras que se mueven desde la corteza externa hacia la médula
central en una secuencia ordenada, comienzan a expresar los marcadores

superficiales de la célula T incluyendo el CD4, CDS, y TCR.
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Las células T maduras abandonan el timo a través de las vénulas
medulares o septos linfaticos para emigrar a los Organos linfoides
secundarios periféricos (bazo, ganglios linfaticos, intestino). Estos procesos
ocurren durante la vida fetal y postnatal. Mientras que la hipo-aplasia
congénita del timo (Sindrome de DiGeorgés) conduce a la muerte temprana
en nifios, la timectomia postnatal no causa inmunodeficiencia significativa
puesto que los 6rganos linfoides periféricos se han sembrado ya con células T
competentes. Asi, la expansiéon postnatal de las células T ocurre en los

Organos extratimicos.

1.6. Regulacion Hormonal Y Neuroendocrina.

La produccién de hormonas timicas por las células epiteliales es
supuestamente responsable de la regulacion del desarrollo del linfocito -T.
En la literatura se han acumulado las descripciones sobre el aislamiento,
purificacion, caracterizacion, y funcionalidad de diversas macromoléculas,
algunas de las cuales se han sintetizado (Schulof, 1987). Las mas conocidas
son la timosina 1, timulina, timopoyetina, factor humoral timico, y factor

timico del suero.
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En algunos estudios, la produccién hormonal se ha localizado en las
células epiteliales corticales subcapsulares y medulares. Esto ha conducido a
la sugerencia de que estos dos subtipos de células representan la porcion
funcional del timo (secretor o endocrino), en contraste con el epitelio no
secretor de la corteza y de los corptisculos de Hassall internos. Un estudio
inmunohistoquimico usando anticuerpos contra los timosina 1y 3
demostraron la alta especificidad de estos anticuerpos para el reconocimiento
de las células epiteliales normales del timo y del timoma (Hirokawa, 1988).
Algunas hormonas timicas se han utilizado para tratar a pacientes con
inmunodeficiencia, y desérdenes autoinmunes (Dardeene, 1989; Schulof,
1987).

El compartimiento epitelial del timo es el elemento predominante y
desempefia un papel importante en las complejas comunicaciones inter
sistemas, integrando el circuito de sefiales entre el timo, el sistema nervioso
central y endocrino. Los péptidos secretados por las células epiteliales son
abundantes, haciendo del timo un o6rgano endocrino y neuroendocrino.
Ademas, los mismos linfocitos estimulan la producciéon de moléculas muy
similares, si no idénticas a las hormonas peptidicas: hormonas
adrenocorticotréficas (ACTH), endorfinas, encefalinas, tirotropina (TSH), y

gonadotropina coriénica humana (hCG) (Smith, 1988).
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Existen interacciones intrincadas de una naturaleza estimulante e
inhibitoria entre el sistema inmune y el neuroendocrino.

Los mensajeros quimicos que transmiten las sefiales en esta red son los
neuropéptidos secretados y reconocidos por sus receptores especificos. El
concepto de sustancias neuroendocrinas, definido originalmente como
péptidos liberados solamente por las neuronas, ha sido ampliado en los
altimos afios paralelamente al hallazgo de estas sustancias en tejidos
extraneurales tales como derivados de la cresta neural y tubo digestivo.

Histologicamente, las células neuroendocrinas se definen como
células que secretan péptidos. Recientemente, una definicién funcional mas
amplia, que incorpora hormonas pituitarias clasicas: Son sustancias
neuroendocrinas las hormonas peptidicas secretadas por el eje hipotdlamo-
hipofisario-suprarrenal-gonadal, por el sistema neuroendocrino diseminado
del arbol bronquial y digestivo, por los nervios (autonémicos y sensoriales),
y por los elementos epiteliales y linfociticos del timo asi como los érganos
linfoides periféricos.

Se piensan que los diversos sistemas neuroendocrinos
interrelacionados con el sistema inmune desempefian un papel
inmunomodulador (Tabla 1). Las interacciones neuroendocrino-inmunes son

bidireccionales.
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Los inmunocitos activados, incluyendo linfocitos B y T, los
esplenocitos, y los monocitos producen factores que son inmunolégica y
biol6gica, pero no bioquimicamente, idénticos a las hormonas peptidicas:
ACTH, endorfina, TSH y hCG (Smith, 1988).

Durante una infeccién, los linfocitos pueden modular la sensacién del
dolor, la neurotransmision, la actividad metabdlica, y las respuestas al estrés.
Estas observaciones ilustran un comportamiento similar de las células
neuroendocrinas y de los inmunocitos extratimicos. Los inmunocitos
responden a los factores hipotalamicos liberados, Asi, CRF estimula la
produccion de ACTH y endorfina linfocitica, que es inhibido por la
dexametasona (Smith, 1986). También, la producciéon de IFN-gamma es
regulada por la ACTH (Johnson, 1984). El factor liberador de TSH-provoca
también la secreciéon linfocitica de TSH (Kruger, 1988). Uno debe tener
presente, sin embargo, que el numero de las células T maduras que
recirculan en el timo es pequefio bajo condiciones normales y no se sabe si
estas células secretan neuropéptidos.

La especificidad de esta sefial endocrina neuroinmune es mediada
por receptores de alta y baja afinidad. El receptor de ACTH esta presente
en las células neuroendocrinas asi como en las células B y los leucocitos

periféricos (Bost, 1987; Smith, 1987).
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La co-expresion de ACTH y de receptores de ACTH en linfocitos

activados  sugiere

adrenalectomizadas, el estrés induce

una retroalimentacion

autocrina negativa: en ratas

inmunosupresion (Keller ,1983). En

Sangre los linfocitos T poseen receptores de opidceos (Wybran, 1979).

HORMONA REGULACION INMUNE REFERENCIA
IACTH Glucorticoides|Atrofia timica Selye (1936)
Bombesina Migracion linfocitaria Ruff (1985)
Endorfinas mitogénesis linfoide Hazum (1979); Gilman

(1982)
Quimitaxis linfoide y citotoxicidad 'Van Epps (1984);
Brown (1985)
Encefalinas Quimitaxis linfoide con formacién de rosetas de  |Wybran (1979);
células T Brown et al (1985)
GH Timopoyética; Conserva células con doble Johnson (1985);
positividad para CD4/CD8 dentro del timo; Johnson (1982); Murphy
regenera el tejido timico y su arquitectura en ratas |(1992); Kelley (1986)
vieja
LH Atrofia timica Greenstein (1987),
(1986)
OXT Estimula la oxidacion de la glucosa en los Goren (1984)
timocitos de la rata; propiedades similares a la IL-2
PRL Estimula la produccion de la timulina por las Dardenne (1989)
células epiteliales timicas
Somatostatina Inhibe la mitogénesis Hinterberger (1978);
Payan (1984)
Sustancia P Inhibe la mitogénesis linfoide Payan (1983)
'Testosterona Atrofia timica Greenstein(1987)
'Vasopresina INF-gamma; Mitogénico de la médula 6sea; Hunt (1977); Johnson
propiedades similares a la IL-2; sinérgico junto con|(1985);
el CRF en el aumento de produccion de ACTH por [Smith (1986)
parte de los linfocitos
Inhibidor de la transformacion linfoblastica y laOttaway(1984); Moore
VIP . -
migracion (1984)

Tabla 1: Modulacidn de la respuesta inmune por neurotransmisores.
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Las células epiteliales timicas también son moduladas funcionalmente
por este amplio espectro de hormonas neuroendocrinas a dosis fisiolégicas
y poseen receptores especificos para ellas. Usando diversas técnicas, se han
demostrado in vitro e in vivo en células epiteliales timicas, receptores para
casi todos los agentes neuroendocrinos, endocrinos, y opioides, como
receptores para los glucocorticoides (Dardenne, 1986), estrégenos (Grossman,
1979), progesterona (Pearce, 1983; Sakabe, 1986), T3 (Villa Verde, 1992), GH,
PRL (Ban, 1990), oxitocina y vasopresina (Elands, 1990), y agentes simpatico
miméticos (beta 2-adrenergicos) (Singh, 1979). La glandula del timo es
sensible al efecto de las hormonas de gonadales e hipofisarias (Rouabhia,
1991; Wise y Maurer, 1991, Wise, 1992). El timo se considera como gldndula
endocrina, pero poco se sabe sobre la interaccién del timo con otros sistemas
endocrinos y aspectos del control de la funcién timica. Se han identificado
actualmente, numerosas hormonas con funcién inmunolégica y los factores
que afectan la funcién gonadal (interleuquinas, factor de necrosis tumoral,
timulina).

La hormona del crecimiento y la prolactina tienen un efecto
estimulante del sistema inmune a muchos niveles (Weigent y Blalock, 1990;
Kelley, 1992, 1993), incluyendo el peso y la secrecion timica de timosina B4

(Wise, 1994). Debido a que las concentraciones de la hormona del
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crecimiento se relacionan con el desarrollo y el crecimiento eficientes de los
animales del campo, la relaciéon entre la funcién timica, los cambios de la
hormona del crecimiento, y la maduracién animal puede ser importante. Los
receptores de la hormona de luteinizante (LH) son perceptibles en las células
inmunoldgicas (Rouabhia, 1987), y la LH puede alterar la liberaciéon de
hormonas inmunolégicas (Rouabhia, 1991; Wise, 1992).

Los receptores de la testosterona se encuentran en las células
epiteliales timicas medulares y de la unién corticomedular asi como en
timocitos en la corteza externa (Leposavic, 1992). Las senhales hormonales
recibidas, alternadamente, modulan la funcién de las células epiteliales
timicas en relacion a la proliferaciéon, produccion de la matriz extracelular,
expresion de citoqueratinas, y lo mas importantemente, la secrecién de la
timulina. La prolactina, por ejemplo, estimula la secrecién del timulina in
vitro e in vivo, mientras que el bromocriptina la inhibe (Dardenne, 1989). Asi,
el epitelio timico estd bajo un complejo control neuroendocrino producido
en las gonadas, suprarrenal, tiroides, hipdfisis, hipotalamo, y posiblemente
estructuras cerebrales corticales mas altas (Dardenne, 1992).

Esta comunicacion bidireccional entre el sistema neuroendocrino y el

inmune puede ir mas all4 de la simple modulacién homeostatica.
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En el animal adulto, el timo pudo regular el eje reproductivo: El
embarazo induce una dramatica involucién del timo materno causado por
los elevados niveles de esteroides sexuales, pero también por reacciones de
los antigenos paternales y fetales extrafios (Persike, 1940; Moreno, 1991;
Kendall, 1994). Esto se atribuye a la apoptosis y al éxodo de los timocitos
(Ernstroem, 1970).

La timectomia neonatal en ratones normales dio lugar a la disgenesia
ovarica, que fue prevenida por la implantaciéon del timo. La timectomia
neonatal provoco cambios en morfologia pituitaria con la degranulacién de
células acidofilica (GH y PRL) asi como cambios en gldndulas endocrinas
periféricas (Besedovsky, 1974; Pierpaoli, 1967). Estos datos sugieren que el
timo regula la liberaciéon de hormonas hipofisarias. De hecho, los cultivos de
células reticulares timicas producen un factor que libera GH, PRL, y LH de
las células hipofisarias anteriores (Spangelo, 1989). La fracciéon V de la
timosina libera TSH, PRL, GH, y posiblemente ACTH de la hipofisis in Vitro.
De igual forma, la timopoyetina estimula la secrecién de las ACTH, beta-
endorfina, y beta-lipotrofina de las células hipofisarias en cultivo (Kendall,
1994).

La glandula del timo regresa con edad, pero la castracion puede

retardar su involucion (Calzolari, 1898; Henderson, 1904; Hatai, 1914;
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Chiodi, 1940). En la pubertad, la iniciacién de la funcién gonadal y la
secrecion de esteroides pueden también afectar la funcién inmune
(Grossman, 1984, 1985) y aceleran la involucién timica.

Los modelos convencionales de la maduracién y de la funcién del
timo (es decir, en ratones) pueden tener poco en comdn con los mamiferos
del rumiante debido a las diferencias en época de la madurez sexual (ratas,
6-8 semanas; 1-2 afios de los ganados), longitud de los ciclos de celo (ratas, 4
dias; ganados, 21 dias), madurez en el nacimiento (crias de rata, no muy
maduras; becerro, absolutamente maduro), y la sensibilidad a las sefiales
nocturnas, estacionales, y de las feromonas.

Los cambios mas importantes en el desarrollo de la funcién secretora y
el peso del timo en relacion a la maduracién y al sexo ocurren en la pubertad.
(Wise, 1995). La interpretacion de los cambios del peso timico durante la
madurez del ganado depende algo de como se presentan los datos. El timo
aumenta de peso y tamafio, como otros tejidos del cuerpo, durante la fase del
crecimiento, pero los diferentes sexos no crecen necesariamente en la misma
proporcion (Figura 3 y 4).

Cuando el peso timico se corrigen para las diferencias en pesos
corporales en las varias edades, el timo no aumenta de peso tan rapidamente

en relacion a los cambios del peso corporal durante el crecimiento (Figura 5).
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La castracion neonatal aumenta el peso del timo en una edad
temprana (4 meses; Figura 3 y 4). e indica el efecto gonadal sobre la funcion

timica.

—e— Toro %
i
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Figura 3: Representacion grafica de la relacién entre el peso timico y la

edad de los animales machos normales(Toro) y castrados (Buey).

Como las diferencias entre el peso timico y las concentraciones de
timosina B4 estaban ya presentes a los 4 meses de edad, los principales
efectos de la gonada deben ocurrir mucho antes que el efecto generalmente
aceptado de la pubertad cuando las génadas inician la produccién de las

hormonas y de los gametos (12 meses de la edad).
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Los cambios del peso timico son relativamente graduales y no
disminuyen bruscamente con la pubertad, similar a la involucién del timo
humano (Steinmann, 1985).

La actividad endocrina gonadal es minima a los 4 meses de edad en
ganados; asi, el mecanismo que implica la presencia o la ausencia de las
gonadas en este periodo en relacion a la alteracion del peso o las
concentraciones timicas de timosina B4 es desconocido. Gran Parte de la
diferenciaciéon del sistema inmune se piensa que es debido a las diferencias
de los esteroides sexuales gonadales (varones, testosterona; hembras,
progesterona y estrogenos; Grossman, 1984, 1985) que retroalimentan la
funcién timica, que en ganados ocurre mucho antes (< 4 meses de la edad) de
la pubertad. Los cambios del peso timico en machos castrados (bueyes)
(Figura 3) son muy similares a los cambios en la hembra (Figura 4). Es
desconocido el porqué de las minimas diferencias existentes en el peso timico
después de los 6 meses de la edad en las hembras y podria indicar la
influencia del ovario limitando el pesos timico en las fases posteriores a la
maduracion de las hembras.

La interaccion de los acontecimientos hormonales que influencian la
funcién timica es compleja. La testosterona gonadal puede tener un efecto

negativo en el peso timico y en las concentraciones circulantes de la timosina
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B4 (Pearce, 1981; Greenstein, 1986; Sabio, 1991; Wise, 1992), mientras que la
hormona del crecimiento puede aumentar el pesos timico y las

concentraciones de timosina B4 (Wise, 1991, 1994).

—e— Vaquilla
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Figura 4: Representacion grafica de la relacion entre el peso timico y la edad de

los animales hembras normales y castradas.

Las principales diferencias entre el peso timico de los toros y los
bueyes se pueden relacionar con los aumentos de la testosterona en el
desarrollo (Lunstra (1978) e Hillyer (1992)).

La disminucién del peso timico y las concentraciones de timosina B4 a
los 10 meses de la edad pueden ser debido a los aumentos en la produccion
de testosterona que presenta un pico entre los 10-12 meses de la edad,

coincidiendo con el inicio de la pubertad. Pero también, puede ser debido a
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la disminuciéon de la concentracion de la hormona de crecimiento que
diminuye al alcanzar el peso corporal maduro (10-12 meses de la edad);
recibiendo el timo menos estimulo de la hormona de crecimiento circulante.

En vaquillas ooferectomizadas donde mno hay efecto de
retroalimentacion con el timo y la hipéfisis, la LH esta significativamente
mas elevada en relacién a hembras intactas y contintia aumentando con la
madurez (Figura 4).

Una de las primeras funciones endocrinas identificadas del péptido
timico, timosina B4 era la liberacion de GnRH (Rebar, 1981; Rebar, 1984).
Junto con el aumentos de la LH en hembras ooferectomizadas se observa una
disminucion de la timosina B4 que indican una relaciéon inversa entre las
altas concentraciones de LH y la timosina B4 , posiblemente debido a la alta
concentraciéon de la LH.

El timo tiene receptores de LH (Rouabhia, 1987; Rouabhia, 1991), y
hCG que pueden reducir las concentraciones de timosina B4 en los verracos
(Wise, 1992). Las disminuciones de LH y de timosina B4 a los 10 meses de
edad pueden ser debido a los aumentos de la testosterona o a disminucién de
la hormona del crecimiento en esta edad prepuberal.

Aunque es asumida originalmente que las diferencias en el peso y en

la secrecién timica de timosina B4 son evidentes con la iniciacion funcion
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reproductiva gonadal en la pubertad (10-14 meses de la edad), también se ha
demostrado la influencia de la funcién gonadal en un estadio temprano,
como es el aumento del peso timico y las concentraciones del timosina B4
desde los 4 meses de edad con la castraciéon de los animales. El mecanismo
que implica estas diferencias es desconocido mientras que la funcién gonadal
se piensa absolutamente para ser limitada esto temprano en la maduracion
(nacimiento a 4 meses de la edad). (Wise, 1995).

Es evidente por tanto la importancia de la edad en el peso timico y la
influencia que poseen tanto las hormonas propias como sustancias
administradas ex6égenamente en la funcién, peso y desarrollo del timo,

preferentemente en la primeras etapas del desarrollo.
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Figura 5: Representacién grafica de los cambios producidos en el peso timico en
relacién al peso, sexo y castracion del animal.
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El timo y los érganos linfoides periféricos estan ricamente inervados
por fibras nerviosas simpéticas, parasimpdticas y sensoriales, que estan
implicadas en la funcién inmune: el contenido de norepinefrina del timo y el
bazo disminuyen perceptiblemente durante la repuesta inmune.

En seres humanos, los mayores cambios ocurren entre los 30-50 afios
de la edad, cuando la corteza timica se substituye en gran parte por grasa.
Las islas de corteza activa permanecen y, bajo estimulo, pueden proliferar a
cualquier edad en el adulto. La regresion timica implica la emigracion de
linfocito a la periferia (Sainte-Marie, 1971), apoptosis dentro del timo y
disminucién de la proliferacion debido a alteraciéon de los niveles de
hormonas circulantes, corticoesteroides y esteroides sexuales (Hinsull, 1977).

Hasta hace poco tiempo, la causa del inmunosenescencia se pensaba
errébneamente que era exclusivamente del sistema inmune y era irreversible.
Esto condujo a una teoria del envejecimiento que mir6 al timo como el
marcapasos de la inmunosenescencia. Esta asuncion ya no es valida mas
largo por la evidencia experimental que demuestra claramente que la
involucién timica asociada a la edad no es ni intrinseca ni irreversible sino

una consecuencia de las interacciones neuroendocrino-timo (Fabris, 1992).
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La involucién de la funcién del timo puede ser invertida y las células
T restaurada por el aporte neuroendocrino de GH (Kelley, 1986; Murphy ,
1992; Davila , 1987), TSH (Provinciali , 1990a), T3/ T4 (Scheiff , 1977; Fabris,
1982; Provinciali, 1990b), f-endorfina (Solomon, 1988), y analogos de LH-RH
(Marchetti, 1991, Greenstein, 1987). Ademads, la adrenalectomia o la
castracion incluso en ratas viejas masculinas conducen a una recuperacion
dréstica de la masa y de la funcién del timo (Comsa, 1973; Greenstein, 1986).

El compartimiento de las células epiteliales timicas interviene en la
maduracién y la funcién de de la célula T por medio de sefiales paracrinas,
bioquimicamente el epitelio de timico es sorprendentemente activo. La
caracteristica excepcional de las células epiteliales timicas es la variedad de
péptidos de secrecién que una célula individual produce. Histol6gicamente,
las células epiteliales timicas tienen una configuracién dendritica,
extendiendo sus prolongaciones entre los timocitos. Son positivas para las
citoqueratinas (AE1/E3) (Moll, 1988) y demuestran tonofilamentos y
desmosomas por microscopia electrénica (Piantelli, 1990).

Los estudios microscopicos, ultraestructurales, e
inmunohistoquimicos revelaron distintos microambientes epiteliales,

sugiriendo compartimientos espaciales en los cuales tiene lugar las
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interacciones entre la células epiteliales y las células T (von Gaudecker, 1986;
Van de Wijngaert, 1984).

Topograficamente, el epitelio timico se puede subdividir en regiones
subcortical, intracortical, de unién, medular, y de los corptisculos de Hassall.
Ademas de las rutas hormonales, el sistema nervioso central puede también
ejercer control sobre el timo mediante inervacion de los nervios autonémicos
y neuropéptidos (Felten, 1992). Hammar fue el primero en demostrar lar
ramificaciones del nervio vago mediante una tincién de plata. Durante la 16-
20 semanas de gestacion, la médula del timo fetal humano contiene un rico
plexo nervioso (Hammar, 1935). La inervacion simpatica noradrenérgica es
demostrada por la detecciéon de las enzimas dopamina hidrolasa y tirosina
hidrolasa (Al-Shawaf, 1991) y la simpatectomia quimica con la 6-
hidroxidopamina (6-OHDA). Las fibras noradrenérgicas entran en la
glandula en plexos alrededor de los vasos sanguineos principales, desde los
plexos varicosos subcapsulares, y terminan en la unién cértico-medular. De
alli, se ramifican libremente en la médula donde se localizan la mayor parte,
mientras que algunas fibras individuales penetran en la corteza (De Leeuw,
1992). Junto a la funcién moduladora sobre las células inmunes, la inervacion
adrenérgica puede también ejercer un control vasoconstrictor timico, que a

su vez, influye sobre la circulaciéon de timocitos.
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Con este fin, el estimulo de la inervacion simpatica estimula la salida
de las células hacia la médula 6sea, el bazo y los ganglios linfaticos.

Pequefios grupos de fibras adrenérgicas se encuentran adyacente a
macréfagos y a mastocitos pero la significacion de esto es desconocida
(Felten, 1989).

Los catecolaminas pueden influenciar el desarrollo del timo in vivo.
El timocitos que se convierte posee receptores beta-adrenérgicos que inhiben
la proliferacion de timocitos y aumentan su diferenciaciéon cuando se
estimulan (Singh, 1979). Simpatectomia quimica con 6-OHDA al nacimiento
estimula la proliferaciéon de timocitos (Felten, 1987) (en contraste con los
linfocitos periféricos, donde se suprime la proliferacién), pero al mismo
tiempo causa claros aumento en la apoptosis de los timocitos corticales
(Kendall, 1991).

La inervacion colinérgica parasimpéatica no esta claramente
establecida. Algunos investigadores describieron acetilcolinesterasa en vasos
sanguineos de la unién cértico-medular desde donde se ramifican dentro de
la corteza (Bulloch, 1987) y la médula (Kendall, 1991), pero esto ha sido

discutido por otros autores (Felten, 1989).
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1.7.  El Papel de la Apoptosis en la Funcién Timica

El conocimiento de la importancia de la apoptosis en la fisiologia y
patologia de los mamiferos ha progresado rapidamente en los ultimos afios.

Lo que fueron hallazgos de laboratorio tienen, cada vez mads, una
relevancia clinica. La necrosis convencional siempre se ha considerado
perjudicial para el organismo. La introduccién de otro tipo de necrosis
(Hockenbery, 1995) que pudiese estar totalmente integrada en la fisiologia de
los mamiferos comienza a finales del siglo XIX, cuando pioneros como
Walther Fleming la reconocieron al estudiar al microscopio fenémenos
involutivos normales, como los existentes en los foliculos ovéaricos o en la
mama postlactaciéon (Staunton, 1998; Hetts, 1998, Majno, 1995). Los
embridlogos pronto empezaron a explicar muchos de los cambios
acontecidos durante el desarrollo del embrién gracias a esta muerte celular
programada (MCP) (Majno, 1995, Jacobson, 1997; Boswan, 1996; Farber,
1994).

Los hallazgos morfolégicos fueron recobrados por Kerr (Kerr, 1972;
Cummings, 1997) y propusieron la denominacién de apoptosis para ellos (del
gr. appo-toe-sis, indicativo de la caida de las hojas de un arbol o de los

pétalos de una flor) (Kerr, 1972; Davill, 1994)
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A los hallazgos morfolégicos siguieron los moleculares, iniciados por
Sydney Brenner al estudiar el nematodo Caenorhabditis elegans vy,
posteriormente, con el descubrimiento de un patrén caracteristico, «en
escalera», al plasmar el ADN de las células apoptéticas en un gel de
electroforesis (Hetts, 1998; Salomon, 1995; Driscoll, 1996; Dragovich, 1998;
Savill, 1998; Ashkenazi, 1998; Bergmann, 1998). Actualmente, se conocen un
gran numero de sus mecanismos moleculares. Ademas, la MCP se ha
conservado durante la evolucién filogenética e incluso existe en organismos
unicelulares y en las plantas (Jacobson, 1997; Ameisen, 1996; Heilein, 1998;
Hochman, 1997). Los cambios morfolégicos de la apoptosis se observan
mejor con microscopia electrénica (Staunton, 1998, Cummings, 1997;
Verhaegen, 1998). La cromatina se condensa y forma una masa semilunar,
desaparecen las uniones intercelulares y las diferenciaciones de la superficie
celular mientras la célula se retrae y se hace mas densa. Por ultimo, se
disgrega en pequenas porciones, conocidas como cuerpos apoptéticos, que
son fagocitados sin producir fenémenos inflamatorios (Hetts, 1998).

Actualmente es posible detectar la apoptosis e incluso cuantificarla o
analizar los mecanismos implicados por técnicas enzimaticas,
inmunohistoquimicas, citométricas o moleculares (Soini, 1998; Peng, 1997;

Leers, 1999; Gorczyca, 1998).
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En el timo se produce una presentacion selectiva de los antigenos a los
linfocitos T inmaduros y quedan eliminados por apoptosis aquellos que son
autorreactivos. Por otra parte, los linfocitos B de los centros germinales del
ganglio sufren, tras el contacto con el antigeno, una mutacién somatica de los
genes de las inmunoglobulinas. Esta interaccién entre las inmunoglobulinas
de superficie y el antigeno es necesaria para suprimir la apoptosis y permite
a los linfocitos B con inmunoglobulinas de superficie de alta afinidad
sobrevivir selectivamente y diferenciarse (Hollowood, 1998). Aquellos que
reaccionan frente a autoantigenos son eliminados por linfocitos T CD4
mediante apoptosis inducida a través de la via FasL/Fas (Abbas, 1996).

Cabe destacar que los medicamentos utilizados en el tratamiento de
las enfermedades autoinmunes, como glucocorticoides o ciclofosfamida,
inducen la apoptosis de los linfocitos (Thatt, 1997).

Aunque la importancia del timo en el desarrollo del sistema inmune
es bien sabido, sigue habiendo muchos aspectos en estudio sobre los factores
que regulan la formacién del linfocito T. Tanto la proliferacion y
diferenciaciéon como la supervivencia de las Células-T o de los timocitos se
condiciona a una seleccién positiva y negativa con la cual se alcance una
poblaciéon de linfocitos de T maduros sin poner en peligro la propia

tolerancia (Moll, 1997).
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La diferenciacion de las Células-T implica el traslado desde la corteza
hacia la médula, al mismo tiempo que cambian sus receptores bajo control de
varios factores (Love, 2000).

Se ha afirmado que la muerte celular programada o apoptosis esta
ampliamente implicada en el proceso de selecciéon de la Célula-T (Surh y
Sprent, 1994). En una seleccién positiva, los timocitos con la apropiada
afinidad para las moléculas de histocompatibilidad se rescatan de una
muerte programada, mientras que en la seleccion negativa los timocitos con
reactividad frente a antigenos propios son inducidos hacia la apoptosis
(Toyooka, 1998). Se ha considerado que una proporcién importante de la
gran cantidad de timocitos generados en el timo experimentan apoptosis y
mueren por medio de estos dos procesos de seleccién timica, en los cuales las
células epiteliales reticulares parecen desempehar un importante papel
(Aguilar, 1994).

Por otra parte, la existencia de interacciones bidireccionales
neuroendocrinas-inmunes mantienen la modulacién de la respuesta inmune
ejercida por las hormonas neuroendocrinas (Moll, 1997). Una estrecha
relacién entre el estres y varias funciones inmunes, especialmente referentes

al timo, han sido bien documentadas en estudios recientes (Pruett, 2000).
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Se ha probado que mediadores inducido por el estres tales como
glucocorticoides y las catecolaminas tienen efectos inmunosupresores
(Fujiwara, 1999). De hecho, la presencia de adrenoreceptores en las Células-T
y su implicacion en la sefial TRC que conduce a la apoptosis del timocito ha
sido confirmada por varios investigadores (Marchetti, 1994, Wajeman-chao,
1998; Miura, 2000).

Sin embargo, pocos estudios han cuantificado los efectos del agonista
p2-adrenérgico en la estructura timica incluso teniendo en cuenta los
trabajos de Blanco, (2000) que publicaron una involucién timica en terneros
tratados con clembuterol, y Kaminski (2000) que encontraron un aumento de

la celularidad timica en ratones tratados con salbutamol.

1.8. Involucién

El timo disminuye normalmente de tamafio y peso con la edad. Este
proceso de involucién comienza en la pubertad, en cuyo momento el érgano
alcanza su peso maximo absoluto (Marchevsky, 1992; Rosai, 1975; Griffith,
1990; Suster, 1992). La involucion es acompafiada por un cambio gradual en
las poblaciones de timocitos en relacion a la diferente proporciéon de
involuciéon del epitelio cortical y medular y una disminucién en la

producciéon de hormonas timicas por las células epiteliales timicas. Sin
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embargo, el timo continda sirviendo como lugar de diferenciacion y
maduracion de la célula T a lo largo de la vida. En el adulto joven, la pérdida
el parénquima es debido sobre todo a una disminucién del nimero de
timocitos corticales, con relativa conservaciéon de los elementos epiteliales.
Con la edad avanzada, el componente epitelial se atrofia, y la glandula que
formada por islas de «células epiteliales fusiformes, parcialmente
quistificadas, dispuestas cerca de los corptsculos de Hassall y linfocitos
pequenos dispersos en el abundante tejido adiposo. Esta disminucién
gradual del volumen del timo es seguida por una disminucién més gradual
del volumen del compartimiento periférico de linfocito T. Los cambios mas
llamativos al microscépico en relaciéon a la involucién se relacionan con la
con la distribucién, conformacién arquitectural, y aspectos citologicos de las
células epiteliales. Algunas de las células epiteliales tienen un aspecto
fusocelular mesenquimatoso, mientras que otras se agrupan en
pseudorosetas desprovistas de luz central.

El remanente timico se compone a menudo casi exclusivamente de
linfocitos, constituyendo simulando foliculos linfaticos. El tejido linfoide del
remanente timico involucionado en el tejido graso, a diferencia del ganglio
linfatico ordinario, no tiene una cdpsula. Ademads, con la busqueda

cuidadosa en la periferia de los nidos, uno puede encontrar las células
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epiteliales circundando los nidos, representando la capa residual de células
corticales subcapsulares del 6rgano normal. (Suster, 1992)

Aunque el timo en individuos mayores puede quedar totalmente
substituido por el tejido adiposo, los remanentes timicos microscépicos estan
casi siempre presentes.

Por linfopoyesis activa, el timo responde dramaticamente a los
episodios de estrés severo con una pérdida de tamafio y peso. Esta
involucién accidental o por estrés se relacionada con una liberacién repentina
de corticoesteroides de la corteza suprarrenal que causa una rapida linfolisis
de los timocitos corticales. Hay una prominente cariorrexis de timocitos y
fagocitosis activa por macréfagos, dando lugar a un caracteristico aspecto de
cielo estrellado, confinado a la corteza (Van Baarlen ,1988).

El estrés crénico da lugar a una extensa linfolisis con una pérdida de
la diferenciacién cortico-medular y una acentuacién de las células epiteliales,
dilatacién quistica de los corptsculos de Hassall, y agrandamiento de los
espacios quisticos epiteliales.

Con la pérdida progresiva de timocitos, se pierde progresivamente la
arquitectura lobulada y se produce la fibrosis. La inmunosupresion

clinicamente significativa debido a la pérdida masiva de timocitos corticales
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se puede considerar en los nifios que experimentan un importante estrés, por

ejemplo una lesion térmica intensa (Suster, 1992).

1.9. Algunas Consideraciones Sobre El Timo En Los

Rumiantes

1° Localizacion

El timo es grande y lobulado y se extiende en los animales jovenes
desde la laringe hasta el pericardio. Su porcién cervical estd conectada con la
porcion tordcica por medio de un estrecho istmo, ventral a la trdquea. El
cuerpo descansa sobre la superficie dorsal de la trdquea y es flanqueado por
las dos venas yugulares, mientras que las ramas se sitGan contra las
superficies laterales del traquea. Cranealmente se extiende hacia la glandula
tiroides. La porcién cervical del timo se divide en dos ramas que se
adelgazan sobre las caras laterales de la traquea, alcanzando posiblemente la
laringe; el extremo craneal puede estar, o parece estar, desprendido y
fragmentado y estar mas estrechamente relacionado con el nédulo linfatico

retrofaringeo medial y con las glandulas mandibular y paratiroides.
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a) La Parte Toracica

Se extiende asimétricamente sobre el lado izquierdo de la mitad
dorsal del mediastino precardiaco. Dorsalmente se relaciona con la
columna vertebral y la porcién toracica del muasculo del colli longus,
caudalmente con el pericardio y ventralmente con el tronco
braquiocefalico y sus ramas, la vena cava craneal y el 16bulo apical del
pulmoén derecho. Su superficie derecha descansa contra la traquea y el
esofago y es por lo tanto invisible desde la cavidad pleural derecha. Su
superficie izquierda esta parcialmente cubierta por la pleura. La parte
tordcica del timo es conectada con la parte cervical por el istmo

cervicotoréacico. (Fig. 6)

Figura 6. Representacion de la localizacion del timo en el becerro: 1.Porcién

cervical.2. Porcion toracica
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b) La Porcién Cervical

Es una tira del parénquima que corre a lo largo de la izquierda
de la traquea de caudodorsal a cranioventral y esta cubierta lateral y
ventralmente por el musculo esternocleidomastoideo y los musculos
ventrales del hioides. En cada lado las ramas de la parte cervical son

seguidas por un istmo craneo-cervical serpenteante. (Fig. 6)

c¢) Las Ramas Craneales Derechas e Izquierdas

Consisten en una porcion retroglandular, situdndose
inmediatamente detrds de la glandula mandibular, y una porcién sub-
basilar. Ambas porciones estan conectadas por un fino cordén de
parénquima. Ocasionalmente se encuentran cuerpos timicos

accesorios.

2° Caracteristicas Macroscépicas

El timo del becerro es marcadamente lobulado. El timo de los terneros
jovenes tiene un color rosa claro o incluso ser de color rojizo, pero el color se
hace mas claro con la edad y su consistencia se hace mas firme a medida que
el tejido activo va siendo progresivamente sustituido por tejido conjuntivo

con algunas células adiposas.
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En la regiéon cervical podemos distinguir un cuerpo situado
caudalmente y dos cuernos que sitian cranealmente a él.

La parte cervical es la parte mas larga del timo del becerro y mas o
menos tiene forma de una" V", con el punto dirigido hacia el térax.

Estudios recientes han clarificado detalladamente la vascularizacién
del timo de los bévidos. El timo torécico esta vascularizado por un vaso de
grueso calibre procedente del tronco braquicéfalo y por una rama mads
delgada de la arteria toracica interna izquierda. A veces hay una fuente
adicional de la arteria vertebral del tronco costocervical. El istmo
cervicotoracico recibe su sangre arterial de una rama de la arteria toracica
interna derecha o izquierda y una rama de la arteria cervical superficial. La
parte cervical del timo recibe 2-6 arterias, dependiendo del desarrollo del
6rgano, tanto el lado izquierdo como el derecho. Estas ramas se originan de
las arterias destinadas para la traquea, el eséfago y los musculos ventrales
del cuello que se han originado de la carétida comtn derecha e izquierda. El
istmo craneocervical y la porcién retroglandular del timo craneal reciben
ramas directas e indirectas de la arteria carétida comun y, ademas, la arteria
tiroidea superior. Excepcionalmente una rama de la arteria carétida o de la

arteria occipital externa puede también estar implicada.
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La parte subbasilar del timo craneal recibe siempre su vascularizacion
de la arteria palatina ascendente. (Deniz, 1964).

El drenaje venoso del timo toracico es llevado a cabo principalmente
por un vaso que atraviesa el tronco braquiocéfalico y termina en la vena cava
superior. Venas adicionales mds pequehas se unen a las venas
pericardiales, vertebrales o costocervical y las venas tordcicas internas
izquierdas. La sangre venosa del istmos cervicotoracico pasa a través de los
tributarios de las venas toracicas internas yugulares e izquierdas y derechas
internas izquierdas.

La sangre que sale del timo cervical y craneal y del istmo se unen a la
vena yugular interna, ocasionalmente a la vena yugular externa o a veces a
ambos vasos. Las venas tiroidea, laringea y occipital reciben las ramas que
drenan la parte craneal. Los vasos sanguineos de pequefio calibre del timo
provienen de las arterias anteriormente mencionadas y sus ramas siguen el
tejido conectivo que divide los 16bulos en lobulillos. Asi cada arteria timica
da lugar a varias arterias lobares, éstos a su vez emiten varias arterias
interlobares y finalmente se producen varias arterias lobulillares. (Deniz,
1964). Cada l6bulo timico esta vascularizado por 1-4 arterias lobulares. Cada
arteria lobulada se divide en una rama superficial delgada y rama profunda

gruesa.
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Las primera vasculariza la zona de unién de l6bulos vecinos opuestos
mientras que la rama profunda forma un circulo arterial incompleto en la
frontera entre la corteza y la médula.

Los vasos retrogrados a la corteza se presentan de este circulo que
también provea la médula, aunque mas escaso. Cada lébulo de la timicas es
drenado por un sistema venoso superficial y profundo. El sistema superficial
mejor desarrollado, de modo que el flujo de la sangre sea principalmente
centrifugo a través de la corteza. Las venas eferentes siguen el curso de las
arterias y se les da el nombre correspondientes (Deniz, 1964).

El vago, los nervios simpaticos y, posiblemente, el nervio hipogloso
estdn implicados en la inervacién del timo de los boévidos. Los vasos
linfaticos del timo drenan a los ganglios del mediastinos, cervicales y
retrofaringeo. El timo de los rumiantes pequefios es similar en forma al del
buey. La parte toracica se localiza mas a la izquierda en la parte dorsal del
mediastino del precardiaco. Su superficie izquierda est4d en contacto con la
trdquea, el es6fago y los grandes vasos. A la izquierda puede ser insinuado
entre la pared toracica y el pericardio. Ventral es rodeado por el 16bulo

apical del pulmén derecho.
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3° Evolucion

El timo crece radpidamente durante los primeros seis o nueve meses de
vida después del nacimiento, aunque alcanza su maximo tamafio relativo
mucho antes. Ciertamente, involuciona después del nacimiento. El tiempo de
regresion varfa, de tal manera que la porcién torédcica del timo puede ser
todavia bastante grande en animales de varios afios de edad. A la larga, el
istmo y la porciéon cervical desaparecen practicamente por completo. Las
recientes investigaciones han demostrado en fetos de boévidos que la parte
craneal esta presente hasta el nacimiento. La involucién comienza en el buey
después de la octava semana de la vida postnatal. La parte craneal regresa
primero seguida por el istmo. Entonces las ramas de la parte cervical y el
cuerpo quedan separadas de modo que a esta edad puedan estar presentes
cuatro regiones independientes del timo: una parte cervical anterior
izquierda y una derecha, una parte cervical posterior y una parte toracica.

Cuando han desaparecido las porciones cervicales sigue estando, la
parte tordcica permanece como el cuerpo adiposo timico que puede persistir

durante 6 afios y a veces mucho mas.
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Il. Clenbuterol

Su nombre quimico es:
4amino-3,5-dicloro-alfa-[[(1,1dimetiletil) amino] metil] bencenometanol
Su férmula molecular: C12H19OCls (como hidroclorhidro)

Su formula estructural:

BN o
¢ G-N-¢—cHy + H
HO H CH,

Cl

El clenbuterol es un polvo cristalino, incoloro con un punto de fusion
de 174 -175°C, muy soluble en agua y ligeramente soluble en cloroformo.

Su metabolismo y farmacocinética ha sido estudiada por distintos
autores empleando el Carbono 14 en la posiciéon C-2 de la molécula como
radiomarcado. En relacién a sus niveles plasmaticos, el Clenbuterol presenta
una buena absorcion después de la administracion oral tanto en animales de
laboratorio como en humanos. En ratas (Kopitar y Zimmer, 1973), perros,
conejos (Zimmer, 1974) y humanos la méxima concentraciéon en sangre fue

alcanzada 1-4 horas después de la administracion oral (Zimmer, 1976).
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La absorciéon fue maés lenta en el perro (Zimmer, 1974) y el babuino
(Johnston y Jenner, 1976) con una radiactividad maxima en plasma a las 6-7
horas después de la administracion oral. Las concentraciones méximas
plasmaticas (0.24-1.8 pg/1) en terneros o vacas después de la administracion
intramuscular se alcanzaron 0.25-3 horas después, excepto en un estudio en
tres vacas donde la concentracién maxima se registraron a las 8 horas; siendo
necesario después de la administracion oral entre 6-12 horas para alcanzar su
punto maximo las concentraciones (Lloyd-Evans, 1994). La vida media en
plasma en ganado varia entre 16 a 105 horas dependiendo de la subpoblacién
estudiada (Tabla 2).

En caballos las concentraciones maximas plasmaticas (0.37-1.59 pg/1)
se alcanzaron entre 1.5 y 3 horas después de su administracién oral o
inyeccién intramuscular con una vida media de entre 9 a 21.4 horas
(Hawkins et Al-, 1984, Johnston y Dunsire, 1993).

Después de la administracion oral del 14C-Clenbuterol la
radiactividad se distribuye rdpidamente por todos los tejido en ratas y
ratones y atraviesan la barrera placentaria del ratén (Kopitar 1969), el perro
(el 0.43% de la dosis en 4 horas) (Rominger y Schrank, 1982) y el babuino (el

1.5% de dosis en 3.5 h) (Schmid, 1980).
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TIEMPO DE
VIA DE MUESTREO
ESTUDIO | ANIMALES ADMINISTRACION TEJIDOS P O.He. (hA) MHgR.G. REFERENCIA
| (days®)
1 9 Terneros [intramuscular P.0.Hc.M.Hg.R.G.1|0-360 1,7,10 Hawkins et al,
lactantes 1985b
oral )
2 9 terneros intramuscular P.M.Hg.R.G.I 0-(3) 0.25, 6, 10 |Cameron et al,
1987
3 12 terneros [intramuscular P.M.Hg.R.G.I 0.25, 5, 28 |Hawkins et al,
1993b
4 3 vacas intramuscular P.O.Hc.Lc.M.Hg.R.|0-240 2h, 2,5 Hawkins et al,
G.l 1985a
oral
1 vaca oral P.O.Hc.Lc. 0-240 Schmid &
Zimmer,
oral 1977a
6 1 vaca intramuscular P.O.Hc.Lc. 0-238 Schmid &
- ] Zimmer,
Intramuscular 1977b
7 3 vaca oral P.O.Hc.Lc. 0-144 Cameron &
3 vaca intravenosa P.O.Hc.Lc. 0-144 Phillips, 1987
3 vaca intramuscular P.O.Hc.Lc. 0-144
9 vaca intramuscular P.O.Hc.Lc.M.Hg.R.|0-144 0.25, 3,6
G.l
8 1 vaca intravenosa P.O.Hc 0-96 Schmid, 1977
9 3 vaca intramuscular M.O.R.G.I 0.5h, 3, 6 |Schmid &

Zimmer, 1977c

P: Plasma; O: Orina; He: Heces; M: Musculo; Hg: Higado; R: Rifién; Lc:Leche; G: Grasas; I: lugar de la inyeccion

Tabla 2. Estudios usando C14-clenbuterol en ganado.

La excreciéon del 14C-Clenbuterol después de la administracién oral,

parenteral o por inhalacién se realiza principalmente por la orina

(Huntingdon R. Centro, 1978).

En ocho estudios realizados sobre ganado bovino (Tabla 3), se observé

que el porcentaje de la dosis excretada tras la administracion de 14C-

clenbuterol (via oral, intramuscular o intravenosa) en orina, en heces y en la
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leche, fue del 50-85%, el 5-30% y el 0.9-3% respectivamente, medidos durante

la los dias de administracién, que vari6 entre 4 a 15 dias segtn los estudios.

N° N° Dias Musculo Higado Rifién Grasa Lugar Referencia
estudio | Ganado Inyeccién
Ternero 3 1 0.86+0.39 [9.20+3.33 [9.09+3.74 [0.96+0.58 [0.98+0.33 Hawkins et
1 3 |7 No detectado [1.39+0.19 [0.41+0.02 |ND 0.13+0.16 al. 1985b
3 |10 No detectado [0.85+0.10 [0.27 £0.07 |ND 0.08 + 0.10
2 3 |0.25 217+0.27 [36.6+95 38.7+8.4 0.82+0.42 [2.49+0.70 |Cameron et
3 |6 0.09+0.10 [7.37+2.2 3.16+0.5 ND 0.32+0.20 al. 1987
3 |10 No detectado [4.32 + 0.5 2.15+0.6 ND 0.28 + 0.20
3 4 |0.25 0.79+0.2 20.7+438 16.1+2.3 0.55+0.1 1.66+0.3 Hawkins et
4 |5 0.16 +0.03 [3.9+0.7 22+05 0.12+0.2 0.39+0.1 al. 1993b
4 |28 No detectado [0.89 + 0.1 0.46 + 0.2 ND 0.18 + 0.03
Vacas 1 2 hours |1.45 29.8 14.7 0.58 4.79 Hawkins et
4 1 |2 0.34 8.6 3.9 0.31 3.24 al. 1985a
1 |5 0.19 4.4 1.4 0.35 2.92
7 3 |0.25 0.22+0.14 [6.26+092 [511+1.27 [0.09+0.13 [5.39+4.13 | Cameron &
3 3 0.01+001 [1.17+0.47 [0.42+0.13 [0.02+0.04 [0.14+0.24 |Phillips 1987
3 |6 0.01+0.01 [0.65+0.24 [0.18+0.09 [0.02+0.04 [0.22+0.32
8 1 0.5 hours|0.67 8.19 8.06 0.23 130.6 Schmid &
[E 0.03 1.96 0.99 0.07 0.31 Zimmer
1 6 No detectado |0.84 0.2 0.08 253 1977¢

Tabla 3. Residuos totales de radiactividad (media £ Ds pg/kg) en tejidos tras la

administracion de 14c-clenbuterol en ganado bovino

El perfil metabolico visto en el ganado es cualitativamente similar al

visto en otros animales de laboratorio y en humanos. El Clenbuterol en el

plasma (Schmid y Bucheler, 1987) y en la orina (Hawkins, 1985) representa

respectivamente el 60-86% y el 22-53% de la radiactividad total. El

metabolismo de clenbuterol en el rifién bovino es similar al que descrito para

el higado (Hawkins et Al, 1985, 1993) representando del 58 al 85% de la

radiactividad total. El musculo y la leche completa lo que falta de la

radiactividad total (Schmid, 1990).

Péagina 59




Revision Bibliografica

El estudio realizado en terneros y vacas sobre el agotamiento del
Residuo radiactivo en tejidos se realiz6 administrado 14C-Clenbuterol por
via i.m. y/o oral, mostrandose el resumen de los resultados de los estudios
realizados en la Tabla 3. El agotamiento de los residuos totales fue mas
rapido en todos los tejidos comestibles de terneros y vacas.

Los resultados de los estudios 1y 2 de la tabla 3 realizados en terneros
matados entre 6, 7 o 10 dias después de la tltima dosis, revelaron que los
residuos totales en el musculo habian descendido por debajo de los limites
de deteccion (0.06 pg/kgy 0.18 ng/kg respectivamente).

En el estudio 3, los terneros recibieron la dosis de hidrocloruro de
clenbuterol el tiempo maximo requerido para el tratamiento de una afeccion
respiratoria, 0.8 pg/kg / dos veces al dia / 10.5 dias y se establece que en 28
dias los residuos totales en el higado son menos de 1 pg/Kg y en el muasculo
y en el sitio de las dos tltimas inyecciones es menor de 0.2 pg/Kg.

En vacas hay tres estudios, el 4, 7 y 9. En los estudio 4 y 9 se hace
referencia al equilibrio total después de dosis repetidas de hidrocloruro
clenbuterol y demuestran el rapido agotamiento de la radiactividad en el
tejido para consumo humano. El estudio 7, utiliza en un total de 9 vacas de
leche que recibieron la inyeccion de hidrocloruro de clenbuterol

recomendada para la preparacién tocolitica.
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Antes de 6 dias, los residuos totales en el higado eran menos de 1
pg/Kg., en el masculo menos de 0.1 pg/Kg., y en las muestras del sitio de la
inyeccién era menor de 0.5 pg/Kg.

Hay numerosos estudios sobre deplecién en la literatura. Estos
incluyen estudios que wutilizan dosificaciones a dosis terapéutica
recomendada para distintas afecciones y numerosos estudios en los cuales el
clenbuterol es administrado en una dosis 10 veces superior a la dosis
terapéutica para aumentar el crecimiento de los animales de granja. Las
conclusiones generales fueron que los residuos de clenbuterol se acumulan
en los ojos, pulmones, pelo y plumas, siendo encontrados los residuos mas
altos en el higado y el rifién.

En un estudio se midi6 los residuos de clenbuterol en tejidos y fluidos
orgdnicos en el ganado tratado con dosis terapéutica (Elliott, 1995),
detectindose durante el tratamiento en muchos tejidos y fluidos orgéanicos
residuos de clenbuterol, pero después de un periodo de 14 dia de retirada
eran perceptibles sélo en los ojos (27.1 pg/Kg), y en menor grado en pulmoén
y en rifién (0.3 pg/Kg). En el dia 28 s6lo fueron descubiertos residuos en ojos
(6 pg/Kg) y estos estaban todavia presentes el dia 42. Los autores concluyen
que no es posible distinguir entre el empleo legal e ilegal de la droga

tnicamente por el andlisis del residuo.
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Siete terneros fueron usados para estudiar la farmacocinética del
clenbuterol después de una dosificacion anabdlica de 5 pg/Kg de peso/ dos
veces al dia durante 3 semanas. (Meyer y Rinke, 1991). Los andlisis de
concentraciones de clembuterol en los diferentes tejidos fueron realizados
por inmunoanalisis enzimatico (EIA). Las muestras de tejido fueron tomadas
de tres terneros durante el dia anterior a la administracion y a los 3.5 o 14
dias después de su retirada. La tasa de eliminacion de clenbuterol en el tejido
pulmonar era dependiente del tiempo y las concentraciones del clenbuterol,
descendiendo después de 14 dias desde 76 pg/Kg a un nivel de menos de 0.8
pg/Kg, mientras que en el higado las concentraciones clenbuterol
disminuyeron de 46 ng/Kg a 0.6 pg/Kg dentro de los 14 dias de la retirada.

Los niveles mas altos siempre eran encontrados en el ojo: 118 pg/Kg,
575 pg/Kg y 151 pg/Kg después 0, 35 y 14 dias de la retirada,
respectivamente.

El clenbuterol es un simpético mimético, agonista de los receptores
celulares de tipo B2-adrenérgicos. Provoca relajaciéon del musculo liso y, por
consiguiente, broncodilatacién (Castelan, 1989; Su & Perng, 1991, Wheatley,
1982) y efecto tocolitico (Gastal, 1998). Pertenece al grupo farmacolégico de
los agonistas f2-adrenérgicos con los que comparte sus bien conocidas

aplicaciones terapéuticas y a pesar de esto quizas, la faceta mas conocida del
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clenbuterol sea su aplicacion como sustancia promotora de crecimiento,
debido principalmente a su féacil administraciéon, bajo coste, rapidez y
potencia de accion.

Los agonistas p2-adrenérgicos se utilizan por su accién
broncodilatadora, tanto en medicina (Corrias, 1987; Di Gioacchino, 1987;
Salvado, 1985; Yamamoto, 1990; Zain, 1987) como en veterinaria (Harkins,
2000; Kastner, 1999; Torneke, 1998; Genicot, 1995; Erichsen, 1994), para el
tratamiento de diversas afecciones respiratorias y se comercializa bajo
distintas presentaciones comerciales.

Su mecanismo de accién se inicia al unirse a los receptores [32-
adrenérgicos, lo que activa la encima adenil-ciclasa y en consecuencia,
incrementa la concentracion intracelular del segundo mensajero ciclico
adenosinamonofosfato (cAMP). A nivel del arbol bronquial estos hechos
redundan en una inhibicién del musculo liso al descender la concentracion
K* y la actividad de la kinasa de la miosina de cadena ligera (Hopkinson,
2000; Hudman, 2000; Roets & Burvenich, 1993; Torneke, 1998).

Como tocoliticos, su principal indicacién es inhibir las contracciones
del miometrio y facilitar la dilatacién del canal genital en aquellos casos en
que la obstetricia lo requiera (Bramuglia & Rubio, 2000; Gastal, 1998; Pieterse,

1995; Menard, 1994).
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Posteriormente, se descubrié que a dosis diez veces superiores a las
terapéuticas el clenbuterol presentaba una accién anabolizante, favoreciendo
la sintesis de proteina y disminuyendo la de grasa, dando lugar a la
denominacion de este grupo como “agentes repartidores de energia”. Este
efecto se comprob6 en diferentes especies animales: vacuno (Ricks, 1984);
ovino (Baker, 1984; Beerman, 1987); porcino (Jones, 1985), y pollos
(Dalrymple, 1984).

Su empleo en la produccién de carne ha derivado sobre todo de sus
propiedades como agente repartidor, por su capacidad de repartir los
nutrientes desde la grasa al muasculo (Brockway, 1987; Re, 1997).

Numerosos estudios han confirmado el efecto anabolizante sobre el
tejido muscular, mientras que sobre el tejido adiposo ejerce una accién
marcadamente catabdlica (Carter & Lynch, 1994; Spurlock, 1994; Wang, 1998;
Yang & McElligott, 1989).

A nivel del tejido adiposo, estos compuestos activan los receptores
beta adrenérgicos, concretamente el subtipo beta 1, activando la adenilato-
ciclasa que convierte el ATP en 3’5’ AMP, la cual promueve al activacion de
lipasas en el adiposito, para posteriormente liberar acidos grasos a la sangre

(Figura 7) (Garcia-Lopez, 2002).
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Figura 7. Representacidon del mecanismo de accidn de loa betaagonistas.

Las consecuencias de la administracion de clenbuterol sobre el
metabolismo en general han sido ampliamente estudiadas (Blum &
Flueckiger, 1988; Ge, 1999; Gojmerac, 2000; Hamano, 1999; Luthman &
Jacobsson, 1993; Mersmann, 1987).

Entre las acciones reportadas destacan su efecto estimulante sobre el
sistema cardiovascular y respiratorio (Hoey, 1995; Lee, 1998; Petrou, 1999;

Wong, 1998; Wright, 1999), el incremento de la masa muscular (Bergen, 1989;
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Byrem, 1998; Carter & Lynch, 1994; Hamano, 1998; Hamano, 1997; MacRae,
1988; Shindarska & Raicheva 1996; Williams, 1987), mientras que disminuye
la masa del tejido adiposo (Bareille & Faverdin, 1996, Chwalibog, 1996;
Lafontan, 1988; Petkova & Stanchev, 1996).

Sus efectos sobre la circulacion sanguinea, corazén y lipolisis, han
sido directamente correlacionados con la accién directa de estos agonistas
sobre los receptores adrenérgicos, pero aun persisten bastantes dudas acerca
del mecanismo por el que consiguen la acreciéon de proteinas. Por ejemplo, se
conoce que el ractopamine influencia la sintesis proteica mediante la
regulacion pretranslacional (Grant, 1993; Helferich, 1990).

También se observo que el efecto del clenbuterol sobre la lipolisis y el
corazon se realiza de forma independiente de su accién sobre la musculatura
estriada, tal como se demuestra con la administracién de antagonistas
(Maltin, 1987; Sillence, 1993).

El tratamiento crénico con agonistas B2 adrenérgicos inicialmente
causa una hipertrofia de las fibras musculares tipo II, sin que se afecten las
tibras tipo I; posteriormente existe una proliferacién de células satélites hasta
que la concentracién de ADN recobra los niveles equivalentes del tejido

antes del tratamiento (Criswell, 1996; Torgan, 1995).
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Investigaciones recientes sefialan el bloqueo de dos encimas
implicadas en el catabolismo y degradaciéon de las proteinas (calpina I y II)
(Higgins, 1988; Parr, 1992).

En el mercado existen otros agonistas 2 adrenérgicos de larga acciéon
similares al clenbuterol usados como promotores del crecimiento; entre éstos
podemos destacar: el cimaterol, (Byrem, 1998; Eadara, 1989; Jones, 1985),
ractopamine (Spurlock, 1994; Uttaro, 1993; Watkins, 1990;Williams, 1994),
salbutamol (Hansen, 1997; Warriss, 1990). Otros agonistas tales como el
brombuterol, cimbuterol, mabuterol, mapenterol, tulobuterol también han
sido detectados como sustancias promotoras del crecimiento (Caloni, 1995;
Groot, 1998; Haasnoot, 1998; Ramos, 1998; Sangiorgi & Curatolo, 1997).

El clenbuterol, junto con el cimaterol y la ractopamine quizas sean los
agonistas B2 adrenérgicos mas empleados y mejor estudiados en produccion
animal. El metabolismo del clenbuterol y sobre todo su persistencia en los
productos carnicos comestibles ha sido ampliamente estudiado, dado las
consecuencias adversas que tienen la existencia de residuos estas sustancias
en la sanidad alimentaria (Smith, 1998; Zalko, 1998; Brockway, 1987).

Entre estos efectos adversos destacan los derivados de una
hiperestimulaciéon del sistema cardiovascular (Hoey, 1995; Lee et al, 1998;

Wong, 1998), y la interferencia sobre el sistema endocrino (Blum &
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Flueckiger, 1988; Cardoso & Stock, 1998; Gojmerac, 2000; Sola, 1996).
Respecto a este tltimo aspecto ha sido especialmente estudiado el efecto del
clenbuterol sobre la glandula adrenal (Blanco, 2000; Illera, 1998) donde
estimula la produccién de catecolaminas y estimula la respuesta de estrés.
Las repercusiones de los tratamientos con clenbuterol en el sistema inmune
han sido estudiadas en los trabajos de Blanco, (2000) y Spencer & Oliver
(1996) encontrando que el clenbuterol tuvo un efecto negativo sobre la
respuesta inmune.

Las consecuencias de la administraciéon del clenbuterol sobre el
aparato genital han sido consideradas en la hembra por los trabajos de
Biolatti, 1994 y 2000, mientras que los efectos sobre el testiculo apenas han
sido considerados atin teniendo en cuenta los trabajos de Groot, 1998 en los
que se apuntaba una disminucién del tamafio testicular junto a un
incremento del intersticio en ternero alimentados con dosis anabolizantes de
clenbuterol. La accién del clenbuterol sobre el testiculo estaria correlacionada
con la presencia de receptores 3> adrenérgicos en este 6rgano. De hecho, los
receptores adrenérgicos 31 han sido sobre todo encontrados en las células de
Sertoli (Heinderl 1981; Eikvar 1993), mientras que los receptores adrenérgicos
32 han sido detectados en las células de Leydig (Moger, 1983; Anakwe, 1984;

Poyet, 1987).
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Damber & Janson (1978) encontraron que la administracion de
catecolaminas en ratas provocaba una disminucién de los niveles hematicos
de testosterona. Biswas (1979) lleg6 a la conclusiéon de que la administracion
crénica de nicotina disminuye la produccién testicular de testosterona a
través de un incremento de las catecolaminas. Para Cooke (1982) es evidente
que las catecolaminas juegan un importante papel en la regulaciéon de la
produccién de testosterona por parte de las células de Leydig, en lo que
coincidieron los estudios posteriores de Breuiller (1988).

Los trabajos de Johnson (1981) y Dubiel (1989) en el cerdo
corroboraron también en esta especie la interferencia de las catecolaminas en
la produccién de testosterona y calidad del esperma.

A pesar de todas estas evidencias, pocos estudios estdn disponibles
sobre los posibles efectos de los tratamientos anabolizantes con clenbuterol
sobre la estructura y funcion testicular, maxime teniendo en cuenta la
potencial interferencia de los residuos de estos tratamientos en la
espermatogénesis en la especie humana.

La preocupacién por el hecho de que residuos de estas sustancias se
introdujeran en la cadena alimenticia, ademds de las implicaciones éticas
que implican el empleo agonistas adrenérgicos sobre bienestar animal llevé a

la Comunidad Europea a prohibir el uso del clenbuterol como agente
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promotor del crecimiento (EC Directive, 1996). No obstante, a pesar de la
citada prohibiciéon las consecuencias en la salud humana del uso del
clenbuterol como anabolizantes en la alimentaciéon animal pas6 de ser una
hipétesis a materializarse en varios casos de intoxicaciones en Italia
(Brambilla, 2000; Sporano, 1998) y Espafia (Bilbao, 1997; Galmes, 1995;
Salleras, 1995; Martinez-Navarro, 1990). A esto hay que afiadir la casuistica
de muestras positivas al clenbuterol que se siguen detectando en los
programas de seguimiento de la presencia de residuos en los alimentos
(Kellermann, 1996; Kuiper, 1998; Mitchell, 1998) y que justifican la atenciéon
que debe mantenerse por el uso ilicito de esta sustancia.

La utilizacién de estos compuestos a dosis tan elevadas favorece la
aparicion de depositos de los mismos en diferentes 6rganos. Estos acimulos
pueden originar intoxicaciones en las personas que consuman dichos tejidos,
cuando el periodo de retirada del farmaco, no ha sido el suficiente como para
que desaparezca totalmente de los productos destinados a consumo humano.

En la Unién Europea, la Directiva 96/22/CE establece que los f3-
agonistas so6lo estan autorizados para tratamientos de afecciones
respiratorias en équidos criados para distintos fines de la reproduccién de
carne, y como tocoliticos, siempre bajo prescripcion veterinaria, quedando

prohibida la posesion, por parte de los ganaderos, de cualquier medicamento
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que contenga dichos compuestos. Los primeros casos de intoxicacion
descritos en Espafia aparecieron en Cérdoba y Vizcaya en 1989 y en 1990,
Martinez Navarro describié un brote de intoxicaciéon por clenbuterol en
personas que habian consumido higado de vaca. Los sintomas, con un
periodo de latencia de entre 30 min. y 6 h, se caracterizaban por la aparicién
brusca de temblores musculares, palpitaciones, taquicardia, nerviosismo,
cefaleas y mialgias, dichos sintomas tenian una duracién de 40 h.

En 1992 aparecié un nuevo brote en Palma de Mallorca, en 1993 en
Barcelona y en 1994 y 1995 en Madrid. Aunque en el afio 1996 y 1997 no se
han registrado intoxicaciones en personas, los datos procedentes de los
controles realizados por las autoridades sanitarias dentro del PNIR
publicados por la Direcciéon General de Salud Publica del Ministerio de
Sanidad y Consumo reflejan que el nivel de fraude es superior a los
resultados oficiales (Informacién Veterinaria, 16, 1997).

Ademas de las consideraciones ya citadas sobre el uso del clenbuterol
como promotor del crecimiento en produccién animal, habria también que
considerar su posible administraciéon en medicina humana ante desordenes

musculares (lesiones deportivas, envejecimiento, caquexias) y en obesidad.
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Lamentablemente en muchas ocasiones su aplicaciéon desborda su
legitimo uso farmacolégico, por lo que no es raro encontrar al clenbuterol
implicado en casos de doping deportivo (Spann & Winter, 1995; Wadler,
1994; Beckett, 1992), o complementos dietéticos para la musculacién (Kintz,

2000; Delbeke, 1995).

111. Dexametasona

La Dexametasona es un potente anadlogo sintético de los corticoides
naturales, hormonas sintetizadas por la corteza adrenal, la cual esta regulada
por la ACTH hipofisaria, liberada de forma pulsatil y con un ritmo
circadiano. Estos tienen una larga historia en el tratamiento de una amplia
gama de enfermedades metabdlicas y de desérdenes inflamatorios. Esta
variedad de usos terapéuticos refleja el amplio espectro de las acciones

farmacologicas de las hormonas corticoesteroideas.

I11.1. Estructura Quimica y Actividad Farmacolégica

La cortisona fue el primer corticoide utilizado por sus acciones
antiinflamatorias. Sin embargo los efectos colaterales referentes a la retencion
de sodio, efectos metabdlicos, tales como una reduccion en la tolerancia a los

carbohidratos, y otros indujeron a tratar de sintetizar nuevos esteroides con
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elevados efectos antiinflamatorios, y disminucién de las propiedades

farmacolégicas indeseables.

En general se ha conseguido un incremento marcado en la actividad
antiinflamatoria con una evidente disminucién de las acciones sobre la
retencion de sodio y agua; sin embargo las acciones sobre el metabolismo
hidrocarbonado y proteico parecen seguir caminos similares, paralelos.
(Norton, 1965; Moskovtchenko, 1976; Lechat, 1975). Teniendo en cuenta los
cuatro anillos que componen el ntcleo corticoide, se han realizado varias

modificaciones sintéticas o semisintéticas (Bork, 1971; Simons, 1980).

Las modificaciones més importantes en la estructura quimica de la
hidrocortisona, tienden a incrementar la actividad antiinflamatoria y
disminuir las acciones mineralocorticoides (Lechat, 1975, Moskovtchenko,
1976). Con pequenas modificaciones aumentamos la potencia y vamos
disminuyendo la accién mineralocorticoidea. La molécula de cortisol,
glicoesteroidal y distintas modificaciones a su estructura quimica son las que
daran cuenta de la distinta potencia y la distinta actividad de los preparados
sintéticos de glucocorticoides. Si a la estructura del cortisol le introducimos
un doble enlace en posicion 1 y 2 del anillo A tenemos la prednisolona,

vemos que esta simple adicion de un doble enlace nos va a aumentar la
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potencia antiinflamatoria y a su vez va a prolongar la vida media del

corticosteroide.

Si a esta estructura le adicionamos ademdas un atomo de fltor en
posiciéon 9 del anillo B tenemos la triamanolona, aumentando todas las
actividades biolégicas tanto glucocorticoideas como mineralocorticoideas. Si
ademas le introducimos en el anillo D un metilo tenemos la dexametasona o
la beclometasona se elimina la capacidad de retener sodio.La Dexametasona
presenta en el anillo D la metilacion en C16 o la hidroxilaciéon aumenta
marcadamente la potencia antiinflamatoria.La presencia de un grupo
hidroxilo en C17, en posicién alfa, es indispensable para el mantenimiento de
las acciones antiinflamatorias de todos los corticoides. La Dexametasona se

caracteriza por la Fluoracién en C19.

Estructura quimica de la dexametasona (C 2H 2FO 5)
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En la clasificaciéon de los glucocorticoides segin potencia podemos
hablar de vida media corta cuando el efecto biol6gico dura alrededor de 8-12
hrs, de accion intermedia cuando dura de 12-36 hrs y de acciéon larga cuando
el efecto dura més all4 de 36hrs.

a) Accidn corta: Tenemos al cortisol y cortisona (glucocorticoides
naturales). El cortisol es el glucocorticoide a partir del cual se comparan los
distintos preparados sintéticos. Si tomamos como referencia el cortisol, la
cortisona tendria menor efecto mineralocorticoideo y menor efecto
antiinflamatorio. La cortisona tendria menor efecto mineralocorticoideo y

antiinflamatorio.

b) Accién Intermedia. La prednisona que es el glucocorticoide
mas utilizado vemos que la potencia de accién es bastante alta en
comparaciéon con el cortisol 0.8, pero tiene 4 veces mdas potencia
antiinflamatoria.rednisolona tendria los mismos pardmetros respecto a la
prednisona. La prednisona es inactiva, requiere metabolizaciéon hepatica para
activarse. La metilprednisolona que es otro glucocorticoide sintético que se
utiliza ampliamente tiene menor potencia de retencién de sodio que el

cortisol (tiene la mitad), también tiene un poco mdas de potencia
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antiinflamatoria con respecto a la prednisona, pero tiene la ventaja de menor

efecto de retencion de sodio.

C) Accién larga. Tenemos la dexametasona, la cual no tiene efecto
de retencién de Na y La potencia antiinflamatoria es 25 veces mayor respecto

al cortisol.]

I11.2. Farmacocinética (Absorcion, Transporte, Metabolismo,

Excrecidn)

La hidrocortisona y sus congéneres, sintéticos y semisintéticos, se
absorben bien cuando se los administra por via oral (Binder, 1969). Las sales
solubles de hidrocortisona, (succinato sédico), dexametasona, betametasona
(fostato so6dico), y otros corticoides sintéticos también se absorben
rapidamente cuando se los utiliza por via intramuscular, llegando al torrente
circulatorio en pocos minutos, pudiendo utilizarse también la via
intravenosa. Los ésteres insolubles, acetatos, y acetonida, se utilizan en
suspension acuosa, para retardar la absorcion y prolongar su accién
terapéutica. La aplicacion local en los espacios sinoviales es también factible
En su forma toépica, los GCC, son utilizados en terapéutica dermatolégica.
Aunque se absorben por piel, sobre todo cuando se realizan curas oclusivas,

es sumamente raro que se observen signos de hipercorticismo administrados
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por esa via. Aplicados en la conjuntiva, y sobre la cérnea, ejercen acciones
locales pasando ademds al humor acuoso. Una vez absorbidos, los GCC,
circulan en plasma en dos formas: unidos a proteina (90% y mas), y libre. La
proteina por la que tienen mayor afinidad es la alfa globulina, llamada
transcortina. Cuando la transcortina se satura, se unen a la albtimina, y
también a la alfa 1 glucoproteina acida. La Beclometasona, es un GCC de
accion local, se lo utiliza exclusivamente en aerosol, via inhalatoria, para el
tratamiento crénico del asma bronquial; o en la mucosa bucal para el
tratamiento de la rinitis alérgica. Su absorcién a través de las mucosas
respiratorias es muy escasa o nula y por lo tanto carece practicamente de
acciones sistémicas (Jonson, 1996). En la rinitis, especialmente, la
beclometasona, desarrolla una accién descongestiva, posiblemente por accién
directa o por su efecto permisivo, potenciando las acciones de las
catecolaminas. En tratamientos crénicos, la beclometasona por su efecto
inmunosupresor local, puede originar el desarrollo de infecciones a
pseudomonas, o candidiasis orofaringea, por ejemplo, cuya evolucién puede
ser peligrosa, por lo que debe vigilarse estrechamente al paciente en tal
sentido. Todos los GCC activos tienen una doble ligadura entre C4 y C5 y un
grupo ceténico en C3. La reducciéon de ese doble enlace y la reduccion del

grupo ceténico por hidroxilacion da origen a los tetrahidroderivados
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(Tetrahidrocortisol y Tetrahidrocortisona, para el cortisol y cortisona
respectivamente). En el higado principalmente y también en el rifién, se
combinan a través del grupo hidroxilo de C3, con &4cido glucurénico o
sulfatos, formandose ésteres soluble que se excretan facilmente por la orina.
Los tetrahidroderivados pueden sufrir también reduccion en C20,
(transformé&ndose el cortisol en cortol y la cortisona en cortolona), formando
los 17-hidrocorticosteroides, que son metabolitosmetabolitos sin actividad
corticoidea. La oxidacién de los corticoides a nivel del hidroxilo del C17,
origina los 17-cetoesteroides, metabolitos de nula actividad corticoidea y
muy débil actividad androgénica. La via de excrecion mas importante es la
urinaria (Weil, 1939). Los GCC sintéticos son metabolizados y excretados en

forma similar (Hogger, 2003).

[11.3. Efectos Farmacologicos

Como todas las hormonas esteroidales, el mecanismo de accién en los
distintos 6rganos efectores es mediante la incorporacién del esteroide al
interior de la célula. El receptor es intracelular. Actualmente se han descrito 2
tipos de receptores: uno mas especifico para glucocorticoides (que es el
receptor n° 2) y el n° 1 que es mas especifico para los mineralocorticoides.

Una vez que se introduce a la célula el corticosteroide se une al receptor, se

Péagina 78



Revision Bibliografica

activa el complejo, penetra a nivel del ntcleo donde va a ejercer su accion , la
cual consiste en estimular la sintesis, la transcripcion del DNA con la
producciéon de diversas enzimas. Y la enzima que se estimula va a depender
de la célula donde acttia el cortocosteroide (Munck, 1642).

Los corticosteroides tienen 4 acciones farmacologicas: (Siegel, 1985)

1° Metabolismo

a) Metabolismo de los hidratos de carbono:

La administracion de los GCC, estimula la gluconeogénesis, la
glucogénesis, y eleva la glucosa y el piruvato sanguineos (accion
hiperglucemiante de los glucocorticoides) (Zicha, 1966). El incremento de la
gluconeogénesis ocurre a partir de las proteinas principalmente (Ryman,
1971).

Debido al efecto antianabdlico de la hidrocortisona, aumentan los
aminoacidos plasmaticos, siendo desviados desde los tejidos, sobre todo
musculo estriado, al higado donde son en gran proporcion transformados en
glucosa. También puede ocurrir aumento del glucégeno hepatico y una
menor utilizacion periférica de la glucosa. La administracion de altas dosis
de GCC, por periodos de tiempo prolongado, es capaz de desencadenar un

estado diabético (diabetes metacorticoidea) (Delaunay, 1997; Nicod, 2003;
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Tappy, 1994), que se caracteriza por un aumento de resistencia a la insulina e
inhibicion de su secrecion (Gremlich, 1997; Lambillotte, 1997). En los
pacientes diabéticos, la administracion de GCC puede agravar el cuadro
clinico, por lo que el médico tratante debe proceder con cautela, utilizando
los métodos de control adecuados. En el higado, inducen la sintesis de las
enzimas que intervienen en la gluconeogénesis y en el metabolismo proteico

(Stalmans, 1979; Stalmans, 1987).

b) Metabolismo proteico:

Los GCC disminuyen la utilizacién de los aminoécidos para la sintesis
proteica (efecto antianabolico) aumentando la desaminacioén y conversion de
los aminoécidos en glucosa (gluconeogénesis) (Ichii, 1971). Aumenta la
excrecion urinaria del nitrégeno, observandose, un balance negativo del
mismo.

Debido a estas alteraciones del metabolismo proteico, pueden ocurrir,
como dijimos, modificaciones patoldgicas en el sistema muscular (miopatia y
disminucién de la masa muscular) (Kaminski, 1994; Rouleau, 1987), o en los
huesos (osteoporosis por reduccién de la matriz proteica y pérdida de calcio
posterior) (Lukert, 1995; Gennari, 1985; Adams, 1981; Lukert, 1976; Suzuki,

1983; Dempster, 1989; Reid, 1988; Skosey, 1970). La movilizacién de
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aminodcidos desde tejidos periféricos hacia el higado, accién catabdlica,
puede producir efectos patolégicos indeseables, que deben evaluarse. Este
seria el origen de la osteoporosis que pueden provocar los GCC, por
reducciéon de la matriz 6sea proteica y pérdida consecutiva de calcio. El
mismo mecanismo, movilizacién periférica de aminoacidos, puede originar
el tipico adelgazamiento de la piel, la disminucién de la masa muscular
(miopatia corticoidea), la atrofia linfoidea y el balance negativo de nitrégeno.
Por lo tanto, los GCC estimulan la glucogénesis hepética, inhiben la sintesis
periférica de proteinas y estimulan la sintesis de enzimas en el higado como
la glucosa glucosa 6 fosfatasa (Khan, 1995), fructuosa 6 difosfatasa y
fosfoenol piruvato-carboxiquinasa (Levine, 1970; McMahon, 1988). Por
accion de los GCC, la eliminacién de acido drico, aumenta, pudiendo gracias

a este efecto ser de utilidad en el tratamiento de la gota.

c¢) Metabolismo lipidico:

La oxidacién, sintesis, movilizacion y depésito de la grasa, es
influenciada por los GCC. La administraciéon crénica de estos agentes
produce un sindrome de hiperfuncién suprarrenal o de Cushing .), que se
caracteriza por alteraciones en la distribucién de los lipidos, que se depositan

sobre la unién cérvico dorsal de la columna (jiba de bufalo), en la fosa
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supraclavicular, y en la mejilla (cara de luna llena), también en higado y en
tronco; pero por otra parte disminuyen en las extremidades (Boyle, 1993;
Crapo, 1979). Los GCC ejercen una accién "permisiva" en los procesos de
lipdlisis provocado por otras hormonas, pero tiene escasa o nula actividad
lipolitica por si mismos. Esta acciéon permisiva se ejerce claramente en la
lipolisis de los triglicéridos, provocada por agentes adipocinéticos como las
catecolaminas, por ejemplo, o péptidos de la adenohipéfisis. La respuesta
lipolitica al AMPc, que estos agentes estimulan, resulta influenciada por los
GCC. Las células grasa de tejido subcutaneo de brazos y piernas son
sensibles a los GCC y a la acciéon movilizadora de las catecolaminas. La
lipogénesis se inhibe porque la entrada de glucosa a la célula es bloqueada
por los GCC. Por otro lado el tejido subcutdneo del abdomen y de la
almohadilla dorsal, sufre lipogénesis cuando se administran GCC (Laguna,

1967).

2° Acciones sobre la hematopoyesis y las células
sanguineas:

Estas acciones de los GCC, se encuentran claramente interrelacionadas

con sus efectos antiinflamatorios, antialérgicos, inmunosupresores, y sobre

las respuestas inmunitarias.
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En tal sentido seran considerados tratando de evitar repeticiones. Los
GCC, producen un aumento del nimero de glébulos rojos circulantes y de
las células eritroides medulares. Producen también una disminucion de los
linfocitos, eosinéfilos, monocitos, y baséfilos circulantes, y un aumento de los

neutrofilos.

. Glébulos rojos: El efecto eritropoyético es indirecto, previa
estimulacién de la produccién renal de la eritropoyetina por los GCC. En
ratas normales infundidas por via intravenosa continua durante 8 hs. con
dexametasona, se demostré un rapido y marcado incremento del ntimero de
células eritroides de médula 6sea, y de los reticulocitos circulantes. Estos
efectos eritropoyéticos fueron totalmente suprimidos en ratas con
nefrectomia bilateral (el rifién es el 6rgano primario en la produccién de
eritropoyetina), con ratas normales a las que previamente se les administr6
anticuerpos a eritropoyetina (Malgor, 1974). El efecto eritropoyético, también
fue observado en cultivos de células eritroides medulares (CFUe), de 48 hs.
De duracién y en ratas anémicas con IRC (Malgor, 1987). Se sugiere también
la existencia de una acciéon permisiva de los GCC, incrementando las
acciones de la Eritropoyetina sobre las células eritroides, ademaés de su accion

estimulante de la produccion renal de esta hormona.
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. Linfocitos: En el hombre la administracion de GCC, produce
una linfocitopenia transitoria (maxima a las 4-6 horas, retornando a lo
normal a las 24 horas.). Este efecto ocurre principalmente por una
redistribucion de los linfocitos, que pasan a otros compartimientos
extravasculares, por la acciéon GCC, la linfocitopenia ocurre a expensas de los
Linfocitos T de larga vida, que son los que sufren una redistribuciéon y
disminucién, saliendo del "pool" recirculante intravascular. Por este
mecanismo los GCC, desarrollan parcialmente sus acciones
inmunosupresoras y previenen el rechazo de injertos, ya que la
redistribucién afecta a los linfocitos T sensibilizados con alloantigenos. Los
GCC producen una evidente accion linfolitica, sobre tejido linfoide y
linfocitos de ratas y ratones (especies corticoide-sensibles). También se ha
relacionado a la dexametasona con la apoptosis de linfocitos T (Owens, 1991)

y en raza murina dependientes de interleuquina 2 (Perrin-Wolff, 1996).

Las células de la leucemia linfoblastica aguda, de algunos linfomas y de
otras neoplasias linfoides, sufren sin embargo una accién litica por efecto de
los GCC, resultando destruidas tal vez, por un mecanismo anélogo al

desencadenado sobre el tejido linfoide de los roedores. Esta accién linfolitica
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de los GCC. Determina su indicaciéon en varios procesos malignos del

sistema linfoide del ser humano.

. Monocitos-macréfagos: Los GCC. Producen una disminucion
de monocitos-macréfagos. La monocitopenia es transitoria y ocurre por
redistribucién principalmente. Los GCC, producen también una disminucion
de la capacidad de adherencia de los monocitos-macréfagos, de su
circulacion y de su capacidad fagocitaria y de citotoxicidad. (Linden, 1994;

Martinet, 1992; Standiford, 1992; Borish, 1992; Breuninger, 1993).

. Eosindfilos: La eosinopenia que provocan se debe también a
una redistribucion, pasando estas células a espacios extravasculares, como el
pulmoén o el bazo. En los estados alérgicos se produce una eosinofilia por un
incremento de la entrada de eosinéfilos desde los espacios extravasculares
hacia los vasos sanguineos y también por un aumento de salida de
eosinéfilos de la médula 6sea. Esto ocurre por la acciéon de quimiotacticos
que atraen eosinoéfilos, como el factor quimiotactico de eosinoéfilos en la
anafilaxia, algunas linfoquinas, factores derivados del complemento,
leucotrienos y la histamina, que también posee actividad quimiotactica para
eosindfilos. Los GCC, ademas de provocar una redistribuciéon, también

inhiben la acumulacién local de eosindfilos (Meagher, 1996) y la quimiotaxis
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en general (Kita, 1991; Evans, 1990; Lamas, 1991, Wallen, 1991). También
inhiben su capacidad de adherencia, la entrada desde los tejidos y la salida

desde médula 6sea (Van De Stolpe, 1993).

. Baséfilos: Los GCC disminuyen el ntmero de baséfilos
circulantes. Posiblemente debido a su pequefio ntimero, se sabe poco de la
cinética de los basofilos circulantes, por lo que el mecanismo de accién de los

GCC sobre estas células, no ha sido aun aclarado suficientemente.

. Neutroéfilos: Los GCC producen un aumento transitorio de
neutréfilos circulantes (neutrofilia) (Malech, 1987). Ello ocurre por los

siguientes mecanismos:

- Disminucién de su adherencia al endotelio, impidiendo su
acumulacion en el drea inflamada (Cronstein, 1992).

- Aumento de la salida de neutréfilos de la médula dsea hacia la
circulacion (Perretti, 1993).

- Prolongaciéon de la vida media de los neutroéfilos (Cox, 1995;
Meagher, 1996).

- La inhibicién de la acumulaciéon de los neutréfilos en el area
inflamada es posiblemente uno de los mecanismos mas importantes de la

accion antiinflamatoria de los GCC (Burton, 1995, Borregaard, 1987).
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3% Accién antiinflamatoria

Es posiblemente la accién de mayor trascendencia de los GCC y la que
genera su amplia utilizacién la que origina su efecto beneficioso en
numerosas patologias y también la que es capaz de desencadenar verdaderos
desastres terapéuticos (Talar-Williams, 1994) cuando su uso es irracional o
indiscriminado (Imam, 1994). La acciéon antiinflamatoria (Barnes, 1998;
Herrlich, 2002) de los GCC es evidente a nivel Macroscépico, disminuyendo
rapidamente el rubor local, el calor, el dolor y la tumefaccién, signos clasicos
fundamentales de la inflamacién. Son también evidentes a nivel
microscépico, disminuyendo la acumulacién de liquidos en el area inflamada
(edema), el depodsito de fibrina, la dilatacion capilar, la migraciéon de
leucocitos al 4rea inflamada y la actividad fagocitica. También se inhiben, las
manifestaciones tardias de la inflamacion (proliferacion capilar capilar y de
tibroblastos, depoésito de coldgeno y mas tarde la cicatrizaciéon). Debe
considerarse como fundamental el concepto que los GCC son agentes
paliativos y nunca curativos. La inflamacién es un signo o un sintoma que
ocurre en respuesta a la accién etiolégica de una noxa determinada. Acttan
siempre sobre el efecto, la inflamacion y no sobre los agentes etiolégicos. De
ahi que su acciéon sea paliativa o supresora, y no curativa. Asi, los

glucocorticoides pueden suprimir la inflamaciéon que acompafia un proceso

Péagina 87



Revision Bibliografica

infeccioso, pero como no acttan sobre el agente bacteriano o viral, la
infeccion puede progresar rdpidamente agravando el cuadro preexistente. De
la misma manera una tlcera péptica puede avanzar significativamente y
perforarse o producir una hemorragia digestiva grave, sin producir signos
clinicos importantes por la accion antiinflamatoria paliativa. Estos ejemplos
deben servir para inducir un manejo prudente y farmacolégicamente
racional de los GCC, ya que pueden ponerse en peligro la vida de los
pacientes de no tenerse en cuenta ese concepto fundamental.

Mecanismo de la accién antiinflamatoria: Los efectos antiinflamatorios
de los GCC, son complejos y dependen de varios efectos sobre factores
humorales y celulares (Barnes, 1993; Goulding, 1993). La accién mas
importante de los GCC en la inflamacion, posiblemente sea la capacidad de
estos agentes de inhibir la movilizacién o el reclutamiento de neutréfilos y
monocitos macrofagos en el drea inflamada. Esto ocurre principalmente
porque los GCC inhiben o bloquean los efectos del MIF (factor inhibidor de
la migracién de macréfagos) (Calandra, 1995), producido por los linfocitos
activados (Bloom, 1966) (previamente sensibilizados a un antigeno). No
inhiben la produccién sino los efectos del MIF, permitiendo la migracién de
los macroéfagos y su falta de acumulacién en el sitio de la inflamacion. Por

otra parte los GCC inhiben la producciéon de PAF (factor activador de
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plasminégeno) también liberado por los linfocitos activados en la
inflamacién. El PAF, que es una enzima, convierte el plasminégeno en
plasmina o fibrinolisina, produciendo una hidrélisis de la fibrina y
posiblemente de otras proteinas, con lo que facilitan la entrada de los
leucocitos al area inflamada. Al inhibir el MIF y el PAF no sélo impiden su
acumulaciéon o aglutinacién, sino también el acceso directo al sitio de la
inflamacion. Los GCC también producen efectos, interfiriendo en el enlace o
unién de diferentes factores a sus receptores celulares. Por eso, aunque la
producciéon de factores quimiotacticos continte normalmente, los GCC
impiden la interaccién entre el factor quimiotactico especifico y la célula (los
neutroéfilos por ejemplo). La producciéon de anticuerpos (Ac), principalmente
Ig G, (75% del total de Igs del suero) no es afectada por los GCC. Solamente
en el caso de dosis altas y durante un tiempo prolongado, puede
comprometerse la sintesis de Ac por el aumento del catabolismo proteico,
pero no por una acciéon directa. Los GCC pueden en cambio, interferir,
inhibiendo la unién o el enlace del Ac o el complemento con la célula blanco
y al receptor Fc para Igs. Estos receptores estdn en la superficie celular de
linfocitos, monocitos-macréfagos y otras células. Los macréfagos que poseen
receptores para Ig G, en la porcion Fc, son llamados "macréfagos armados",

puesto que dichos receptores constituyen el arma que tienen estas células
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para desarrollar las acciones citotéxicas. En la unién de estos receptores con
el Ac o el complemento, es donde se manifiestan los efectos de los GCC.

Los GCC finalmente, inhiben la formacién de prostaglandinas (PGs),
leucotrienos (LTs) (Dworski, 1994) y la liberacién de histamina. Estos son
importantes mediadores de la inflamacion, el dolor y la fiebre. Los GCC
inhiben la enzima Fosfolipasa A2 (Dennis, 1994), (en realidad inducen la
sintesis de una proteina inhibidora de fosfolipasa A2). En la cascada
metabolica que termina con la sintesis de las PGs y LTs es necesaria la accion
de la fosfolipasa A2 que acttia sobre los fosfolipidos de las membranas
celulares para liberar &cido araquidénico. Sobre el 4cido araquidénico acttia
la ciclooxigenasa para iniciar la formacién de PGs (Newton, 1997) y la
lipooxigenasa que inicia la sintesis de los LTs. El leucotrieno B4 (LTB4) es un
potente quimiotactico para neutréfilos. Los LTC4 y LTD4 son los
componentes de la sustancia de reaccién lenta en la anafilaxia (SRS -A) y son
potentes vasodilatadores y broncoconstrictores. A su vez las PGs vy
tromboxanos son importantes mediadores del dolor y la inflamacién. Al
inhibirse la accién de la fosfolipasa A2 por la acciéon de los GCC todas estas
sustancias proinflamatorias no se producen o lo hacen escasamente. Los GCC
también inhiben la liberacién de histamina (degranulacién de los mastocitos)

(Cohan, 1989).
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Esta accion posiblemente sea medida por un incremento de AMPc
celular que producirian los GCC (Imai , 1993 )(acciéon demostrada en
leucocitos humanos).

Es un hecho reconocido que todo aumento de AMPc en el mastocito,
disminuye la liberaciéon de histamina. Debe también considerarse como un
mecanismo suplementario, que el aumento de AMPc también puede
potenciar las acciones de las catecolaminas (mediante el aumento de la
expresion de adenorreceptores [2), acciéon ésta permisiva, opuesta a los
efectos de la histamina y leucotrienos. Todos estos efectos contribuyen, sin
duda, en los complejos mecanismos antinflamatorios de los GCC y son de

gran importancia para el desarrollo de sus efectos antinflamatorios.

4° Acciones sobre tejidos linfoides y respuestas

inmunolégicas:

Los GCC son agentes utilizados en inmunosupresién. Son ttiles en
algunos trastornos inmunolégicos y ayudan a evitar el rechazo inmunolégico
de injertos. Su mecanismo de accién es también complejo. No tienen efecto
sobre la producciéon de Ac que juegan un rol importante en los procesos

inmunolégicos y alérgicos (IgG e IgE), ni alteran el titulo de Ac circulantes.
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Tampoco inhiben la unién antigeno-anticuerpo (Ag-Ac), pero si previenen la

reaccion inmunolégica inflamatoria que se desencadena.

El efecto global de los GCC sobre las reacciones inmunolégicas
consiste en inhibir las manifestaciones de hipersensibilidad retardada,

inmunoreacciones mediadas por células.

Como se ha expuesto anteriormente, los GCC disminuyen la
disponibilidad de linfocitos (Owens, 1991 ) y monocitos-macréfagos en las
reacciones de hipersensibilidad retardada. No poseen accién litica celular,
como ocurre en otras especies animales (salvo células neoplésicas ya que los
GCC poseen una accion litica sobre ciertas células neoplasicas,
principalmente en leucemias agudas linfoblasticas, linfomas y algunos otros
tumores linfaticos (de Castro, 1995)), sino que impiden el reclutamiento de
leucocitos hacia la zona de contacto con el antigeno sensibilizante. Tampoco
impiden el desarrollo de las células inmunes o de linfocitos ante la presencia
de antigenos, ni la produccién de linfoquinas como MIF, MAF, PAF, etc. Se
oponen en cambio a los efectos de éstos mediadores, interfiriendo en la unién

de estas sustancias con sus receptores celulares de superficie especificos.
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En resumen, los siguientes mecanismos de los GCC contribuyen en el

desarrollo de sus efectos inmunosupresores:

- Linfocitopenia: principalmente a expensas de linfocitos T, por

redistribucién de los mismos (Owens, 1991).

- Interferencia en la interacciéon entre anticuerpo (IgG) y/o
complemento con la célula blanco, por alterar el receptor celular de

superficie.

- Inhibicion de la liberaciéon y/o produccion de algunas
linfoquinas (MIF, PAF) necesarias para el reclutamiento de las células

involucradas en la reaccion inflamatoria.

- Inhibicion de la quimiotaxis de neutréfilos y monocitos-

macroéfagos, inhibiéndose la capacidad fagocitaria.

- Interferencia de las interacciones celulares entre linfocito-

monocito-macréfago, impidiéndose la activacion de los tltimos.
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Este estudio fue realizado en 18 terneros machos Charolais x Retinto
(de 12-14 meses de edad) asignados aleatoriamente en tres grupos
experimentales:
— Grupo tratado con clenbuterol (A, n=6),
— Grupo con clenbuterol més dexametasona (B, n=6) y

— Grupo control (n=6).
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Cada grupo de animales, con un buen estado de salud y sin historia
anterior de enfermedad, fueron alojados en corrales independientes, y
alimentados con comida comercial, paja y agua durante 8 semanas.

En ambos grupos tratados, el clenbuterol (sigma, St. Louis, MES, los
EE.UU.) fue administrado intramuscular en una solucién salina (20 pg Kg. -1
de peso corporal/dia). En el grupo tratado con dexametasona (Voren,
Boehringer Ingelheim GmbH, Alemania) esta fue administrada dos veces (7
y 14 dias antes del sacrificio) mediante inyeccién intramuscular (2 mg/100

Kg. -1 del peso corporal).

Figura 8: Fotografias de los timos correspondientes a animales del grupo control

(1), grupo clenbuterol (2) y grupo clenbuterol con dexametasona. (3).
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Al final del periodo experimental los terneros fueron sacrificados y en
un matadero autorizado, si bien, las canales de estos animales no fueron
destinadas al consumo humano. Se extrajeron las porciones tordcicas de los
timos despreciando el resto por representar una cantidad no significativa.
(Figura 8).

Inmediatamente después de la muerte, cada timo fue muestreado
siendo cortado mediante un sistema de lonchas transversales (5 milimetros
de grosor) a lo largo de la porcién toradcica del érgano. Las rebanadas se
iniciaron al azar posiciones con respecto al timo y el intervalo entre las
rebanadas era 45 milimetros, asi que el niimero medio de lochasas por timo

era ocho (rango 6-13). (Figura 9)

Figura 9: Representacion del troceado del timo en rodajas (1-8) mediante

secciones transversales.
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I. Estimacion del volumen Timico.

El volumen se estim¢6 basdndose en el principio de Cavalieri (1966), El
volumen timico era estimado de las &reas seccionadas transversalmente. El
area fue estimada sobreponiendo un sistema test transparente de puntos
sobre la cara craneal de cada loncha y contando el nimero de puntos que
cafan sobre la superficie de cada seccién del 6rgano. El sistema test usado
fue elegido previamente para asegurarse de que se estudiasen entre 80-100
puntos en el conjunto de las secciones de cada 6rgano. El calculo era:

estV=2P(thy)ea-t,

Siendo estV es el volumen calculado, > P(thy) es el namero total de los
puntos que recaen sobre el érgano, a es el area equivalente a un punto del
test (en nuestro estudio,a =1 cm 2), y t es la separacién entre las cara de las

secciones estudiadas (en nuestro estudio t = 50 milimetros).

II. Procedimientos histolégicos

Para obtener los bloques necesarios para los procedimientos
histolégicos de cada rodaja timica se corto al azar tres bloques de tejido de

aproximadamente 2x1,5x0,5 cm como se esquematiza en la figura 10.
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Figura 10: Representacion esquematica de los bloques seleccionados y sus

respectivos cortes histolégicos.

Con el proceder antes descrito, de cada timo se obtuvieron 27 bloques
aprox., de los cuales se eligieron uno de cada tres, comenzando por un
namero al azar 1,3,5,7 ..., por lo que fueron escogidos aproximadamente 8

bloques por timo para su procesado histolégico.
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II.1. Microscopio 6ptico

Los bloques seleccionados fueron fijados en formaldehido tamponado
al 10%, se deshidrataron mediante una gradaciéon ascendente de etanol y
fueron incluidos en parafina.

Las primeras secciones de cada bloque (4um.) fueron tefiidas con

hematoxilina/eosina para su estudio estereolégico e histopatolégico.

IL.2. Microscopio Electronico

De cada animal se escogieren al azar varias muestras que fueron
tijadas en glutaraldehido al 4% en fosfato sédico 0,1 M, pH 7.4, durante 3
horas. Las muestras fueron posteriormente fijadas en tetroxido de osmio 1%
bufer barbitol acetato, pH 7.0, deshidratado con gradientes de etanol e

incluidas posteriormente resina epoxy eponaraldita.

Figura 11: Imagen del ultramicrotomo y microscopio electrénico empleado en el

presente estudio.
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Las secciones fueron cortadas con el ultramicrotomo Ultracut de
Reichert-Jung ® y tefiidos con citrato de plomo y uranil acetato y examinado

en el microscopio Philips EM 280s a 80 kV.(Figura 11)

I1.3. Técnica de TUNEL

Molecular Biochemicals: In situ Cell Death Detection, POD) siguiendo
los pasos recomendados por el fabricante. Después del lavado final en PBS,
las secciones fueron contratefiidas con hematoxilina de Harris, deshidratado
con distintas gradaciones de alcoholes, aclarado con xileno y montado con
resinas sintéticas. Los cortes fueron observados y fotografiados en un

fotomicroscopio Leitz Ortholux para su estudio estereolégico(Figura 12).

Figura 12: Imagenes histolégicas de la técnica inmunohistoquimica de TUNEL a
los distintos aumentos empleados, donde se muestra la tincibn marrén que

adquieren los timocitos apoptéticos.
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II1. Procedimientos Cuantitativos

El estudio cuantitativo se llevé a cabo mediante un sistema de anélisis
de imagen constituido por un microscopio triocular Leitz Ortholux
conectado con un sistema informatico digitalizador de imagenes por medio
de una cadmara de video SONY SSC-C370P® y utilizando el programa
informaético Visilog 5®.

Los cortes histolégicos de cada espécimen fueron muestreados de
forma sistemdtica para seleccionar las imagenes microscoépicas que fueron
digitalizadas con objetivos de 10x, 40x y 100x. (Figura 12)

En cada seccién se capturaron una media de 20 campos mediante la
superposicion de un sistema test de puntos, lo que, teniendo en cuenta el
namero medio de secciones por animal (8), contabilizaron una media 160
campos capturados por animal.

Las imégenes fueron almacenadas en formato de imagen digital “jpg”
y numeradas consecutivamente en funciéon del ntimero de animal, seccién y

campo, para proceder posteriormente a su estudio analitico.
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Figura 12: Esquema gréfico del estudio realizado a cada corte histologico.

I11.1. Procedimientos cuantitativos a escala tisular

1°  Fraccion del volumen tisular.

El estudio incluy6 la cuantificaciéon de la fraccién del volumen de la
grasa y el parénquima timico incluidos, mediante un sistema test integral de
puntos separados regularmente, superponiendo estos sobre imdagenes
histolégicas a bajo aumento en un monitor de color, usando el software

Visilog 5®. Un subconjunto de aproximadamente 160 campos visuales
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uniformemente seleccionados fueron contados por glandula. Asi, fueron

obtenidas las fracciones del volumen de:

est VV(par/thy) = ZP(par) / ZP(thy),

Siendo est VV(par/thy) la fraccién del volumen del parénquima vy
YP(par) y XP(thy) el namero total de los puntos que interseccionan con el
parenchyma y el timo, respectivamente.

Igualmente fueron calculadas las fracciones de volumen de la corteza

y la médula del parénquima timico

est V y (cort/par) = 2P(cort) / 2P(par), y

est V y (med/par) = 2P(med) / 2P(par),

Siendo VV(cort/par) y VV(med/par), son las fracciones de volumen
cortical y medular, y XP(cort), XP(med), y XP(par) son el namero total de los
puntos que interseccionan con la corteza, la médula y el parénquima,

respectivamente.
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Figura 13: Imagen histolégica donde se detalla la estructura basica del

parénguima timico.

Figura 14: Corte Histolégico con superposicion de la plantilla empleada para

seleccidn de los puntos a capturar.
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IT11.2. Procedimientos cuantitativos a escala celular

Los estudios cuantitativos fueron realizados usando un sistema de
analisis de imagen que consistia en un microscopio triocular conectado por
una camara de video a color con una computadora equipada con una tarjeta
de video.

Cada seccion fue muestreada de manera sistematica para seleccionar
las imagenes microscopicas y posterior digitalizaciéon y numeracién; para
este procedimiento se utilizé un objetivo de 100 x (N.A. 1,25).

Se eligi6 un promedio de 20 campos microscépicos por cristal en
cada espécimen. Las imagenes microscépicas fueron procesadas usando el
software Visilog 5®. El sistema estaba inicialmente, y regularmente,
calibrado usando un cristal con un sistema cuadriculado milimétricamente
de forma que cuando las imdagenes fueron medidas se obtuvieron los

siguientes parametros:

1° Estimaciones morfométricas nucleares

Los parametros de tamafio y forma nuclear fueron obtenidos
trazando el limite de los perfiles nucleares de los timocitos normales y

apoptoticos con el cursor del sistema de anélisis (Figura 14).
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La informacién cuantitativa sobre los perfiles nucleares incluye
el area, el perimetro y la media de los diametros.
Dos factores de la forma también fueron estimados:
— El factor forma FFPE (4 * pi * drea / perimetro?) con valores de 1,00
para un circulo y < 1,00 para una elipse y estructuras irregulares
— El factor forma FFELL (didmetro minimo / didmetro mdximo) con
valores de 1,00 para un circulo y < 1,00 para las estructuras

elipticas.

Draw / Meige Objects

Draw the outline or select an AD|
and press the right mouse button.

Undo Last | oK | Cancel |

J]

Figura 15: Captura de imagen del programa utilizado para la obtencion

de los parametros nucleares.
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2° Estimaciones estereoldgicas nucleares

a) Estimacidn del volumen nuclear medio

La informacién tridimensional del volumen nuclear fue obtenida
usando el " método de las intercepciones punto-muestreado”. La
valoracién fue realizada usando un sistema de prueba integrado por
puntos asociados a lineas paralelas, que fue sobrepuesto a las
imdgenes microscopicas histolégicas (Figura 16) y a las

inmunohistoquimicas de la técnica de tanel (Figura 16.1)

Figura 16: Imagen de un corte timico en la que se han superpuesto una

plantilla de lineas test usada para la estimacion de volumen nuclear medio.

Pagina 107



Materiales y Métodos

Solamente los ntcleos tocados por los puntos del sistema test
fueron muestreados y si un ntcleo estaba en contacto por més de un
punto este fue muestreado mas de una vez, midiendo la longitud de la
intercepcion (1 0) a través del ntcleo muestreado con el cursor. Asi,
fue realizada una estimacién imparcial del volumen nuclear medio del
volumen pesado:

Nuclear ;V =( l_.,)3 em/3.

b) Estimacion de la fracciéon de volumen y densidad de

superficie.

El estudio estereoldgico también incluyé la valoraciéon de la
fraccion de volumen nuclear y de la densidad de superficial nuclear.

Estos pardmetros fueron obtenidos usando un sistema test integral
constituido por puntos y lineas de prueba regularmente espaciados
sobrepuestos en cada imagen microscépica histolégica (Figura 16) e
inmunohistoquimica (Figura 16.1).

El célculo era

est V'V (nucl/tis) = XP(nucl) / ZP(tis)
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Figura 16.1:

Imagen de un corte timico tefiido con la técnica de TUNEL en la

gue se han superpuesto las plantillas de lineas test usada para la realizacién del

andlisis estereoldgico.
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Siendo est VV(nucl/tis) la fraccién volumen nuclear, y XP(nucl) y
ZP(tis) el numero total de puntos que contactan con el nicleo y el
tejido, respectivamente.

est Sy(nucl/tis) = 2 ¢( p/l) * ZI(nucl) / XP(tis)

Siendo est SV(nucl/tis) la densidad de superficie nuclear, (p/1) la
longitud de la linea por puntos del sistema test (en nuestro estudio,
p/1=0.4 pm-1), ZI(nucl) ntmero total de intersecciones entre las lineas
del test y el limite del perfil nuclear y XP(tis) es el nimero total de
puntos que contactan con el tejido.

La densidad numérica de timocitos fue estimada también en
corteza y médula usando un sistema test que consistia en cuatro
marcos rectangulares sobrepuestos en una imagen microscépica de
gran  aumento tanto  histolégicas  (Figura 17)  como
inmunohistoquimica (Figura 17.1), segtn:

est Q A (T-cell/cort) = 2Q(T-cell) / (XP(cort) /p)

est Q A (T-cell/med) = 2Q(T-cell) / (XP(med) /p)
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Figura 17: Imagen de un corte de timo en la que se han superpuesto una
plantila con cuatro &reas test usada para la estimacion de la densidad
numeérica. Sélo se cuenta aquellos nacleos cuyos perfiles caen dentro de las
areas test y no son afectados por las lineas prohibidas (rojas).

Siendo Qa(T-cell/cort) y Qa(T-cell/med) la densidad numérica de los
nucleos de los timocitos por region timica, ZQ(T-cell) el nimero total de los
perfiles nucleares de los timocitos contados dentro de los marcos
rectangulares del area seleccionada, LP(cort) y ZP(med) el ntimero total de
los puntos que interseccionan con la corteza y la médula respectivamente,
multiplicado por a/p como el area se asocié a un punto del sistema test (en

nuestro estudio, a/p =125 pm 2).
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IV. Analisis estadistico

Se determino la media, la desviaciéon de estandar, y el coeficiente de
variaciéon de cada pardmetro cuantitativo para cada espécimen usando el
software estadistico de Windows (Statsoft, Inc©). La prueba de Kolmogorov-
Smirnov fue aplicada para determinar la distribuciéon normal de los datos
para los distintos especimenes. La comparacién de cada patrén cuantitativo
entre las distintas regiones timicas fue realizada usando la prueba t apareada
y la comparacién entre el control y los grupos de clenbuterol fue realizada
usando la prueba t de student para muestras independientes. En el caso de
los resultados estadisticos de timocitos apoptéticos en corteza y médula son

comparados usando la t de Student para datos pareados y la comparaciéon

entre el grupo control y el tratado con clenbuterol fue realizada usando la t

Figura 17.1: Imagen de un corte de timo tefiido con la técnica de TUNEL en la que
se han superpuesto una plantilla con cuatro areas test usada para la estimacion de la
densidad numérica. Sélo se cuenta aquellos nlcleos cuyos perfiles caen dentro de las
areas test y no son afectados por las lineas prohibidas (negras).
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Resultados

En el presente estudio se valoraron los cambios producidos en el timo
debido al tratamiento con dos sustancias usadas ilegalmente en el engorde
del vacuno. La exposiciéon de nuestros resultados se centrara en el 6rgano
tanto desde el punto de vista general como particular, analizando las

alteraciones que sufren sus componentes tisulares y celulares.
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|I. Cambios En La Morfologia Timica

El volumen del parénquima timico estimado mediante el método de
Cavalieri disminuyé muy ostensiblemente en los grupos tratados en
comparacion con los datos obtenidos en el grupo control (Tabla 4). Asi en el
grupo tratado con clenbuterol el volumen del timo resulté un 30% menor que
el registrado grupo control, pero mucho mas severa fue la reduccion (64%)
del volumen timico en los animales tratados con dexametasona, ya que la
presencia de este 6rgano se redujo a més de la mitad del tamafio encontrado

en los animales control (Fig. 18)

SIGNIFICACION ESTADISTICA

(ANOVA) ©
Control A B Control Control A
Vs Vs Vs
Media £ DS Media = DS Media + DS
A B B
Volumen
Parenquima 1376 £336 969+ 230 500+174 P<0.05 P<0.001 P<0.05
Timico(cm?)

Tabla 4: Volumen del timo en los grupos Control y tratados con clenbuterol (A) y

clenbuterol + dexametasona (B)
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La disminucién cuantificada en el volumen del timo estuvo en
consonancia con los signos de involucién y atrofia que se apreciaron al
observar las caracteristicas macroscopicas de este 6rgano en los grupos
tratados con estas dos sustancias anabolizantes. Asi la dexametasona, y el
clenbuterol en menor medida, provocaron una ostensible reduccién del
tamafio del timo, ademds de cambios en su color y consistencia,
encontrandose mas grisaceos y friables al compararlos con el aspecto del

timo en los animales control.

Figura 18: Aspecto del timo en los grupo los grupos tratados(A: clenbuterol; B:

Clenbuterol + dexametasona) respecto a los animales control (C).
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Il. Cambios En La Estructura Tisular

II.1. Proporcion de grasa.

La administracién del clenbuterol provocé un significativo incremento
del porcentaje de grasa en el timo respecto a las cifras observadas en el grupo
control, lo cual se acenttio atin mas en los animales en los que se incorporo el

tratamiento con dexametasona.

SIGNIFICACION ESTADISTICA

(ANOVA)
Control A B Control Control A
Vs Vs Vs
Media+ DS Media+ DS Media + DS B B
Grasa (%) 1342 2747 59410 P<0.05 P<0.001 P<0.001

Tabla 5: Fraccion de volumen de la grasa presente en el timo en los grupos

tratados con clenbuterol (A) y clenbuterol + dexametasona (B), respecto al

control(C).
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Resultados

La observacién de los resultados que se resumen en la tabla 5 refleja
como el porcentaje de grasa en el timo se incrementé un 14 % como
consecuencia de la administracién del clenbuterol, y aan mas (39 %) cuando
se incorporo6 la dexametasona al tratamiento anabolizantes. En algunos casos
dicha sustitucién llego a alcanzar el 62 %. La figura 19 muestra graficamente

los cambios en la presencia de grasa en funcion de tratamiento administrado.
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Figura 19: Histogramas representativos de los porcentajes de grasa (fraccion de

volumen) registrados en los grupos control y expuestos sustancias anabolizantes

(clenbuterol: A; clenbuterol y dexametasona: B).
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Resultados

El incremento de la presencia de grasa fue facilmente evidenciable en
las secciones histolégicas de los timos tratados, especialmente con la
incorporaciéon al tratamiento de la dexametasona, donde el parénquima
timico (p, Figura 21) quedo reducido a delgados cordones tisulares entre
amplias zonas de tejido adiposos (g, Figura 21). Los cambios fueron mucho
més evidentes cuando comparamos las imédgenes de los timos tratados

(Figura 21) con respecto al timo del grupo control (Figura 20).

Figura 20: Secciones histoldgicas del timo un animal del grupo control

(H.E. x 40).p: parénquima; g: tejido adiposo.
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Figura 21: A: Timo tratado con clenbuterol; B: Timo tratado con clenbuterol +
dexametasona (H.E. x40). Noétese el incremento de la proporcion de grasa (g)

respecto al parénquima (p).
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I1.2. Relacion Corteza-Médula.

La fracciéon de volumen de la corteza y de la médula reflejan los
porcentajes del parénquima timico que ocupan ambos componentes titulares.
Las cifras en el grupo control estuvieron en consonancia con la mayor
extension de la corteza respecto a la médula en condiciones normales.

La administraciéon del clenbuterol provocé una significativa
desproporcion de ambos componentes titulares respecto a las cifras del
control: disminucién de la corteza timica que fue compensada con el
correspondiente incremento medular.

La administracion de la dexametasona determiné una notable
perdida de la corteza timica, de tal manera que el porcentaje de médula llegé
a superar al de la corteza. Los datos de estos pardmetros se resumen en la
tabla 6.

La figura 22 expresa graficamente la variacion de los porcentajes de
los componentes titulares como consecuencia de los tratamientos

administrados.
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SIGNIFICACION ESTADISTICA

(ANOVA)
Control A? B? Control | Control A
Vs Vs Vs
Media + DS Media + DS Media + DS
A B B
Porcentaje de
8713 7318 48+10 P<0.05 | P<0.001 | P<0.001

Parénquima(%o)

b
VV(C‘Z‘%W) 7041 +2.07 | 63.7+2.21 | 46.32 +6.58 | P<0.05 | P<0.001 | P<0.001

Vv(med/par) P
(%)

Fraccion de
Volumen
Tisular

29.59+2.07 | 36.3+2.21 |53.68+6.58 | P<0.05 | P<0.001 | P<0.001

Tabla 6: Fraccion de volumen de componentes titulares del parénquima del

timo en los grupos control, clenbuterol (A) y clenbuterol + dexametasona (B).

@ Médula
o Corteza

Figura 22: Representacion gréafica de la fraccion de volumen de los componentes

tisulares del parénquima del timo en los distintos grupos estudiados.
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En la figura 23 se muestra en detalle las variaciones histolégicas
observadas en la proporciéon de los componentes del parénquima timico. En
estas se destaca la disminucién en los animales tratados de la proporcién de
la corteza con respecto a la médula, siendo ésta mas acusada en los animales

del grupo B.

Figura 23: Detalle de los cambios en la proporcion de los distintos componentes
del parénquima timico tras los distintos tratamientos. A: timo tratado con
clenbuterol; B: timo tratado con clenbuterol + dexametasona. (H.E. x100).

c: corteza; m: médula.
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Obsérvese las alteraciones histologicas sufridas en la proporciéon
corteza/médula sufridas por los timos tratados (figura 23), muy evidentes a

simple vista, si las comparamos con las secciones histolégicas del timo de un

animal no tratado (Figura 24).

Figura 24: Detalle histolégico de la proporcion entre corteza y médula en timo de

animales no tratados. (H.E. x100). C: corteza; m: médula.
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Los cambios sufridos por el timo tanto en la relacion de corteza/
médula como en la sustitucién adiposa del parénquima timico fueron mas
severos en los animales tratados con clenbuterol mdas dexametasona
alcanzando en los casos mds extremos una proporciéon de grasa del 62%
quedando el parénquima reducido a delgados cordones, con una marcada

disminucién de la corteza en relaciéon a la médula (Figura 25).

Figura 25: Seccion histologica del timo tratado con clenbuterol mas
dexametasona que sufri6 mayor distorsion arquitectural en sus
componentes (H.E. x100).c: corteza; m: médula; g: tejido adiposo.
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I11. Poblaciones Celulares

No cabe duda que la principal poblacién a considerar en el timo esta
constituida por el conjunto de células linfoides en desarrollo y maduracion,
que constituye la principal caracteristica funcional de este érgano. Por ello
consideramos en primer lugar los datos morfométricos y esterologicos
observados en los timocitos y asi como sus detalles morfoestructurales en los

distintos grupos de la experiencia.

Las células epiteliales constituyen otra poblaciéon celular igualmente
importante en la funcién timica y que la interacciéon con los timocitos

resultan fundamentales en el destino de los linfocitos.

Por ello consideramos los datos cuantitativos y descriptivos sobre los

timocitos primero y sobre las células epiteliales a continuacion.

I11.1. Timocitos Normales

Bajo la denominacién de timocitos consideramos al conjunto de
linfocitos que se localiza en el timo y que se caracteriza por la presencia del

receptor clonotipico de las células T (TCR).
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Esta poblacion celular experimenta en el timo unos cambios
morfofuncionales transcendentales para llevar a cabo su cometido dentro del
sistema inmune. Durante la maduracién de los timocitos en el timo sufre un
doble proceso de selecciéon (positiva y negativa) caracterizado por la
activaciéon /inhibicion de marcadores de superficie (TCR y CD). En la
seleccion positiva sélo sobreviven aquellas células que tengan TCR capaces
de reconocer MHC-I o MHC-II. Con ello se garantiza la restricciéon por
propios haplotipo de las células T. La seleccién negativa implica la muerte
por apoptosis de aquellas células que habiendo pasado la seleccion positiva
posean un TCR con alta afinidad por péptidos propios enclavados en el
MHC o por el propio complejo MHC. Ello tiende a garantizar la propiedad
de autotolerancia por eliminacién de los linfocitos T autoreactivos.

Dado que la discriminacién entre las distintas subpoblaciones (linajes) de
células T solo es posible mediante técnicas inmunolégicas no empleadas en
este estudio, nuestros resultados contemplan globalmente la poblacion de
timocitos.

Lo que si pudimos obtener selectivamente fueron los datos a nivel de la
corteza y a nivel de la médula timica por lo que a continuacién exponemos
los datos morfométricos y estereologicos de los timocitos corticales y

medulares.
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I11.1.a Corteza

1° Parametros Morfomeétricos

El tamafio nuclear medio de los timocitos corticales se vio
notablemente afectado por los tratamientos anabolizantes. Asi mientras que
en el grupo control el drea nuclear media fue de 12.64 + 0.72 pm?, en el grupo
tratado con clenbuterol se lleg6 15.13 + 2.04 pm?y atin mas (18.74 + 0.78 pm?)
cuando el tratamiento incluyo dexametasona, es decir, el tratamiento con
clenbuterol provocé un incremento del 20% de area nuclear cuadrada de los
timocitos corticales, respecto al control, y cuando se incorporé dexametasona
el incremento lleg6 a ser del 480% respecto a las cifras control. Siendo las
diferencias significativas estadisticamente con un margen de confianza

reflejadas en la tabla 7.

Control A B
Control 0,031046 0,000012
A 0,031046 0,001688
B 0,000012 0,001688

Tabla 7: Limites de confianza estadistica entre los distintos grupos del

estudio para los datos referidos al area nuclear.
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El volumen nuclear (V]) reflejo una respuesta muy similar al de los

tratamientos anabodlicos administrados, si bien los incrementos porcentuales

son mas considerables. Asi el volumen nuclear se incremento del 41.87 + 3.58

um3 en el grupo control a el 61.70 £ 16.22 um3 en el grupo clenbuterol (47 %)

y al 84.65 + 16.83 pum? en el grupo al cual se le incorporé la dexametasona

(102 %). En este caso el analisis estadistico revel6 la existencia de diferencias

significativas entre el grupo control y el grupo B, pero no entre el grupo

control y el A ni entre el A y el B, como se refleja en la tabla 8.

Grupo Control A B

Control 0,117680 0,000828
A 0,117680 0,053323
B 0,000828 0,053323

Tabla 8: Significacion estadistica en relacion al volumen timico de los distintos

grupos.

Estos cambios descritos anteriormente fueron muy evidentes en la

proyecciéon grafica de los resultados del drea y volumen nuclear que se

recoge en la figura 26.
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Figura 26: Proyeccion grafica de los datos del &rea y volumen nuclear

( wv) de los timocitos en la corteza del timo.
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Los parametros lineales de los timocitos (Fig. 10) reflejaron cambios
significativos en el tamafio de esta poblacién celular como consecuencia de
los tratamientos anabolizantes administrados. Asi, los didmetros (méximo y
minimo) y el perimetro nuclear medio de los linfocitos T fueron
significativamente mayores en los animales tratados con clenbuterol respecto
a los controles (4%, didmetro nuclear minimo; 14%, didmetro nuclear
maximo) y atn el incremento fue mas marcado cuando se administré la
dexametasona ( 17%, didmetro nuclear minimo; 260%, didmetro nuclear
maximo). Dicho incremento del tamafio nuclear medio también se reflejo,
aunque de forma mds amortiguada, en los datos del perimetro nuclear, tal
como se observa en la proyeccién grafica de los resultados que se recoge en
la figura 27.

Las tabla 9, muestran los niveles de significacién estadistica al comparar

los parametros del tamafio nuclear entre los distintos grupos experimentales.

Diametro nuclear maximo H Diametro nuclear minimo ” Perimetro
Grupos
Control A B Control A B Control A B
Control 0,003016 {|0,000015 0,319541 |{|0,000052 0.707387 ll0.778123
A 0,003016 0,025907 ||0,319541 0,000722 0.707387 0.986404
B 0,000015 |0,025907 0,000052 ||0,000722 0.778123 0.986404

Tabla 9: Niveles de significacibn para los distintos pardmetros morfométricos

nucleares.
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Figura 27: Diametros nucleares (maximo y minimo), asi como perimetro

nuclear de lo timocitos corticales en los distintos grupos de la experiencia.
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2° Parametros Esteroléqgicos

Las densidades nucleares de los timocitos obtenidas mediante la
metodologia esterolégica usada en este estudio revelaron una notable
disminucion de la presencia relativa de células linfoides en la  corteza del
timo como consecuencia de la administracién de las sustancias anabolizantes
objeto de este estudio.

Asi, mientras que en los animales control la fraccién de volumen de la
corteza timica (Vv(nucl/tis), Figura 28) que ocuparon los ntcleos de los
timocitos fue del 20,99%, en los animales tratados con clenbuterol esta cifra
se redujo al 20,28%, llegando a caer al 16,84% en el grupo tratado con
dexametasona, lo que supone una reduccién de cerca del 50% respecto a los
datos control.

Los datos de la densidad de superficie nuclear (Sv(nucl/tis), Figura 28)
reflejaron un comportamiento muy similar al anteriormente expresado. En el
grupo tratado con clenbuterol fue de 309,34 mm, y en el grupo expuesto al
clenbuterol + dexametasona 203,41 mm, cifras muy por debajo de 333,77

mm-!, registrado en los animales control.
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La densidad numérica de los timocitos corticales (Qa(T-cell/cort),
Figura 28) registr6 descensos atin mds acentuados en respuesta a los
tratamientos administrados. En el grupo tratado con clenbuterol
contabilizamos 17.951,03 timocitos por mm?2, frente a los 23.174,72 que
presentaron los controles, en tanto que los animales tratados también con
dexametasona el registro descendi6 a 14.071,27 timocitos/mm?2.

Al comparar los datos entre los tres grupos experimentales puede
observarse como las diferencias fueron altamente significativas en la mayor

parte de los casos, tal como se recoge en las tablas 10.

Grupos Fraccion de volumen H Densidad de superficie ” Densidad numérica
Control A B Control A B Control A B
Control 0,916624|(0,068315 0,764447/0,004260 0,108675(|0,003890
A 0,916624 0,140523||0,764447 0,017120/|0,108675 0,240762
B 0,068315|0,140523 0,004260(0,017120 0,003890 |0,240762

Tabla 10: Niveles de significacion para los distintos parametros estereoldgicos

nucleares de los timocitos corticales.
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Figura 28: Resultados estereologicos de la fraccion de volumen (VV),
densidad de superficie (SV) y densidad numérica (QA) de los nucleos de los

timocitos en la corteza del timo.
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I11.1.b Meédula

1° Parametros morfométricos

Los resultados morfométricos en los animales control reflejaron el
tamafio nuclear medio de los timocitos medulares en la gldndula normal,
observandose que el tamano nuclear medio de las células linfoides fue
superior en la médula respecto a los datos registrados en la corteza. Asi, los
timocitos medulares registraron un area nuclear de 13,13+ 0.80 pm?2 (frente a
12.64 + 0.72 um2, en la corteza), y un volumen nuclear ( vv) de 41,25 (frente a

41.87 £ 3.58 um3, en la corteza).

El tratamiento con las sustancias anabolizantes utilizadas en este
estudio provocé un significativo incremento de estos pardmetros
morfométricos de los timocitos medulares de forma similar a lo registrado a
nivel de la corteza timica. Asi el area nuclear se increment6 en el grupo
tratado con clenbuterol a 1593um?2 (un 21%, respecto al control), mientras
que en el grupo inyectado con dexametasona fue de 19,37 pm?2 (un 47%,

respecto al control).
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En lo que respecta al volumen nuclear ( vv) el grupo clenbuterol
registr6 60,57 pm3 (46% superior al control), el grupo clenbuterol +

dexametasona alcanzé 98,09 pm?3 (137% superior respecto al control.)
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Figura 29: Area y volumen nuclear ( vv) de los timocitos medulares en los tres

grupos del la experiencia.
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Area Volumen Nuclear
Control A B Control A B
Control 0,069006 0,000183 0,151639 0,000092
A 0,069006 0,019049 0,151639 0,003514
B 0,000183 0,019049 0,000092 0,003514

Tabla 11: Limites de confianza estadistica entre los distintos grupos del estudio para

los datos referidos al area nucleary wv.

Los pardmetros lineales de los ntcleos de los timocitos medulares
reflejaron un fuerte incremento como consecuencia de la administraciéon del

clenbuterol, y mds atin en el grupo tratado con dexametasona (figura 30).

Control A B
Control 0,025160 0,000357
Diametro A 0,025160 0,110924
Maximo
B 0,000357 0,110924
Control 0,147720 0,000347
Diametro
.. A 0,147720 0,016304
Minimo
B 0,000347 0,016304
Control 0,035125 0,000190
Perimetro A 0,035125 0,040942
B 0,000190 0,040942

Tabla 12: Resultados del Anova para los diametros nucleares (méaximo y

minimo) y perimetro nuclear de los timocitos medulares.
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La muestra los datos de estos pardmetros; la tabla 12 recoge los niveles
de significacion estadistica para las comparaciones entre los grupos

experimentales del trabajo.
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Figura 30: Resultados morfométricos de los pardmetros lineales (diametros vy

perimetro nucleares) de los timocitos en médula.
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La tabla 13 muestra de forma comparada los pardmetros
morfométricos en ambas regiones glandulares (corteza y médula) lo que

permite comparar estas variables en ambas regiones del timo.

Control

Corteza Médula p
Area (Um?) 12,64+0,72 13,13+0,80 0,342626
Volumen Nuclear (um?’) 41,87+3,58 41,25+9,94 0,898148
Didmetro Maximo(iim) 4,24+0,10 4,38+0,11 0,074287
Diametro Minimo (Lm) 3,58+0,10 3,57+0,12 0,869141
Perimetro (LLm) 13,12+0,34 13,45+0,34 0,161511

Clenbuterol

Corteza Médula p
Area (umZ) 15,13£2,04 15,9342,04 0,552783
Volumen Nuclear (um3) 61,70+16,22 60,57+14,95 0,911420
Diametro Maximo( um) 4,87+0,38 5,04+0,40 0,492364
Diametro Minimo (p.m) 3,730+0,18 3,80+0,19 0,554782
Perimetro (Lm) 14,60+1,03 15,03+1,06 0,532434

Clenbuterol +Dexametasona

Corteza Médula p
Area (umz) 18,79+0,78 19,37+1,96 0,342626
Volumen Nuclear (um?’) 84,65+16,83 98,09+17,21 0,898148
Diametro Maximo( um) 5,30+0,09 5,50+0,38 0,074287
Diametro Minimo (p.m) 4,18+0,13 4,16x0,19 0,869141
Perimetro (Lm) 14,32+4,38 16,50+0,92 0,161511

Tabla 13: Resultados del andlisis estadistico t de Studen para muestras apareadas

comparando los datos entre corteza y medula para cada parametro morfométrico

estudiado estudiado.
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2° Parametros estereol0gicos

Al observar los resultados de las densidades nucleares de los timocitos
en el grupo control, se apreciaron significativas diferencias respecto a los
datos registrados en la corteza, en correspondencia con las caracteristicas
histofuncionales diferenciales entre ambas regiones en la glandula normal.

La fraccion de volumen del timo ocupado por los nicleos linfoides en
la médula fue de 12,81% (63% menos que en la corteza); la densidad de
superficie nuclear en la médula fue de 168,75 mm (97% menos que en la
en la médula fue de 13.632,91

corteza); la densidad numérica

timocitos/mm?2 (3% menos que en la corteza).

Control A B
Control 0,795375 0,221383
Fraccion de A 0,795375 0,544277
volumen
B 0,221383 | 0,544277
Control 0,848463 | 0,047725
Densidad de A 0,848463 0.016346
superficie
B 0,047725 | 0,016346
Control 0,119034 0,006640
Densidad A 0.119034 0,334586
numerica
B 0,006640 | 0,334586

Tabla 14: Resultados del Anova para los pardmetros esteroldgicos fraccion de
volumen (VV), densidad de superficie (SV) y densidad numérica (QA) de los

timocitos medulares
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Figura 31: Resultados esterologicos de la
fraccion de volumen (VV), densidad de superficie
(SV) y densidad numérica (QA) de los nucleos de

los timocitos en la corteza timica.
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Resultados

En la tabla 14 se muestran los niveles de significacion estadistica al
comparar estos resultados entre los distintos grupos de la experiencia.
La tabla 15 recopila los datos esterologicos para la corteza y la médula

del timo lo que permite comparar estas variables en ambas regiones del timo.

Control

Corteza Médula )
Vv 20,99+2,53 12,81+0,74 0,000122
Sv 333,70+50,58 168,75+38,12 0,000395
QA 23174,72+2468,08 13632,91+1832,68 0,000120

Clenbuterol

Corteza Médula p
Vv 20,2843,17 11,9441,00 0,000508
Sv 309,34+67,01 181,02+11,60 0,002920
QA 17951+4655 10073,92+1345,11 0,006642

Clenbuterol +dexametasona

Corteza Médula p
Vv 16,8442,28 10,5613,05 0,002395
Sv 203,41+37,39 112,07+40,81 0,002354
QA 1407143362 7729,07+3494,72 0,009441

Tabla 15: Tabla comparativa de los parametros esterol6gicos en la corteza y en
la medula del timo, asi mismo se incorpora los resultados de analisis estadistico T

de Studens.
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I11.2. Timocitos Apoptéticos

Los datos morfométricos de los timocitos normales y apoptéticos se
demuestran en la tabla 16, en la cual se observa una disminucién del tamafio
nuclear de la Célula-T en el grupo de clembuterol con respecto al control. En
ambos grupos (control y clembuterol) la media del tamafio nuclear de los
timocitos era més pequenia en la corteza que en la médula timica. En todos
los especimenes, los pardmetros morfométricos nucleares de los timocitos
apoptoticos fueron enormemente disminuidos en comparaciéon con las
Células-T normales, de modo que las diferencias en el tamafio de las Célula-T
apoptoéticas entre los grupos y entre las regiones timica fueran escasas.

Los datos de la forma nuclear dieron escasas diferencias entre los
grupos, aunque el general, los factores de la forma de los timocitos normales
reflej6 una forma nuclear mas irregular en la médula que en las regiones de
la corteza.

Los resultados estereologicos para los timocitos normales y
apoptoéticos se demuestran graficamente en la figura 32. Las variaciones
significativas en la fraccion del volumen y la densidad numérica de las
Células-T fueron observadas en la corteza y la médula timica del grupo del

clembuterol con respecto al control.
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Resultados

Mas excepcionales fueron los datos sobre la densidad numérica de las
Células-T apoptoticas, que fueron muy aumentadas en el grupo del

clembuterol con respecto al control.

Timocitos apoptéticos

Analisis  Regiéon  Control Testt  Clenbuterol  Testt Test t
pareados 2p pargados Student™
p
_ Corteza 29.4+6.4 235433 2.3"
nuclear vy 0.5Ns 2.3\s
Médula 31.7+9.1 36.6 + 14.6 0.8"
Corteza  8.1+0.2 " 7.7+0.6 S A
Area 0.6 3 NS
Médula  8.0+0.8 83+1.0 0.6
Corteza 10.5+0.1 w  102x0.4 v 21
Perimetro 0.7 0.9 NS
Médula 10.4£0.5 10.5+0.5 0.2
Diametro  Corteza  3.05 0.2 02 3.08+0.1 01 0.4"
medio  Medula 3.06+0.2 ' 3.07+0.2 ' 0.04™°
Corteza 0.93 +0.03 0.88+0.06 v L9
FFPE 0.9 1.3 NS
Médula 0.91 +0.07 0.89 + 0.08 0.5
Corteza 0.81 =0.02 w  0.84=001 " 2.6
FFELL 1.2 2.3 NS
Médula 0.83 +0.01 0.82 + 0.01 0.7
indice  Corteza 0.89 +0.11 ) 1.33+0.11 7.8
Apoptotico o 0.64+017 32 167+004 87 169"

* Porcentaje de timocitos apoptdticos respecto al total de timocitos
NS: No significativa; *: 2p < 0.05; **: 2p <0.01; ***

Tabla 16: Datos morfométricos y resultados estadisticos de timocitos apoptéticos en
corteza y médula. Los datos son dados como media = Desviacion estandar. Los
resultados entre corteza y médula son comparados usando la t de Student para datos
pareados y la comparacion entre el grupo control y el tratado con clenbuterol fue

realizada usando la t de Student para muestras independientes.
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Resultados

El indice de apoptosis, expresado como el porcentaje de los timocitos
apoptoticos con respecto a las Células-T totales fue de 0.89+0.11 y 0.64+0.17
(corteza y médula, respectivamente) en el control, mientras que fue 1.33+0.11
y 1.6740.04 4 (corteza y médula, respectivamente) en el grupo del
clembuterol. Se observo asi mismo, un incremento altamente significativo en
el indice apoptoético del timocito en el grupo del clembuterol con respecto al

control, en la corteza (t=7.8, p<0.001) y en la médula (t=16.9, p<0.001).

111.3. Células Epiteliales

Las células epiteliales timicas juegan un papel importante en los
procesos selectivos de los timocitos inmaduros dobles positivos (CD4* CD8*
TCR* CD3*) con los cuales interaccionan, por mecanismos ain no bien
conocidos, lo que conduce a la seleccién positiva y negativa. En la seleccion
positiva los timocitos interaccionan con células epiteliales corticales del timo
(Las células corticales epiteliales van provistas de largos procesos de
membrana que permiten contactos simultdneos con varios timocitos): los
timocitos con el TCR restringido por MHC propio reciben una sefial
protectora que les libera de la muerte celular programada; en cambio, la

apoptosis afectaria a los timocitos no restringidos por MHC propio.
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Resultados

De los timocitos que sobreviven a la seleccién positiva algunos llevan
TCR de baja afinidad hacia auto-péptidos presentados por MHC, y otros
llevan TCR con alta afinidad hacia auto-péptidos presentados por ese MHC:
estos ultimos sufren seleccién negativa, que ocurre en la zona de transicion
cortico-medular y en la médula timica, y en la que las células dendriticas y
los macrofagos interaccionan con los timocitos portadores de TCR de alta

afinidad hacia {autopéptidos-MHC} o hacia MHC solo.

I11.3.a CORTEZA

1°  Parametros morfomeétricos

La administracion del agonista 2 adrenérgico como es el clenbuterol
provocé cambios significativos en el tamafio nuclear medio de las células
epiteliales, de tal manera que los datos del area y volumen nuclear (Figura
33) de esta poblacién celular se increment6 significativamente respecto a los
valores del grupo control.

Sin embargo cuando se incorpord la dexametasona al tratamiento
anabolizante, ademas del clenbuterol, el area y volumen nuclear de las
células epiteliales descendi6é hasta aproximarse a las cifras registradas en el

grupo control.
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Figura 33: Area y volumen nuclear de las células epiteliales en la corteza del

timo.

Los pardmetros lineales de los nticleos de las células epiteliales en la

corteza del timo (Figura 34) reflejaron cambios en consonancia con las

variaciones del drea y volumen nuclear antes comentadas. Especialmente

significativo resulté en incremento del didmetro nuclear méaximo y el

perimetro nuclear en el grupo clenbuterol, respecto a los datos del control.
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Figura 34: Parametros lineales (diametro
méaximo, minimo y perimetro) de los ndcleos de

las células epiteliales en la corteza del timo.
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Los glucocorticoides
(dexametasona)
determinaron la practica
desaparicion de estos
incrementos, ofreciendo
unos valores muy
préoximos a los
registrados en el grupo
control. En la tabla 17 se
muestran los resultados
del ANOVA que nos
informan  sobre los
niveles de significaciéon
de las diferencias
encontradas en los
resultados
morfométricos para esta

poblacién celular.



Resultados

Control A B
Control 0,258409 0,083297
Area ‘ A H 0,258409 H H 0,812854 |
‘ B H 0,083297 H 0,812854 H |
‘ Control H H 0,586125 H 0,141779 |
Volumen
‘ A H 0,586125 H H 0,021443 |
Nuclear
‘ B H 0,141779 H 0,021443 H |
‘ Control H H 0,001698 H 0,461216 |
Diametro
_ ‘ A H 0,001698 H H 0,011540 |
Maximo
‘ B H 0,461216 H 0,011540 H |
‘ Control H H 0,104102 H 0,740972 |
Diametro
) ‘ A H 0,104102 H H 0,291956 |
Minimo
‘ B H 0,740972 H 0,291956 H |
‘ Control H H 0,000167 H 0,762973 |
Perimetro ‘ A H 0,000167 H H 0,000036 |
‘ B H 0,762973 H 0,000036 H |

Tabla 17: Resultados del Anova para los pardmetros morfolégicos de las células

epiteliales en la corteza del timo.

2° Parametros esteroléqicos

Al observar los resultados de la densidad numérica de la células epiteliales en
la corteza del timo se aprecia un ligero incremento respecto a las cifras del control
tanto en el grupo clenbuterol como en el clenbuterol+dexametasona, sin que se

aprecien apenas diferencias entre ambos grupos de tratamiento.
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Figura 35: Resultados esterolégicos de la
fraccion de volumen (Vy), densidad de
superficie (Sy) y densidad numérica (Qa) de
los nacleos de las células epiteliales en la

corteza del timo.
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El ligero incremento de la
densidad numérica de las
células epiteliales en el
grupo clenbuterol junto
con el mayor tamafo
nuclear registrado en este
grupo en esta poblacion
celular estuvo en
correspondencia con la
mayor fraccion de
volumen de la corteza del
timo que ocuparon los
nucleos de las células
epiteliales con
clenbuterol, al
compararlos con las cifras

control.



Resultados

El incremento de la fraccion de volumen nuclear (Vv) en el grupo tratado con
dexametasona fue mucho mas moderado, tal como era de esperar teniendo en cuenta
los datos registrados del tamafio nuclear en este grupo experimental.

La Figura 35 recoge los resultados de las variables estereoldgicas estimadas
en los tres grupos de la experiencia.

La tabla 18 muestra los niveles de significacion de las comparaciones entre

los tres grupos, para los parametros estereologicos obtenidos en este trabajo.

Control A B
Control 0,998165 0,500330
Fracciéon de
A 0,998165 0,466406
volumen
B 0,500330 0,466406
Control 0,498297 0,509654
Densidad de
A 0,498297 0,997211
superficie
B 0,509654 0,997211
Control 0,802510 0,782562
Densidad
A 0,802510 0,999967
numeérica
B 0,782562 0,999967

Tabla 18: Resultados del Anova para los pardmetros estereoldgicos fraccion de
volumen (VV), densidad de superficie (SV) y densidad numérica (QA) de las

células epiteliales en la corteza del timo.
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Resultados

111.3.b  Meédula

1°  Parametros morfomeétricos

En la médula del timo las células epiteliales mostraron cambios en
sus parametros morfométricos nucleares que en lineas generales coinciden
con los datos registrados en la corteza para esta poblacion celular. Asi el
tamafio nuclear medio fue notablemente mayor en el grupo tratado con
clenbuterol, en tanto que el grupo tratado con el clenbuterol mas
dexametasona solo registro ligeras oscilaciones respecto al control que no

llegaron a ser significativas (Figura 36, 37 y Tabla 19).
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Figura 36: Area y volumen nuclear de las células epiteliales en la médula

del timo.
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Figura 37: Pardmetros lineales (didmetro maximo, minimo y perimetro) de los

nacleos de las células epiteliales en la médula del timo.
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Resultados

H H Control H A H B ‘
‘ Control H H 0,289302 H 0,647133 ‘
©
o ‘ A H 0,289302 H H 0,743982 ‘
<
‘ B H 0,647133 H 0,743982 H ‘
c Control 0,002306 0,427901
d ©
E 2 ‘ A H 0,002306 H H 0,017999 ‘
B =]
> Z
‘ B H 0,427901 H 0,017999 H ‘
° ‘ Control H H 0,000040 H 0,717499 ‘
2 g
e 2 ‘ A H 0,000040 H H 0,000008 ‘
@ \©
a = ‘ B H 0,717499 H 0,000008 H ‘
° ‘ Control H H 0,018474 H 0,837711 ‘
b o
2 E ‘ A H 0,018474 H H 0,041274 ‘
S S
a ‘ B H 0,837711 H 0,041274 H ‘
° ‘ Control H H 0,000028 H 0,360217 ‘
P
frar)
2 ‘ A H 0,000028 H H 0,000002 ‘
‘=
& B 0,360217 0,000002

Tabla 19: Resultados del Anova para los parametros morfol6gicos de las células

2° Parametros esterologicos

La densidad numérica de las células epiteliales en la médula del timo mostrd
un ligero descenso respecto a las cifras del control en el grupo clenbuterol.

Este ligero descenso de la densidad numérica de las células epiteliales en el
grupo clenbuterol contrarresto el mayor tamafio nuclear de esta poblacion celular de
tal manera que la fraccion de volumen que ocuparon los nucleos de las células
epiteliales no mostré diferencias entre los grupos experimentales.

La Figura 38 recoge los resultados de las variables estereoldgicas estimadas

en los tres grupos de la experiencia.
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Figura 38: Resultados esteroldgicos de la fraccion de volumen (Vy), densidad de
superficie (Sy) y densidad numérica (Qa) de los nicleos de las células epiteliales

en la médula del timo.
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Resultados

Obviamente las comparaciones entre grupos para estas variables no

alcanzaron ningun nivel de significacion (Tabla 20).

Control A B
| Control H H 0,959676 ” 0,958606 ‘
Fracciéon de
| A H 0,959676 H ” 0,999960 ‘
volumen
| B H 0,958606 H 0,999960 ” ‘
| Control H H 0,980933 ” 0,997880 ‘
Densidad de
| A H 0,980933 H ” 0,990263 ‘
superficie
| B H 0,997880 H 0,990263 ” ‘
| Control H H 0,909559 ” 0,976021 ‘
Densidad
| A H 0,909559 H ” 0,972614 ‘
numérica
| B H 0,976021 H 0,972614 ” ‘

Tabla 20: Resultados del Anova para los parametros estereoldgicos fraccion de
volumen (VV), densidad de superficie (SV) y densidad numérica (QA) de las células

epiteliales en la médula del timo.

V. Datos Histopatologicos

Las alteraciones, a nivel morfolégico y esterolégico, sufridas por los
timos de los animales tratados en comparacion con los controles son

igualmente evidentes tanto a nivel histolégico como ultraestructural.
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Resultados

IV.1. Microscopia dptica

IV.1.a Grupo Control

Los timos de los animales controles estan constituidos por 16bulos con
su corteza y médula correspondientes, separados por finos tabiques de tejido
conectivo vascular. La médula de todos los lébulos en el timo normal, esta

rodeada por una corteza de espesor generalmente constante (Figura 39 y 40).

Figura 39: Detalle de los Ié6bulos subcapsulares del timo de un animal control

(HE x40)
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Resultados

Figura 40: Imagen de los tabiques interlobulares en el timo de un animal

control (HE x40)

A nivel de los tabique encontramos arteriolas musculares y vénulas de
mediano tamafio y aislados adipositos (Figura 41). En la corteza y en la

médula s6lo se observan estructuras capilares.

Figura 41: Detalle del tabique interlobular en un animal control. Obsérvese el

escaso componente adiposo encontrado a este nivel. (HEx200)
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Resultados

En la corteza, los timoncitos (de los distintos subtipos) se encuentran
homogéneamente distribuidos y agrupados de forma compacta, presentan
escaso citoplasma y mnucleos redondos, de cromatina grumosa e
hipercromaticos. ~ Se observan aisladas mitosis y ocasionales ntcleos
apoptoticos (Figura 42). A nivel de médula se observa una menor densidad
nuclear con células de ntcleo ovalado ligeramente vesiculoso y cromatina
menos densa. Asi mismo, se observan células redondeadas y ovaladas,
abundante citoplasma eosinéfilo y ntcleo oval de mayor tamafio que los

timocitos que se corresponden con células epiteliales (Figura 43).

Figura 42: Imagen histologica de la corteza timica donde se identifica una figura

de mitosis (flecha blanca) y un cuerpo apoptético (flecha negra). (HE x400)
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Resultados

Figura 43: Detalle las células epiteliales a nivel de la médula timica. (HE x400)

Los corptsculos de Hassall observados en las médulas de los timos
control son de pequefio tamafio con centro eosinéfilo de aspecto corneo,

rodeado por células epiteliales dispuestas de forma concéntrica. (Figura 44)

Figura 44: Detalle los corpusculos de Hassall a nivel de la médula timica en los

animales control. (HE x1000)
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Resultados

IVV.1.b Grupo tratado con clenbuterol

En los timos tratados con clenbuterol se observa un aumento del tejido
adiposo con engrosamiento de los tabiques, quedando los vasos inmersos en

dicho tejido. (Figura 45)

Figura 45: Timo de un animal del grupo A en el que se observa un
ensanchamiento de los tabique interlobulares a expensas de un aumento del

tejido adiposo. (HE x40)
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Resultados

Los l6bulos timicos adoptan formas geogréaficas debido a la
infiltracién y /o sustitucién adiposa, observandose una distribucion irregular
del espesor de la corteza con &reas donde la médula timica no presenta
recubrimiento de corteza, estando en contacto directo con el tejido adiposo

por desaparicion de los timocitos corticales. (Figura 46)

Figura 46: Lébulo de un animal del grupo A en el que se observa una disminucion

focal del grosor de la corteza por el aumento del tejido adiposo. (HE x200)
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Resultados

La corteza presenta una disminucién de su espesor observandose un

aumento de las figuras de apoptosis. (Figura 47)

Figura 47: Detalle histolégico de la corteza timica del animal tratado con

clenbuterol donde se identifican varias figuras de apoptosis. (HE x400)

La médula no presenta 6ptimamente una importante disminucién en
su espesor pero si destacan mas las células epiteliales que se debe mas
probablemente a un descenso en la densidad de timocitos que a un aumento

en el nimero de las mismas. (Figura 48)
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Figura 48: Médula timica del animal tratado con clenbuterol donde se aprecia

-
-

en detalle varias células epiteliales agrupadas. (HE x400)
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Resultados

Los corptsculos de hassall presentan un mayor tamafio adoptando

una morfologia mas irregular con un material corneo eosinéfilo de menor

densidad. (Figura 49) y una ligera hipertrofia de las células epiteliales.

Figura 49: Detalle histol6gico de los corpusculos de Hassall en la médula de un timo
del grupo A. (HE x1000)

IV.1.c Grupo tratado con clenbuterol y dexametasona
Los timos de los animales con tratamiento combinado presentaron una

marcada disminucién del parénquima timico con una importante sustituciéon

adiposa, que amplia los tabiques conectivo vasculares y reduce la corteza y

médula. (Figura 50)
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Figura 50: Timo de un animal del grupo B en el que se observa un marcado

ensanchamiento del tabique interlobular (HE x40)

En los casos mas extremos el parénquima timico quedoé reducido a un

cordén de timocitos corticales y/o medulares. (Figura 51)

= |

Figura 51: Sustitucion adiposa extrema sufrida por el timo de un animal con

tratamiento combinado. (HE x40)
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Resultados

Los corptisculos de Hassall presentan un mayor tamafio y no se

observa el material corneo eosindfilo a nivel central. (Figura 52)

Figura 52: Detalle histologico de los corpusculos de Hassall en la médula de
un timo del grupo A. (HE x1000)
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Resultados

IV.2. Microscopia Electronica

A nivel ultraestructural se observaron cambios en los distintos
elementos que componen el timo destacando algunas alteraciones en los
animales tratados.

IV.2.a Grupo Control

En este grupo de experimentacién el timo diferencia claramente al
microscopio electrénico su corteza y medula. En ambos casos son numerosos
los timocitos que se evidencian, con una clara disposicién en mosaico. Los
timocitos muestran abundantes mitosis (Figura 53) y por el contrario son

escasas las imagenes de apoptosis que hemos apreciado.

Figura 53: Figura de mitosis en un animal del grupo control
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Resultados

En el seno de la medula timica se destaca la existencia de corptisculos
de Hassall con gran desarrollo, con un centro de una célula reticuloepitelial

hipertréfica y cornificada. (Figura 55)

Figura 55: Figura grupo control
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Resultados

La transformacion epitelial de esta célula se acompafia con la
presencia de abundantes madejas de tonofilamentos (Figura 56). En la
formacién de los corpusculos timicos se aprecia como de la interrelacién de
las células epiteliales se conforma una cavidad con microvellosidades, que
terminan siendo ocupadas por células del tipo de neutréfilos y sobre todo

linfocitos.

Figura 56: Corpusculo de Hassall en el timo del grupo control.
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Resultados

IV.2.b Grupo tratado con clenbuterol
Los timos de este grupo de experimentaciéon al microscopio
electrénico, se aprecia una clara disminucién de la poblacién de timocitos

tanto en la corteza como en la medula, con pérdida de las mitosis y un claro

aumento de las apoptosis. (Figura 57)

Figura 57: Detalle de la apoptosis en una animal del grupo tratado clenbuterol.
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Resultados

Los corptsculos de Hassall han aumentado notablemente, pero
muestran un escaso grado de maduracion, hasta el punto que las células
reticuloepiteliales que lo constituyen han aumentado considerablemente su
tamafio, y tienen un escaso grado de cornificacién, ya que apenas si se
distinguen tonofilamentos. (Figura 58)

También se acentiia destacadamente la cavidad intercelular con

microvellosidades, y apenas muestran relacién con otras células sanguineas.

.
8 ety O

Figura 58: Detalle del corpusculo de Hassall en el grupo tratado con clenbuterol
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Resultados

IVV.2.c Grupo tratado con clenbuterol y dexametasona

Los timos de este grupo de experimentaciéon al microscopio
electrénico, se acenttian aun mas la pérdida de los componentes linfaticos en
todo el parénquima timico. Disminuyendo drésticamente sus mitosis y

aumentando notablemente las apoptosis.

Figura 59: Cavidad con detalle de las microvellosidades en el grupo con

tratamiento combinado
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Resultados

Igualmente que en el otro grupo tratado, los corptsculos de Hassall
han aumentado notablemente, y también muestran un escaso grado de
maduracién, hasta el punto que las células reticuloepiteliales que lo
constituyen han aumentado considerablemente su tamarfio, y la cronificacion
es practicamente nula, y carece de tonofilamentos. (Figura 59)

Al igual que el grupo tratado con clenbuterol, apenas existe relacion
entre las células epiteliales pero por otro lado diferencia amplias cavidades
con micovellosidades muy desarrolladas.

Se destaca la escasa relacion con otros componentes sanguineos, ni

con linfocitos ni neutrofilos.
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Discusion

Actualmente, el uso de promotores de crecimiento en la produccién de
carne para el consumo humano ha causado una creciente preocupacion sobre
las potenciales consecuencias adversas en la salud publica. Desde comienzos
de los afios 80, la utilidad del clenbuterol, sustancia B-agonista, como
promotor de crecimiento ha estado bien documentado (Williams, 1987). Con

respecto al efecto sobre el timo, existen datos que sefialan al timo cémo un
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Discusion

6rgano diana de la acciéon de los anabolizantes, tanto adrenégicos cémo
esteroideos (Gropp, 1976, Weinstein, 1983; Galbraith, 1997; Groot, 1998;
Schilt, 1998). Varios trabajos han documentado la involuciéon del timo que
provocan los corticosteroides (Lundin, 1966; Lee, 1967; Csaba ,1967). Sin
embargo, los efectos del clenbuterol sobre los tejidos linfoides son
escasamente conocidos, a pesar de haber sido descrito (Spencer, 1996)
estados de inmunodepresion como consecuencia de tratamientos con

clenbuterol.

I. A NIVEL DEL ORGANO

Los datos cuantitativos referentes al peso, volumen y tamafio del timo
en el grupo control estuvieron dentro de los rangos que eran de esperar,
teniendo en cuenta la especie y edades que han sido objeto de estudio
(Harderl, 1995). Sin embargo, la morfologia timica mostré una significativa
reduccién en los grupos tratados con clenbuterol respecto al control y mas
aun en el grupo al que se le sumo la dexametasona. La reduccién del peso
timico en los animales tratados con clenbuterol fue ostensible, considerando
el peso del o6rgano de forma aislada. Este hecho coincide con las
observaciones de distintos autores (Gropp, 1976; Weinstein, 1983; Galbraith,

1997; Groot, 1998; Schilt, 1998) en terneros a los que se les alimenté con
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finalizadores 32-adrenérgicos y cuyos timos sufrieron una involucién en su
desarrollo.

Algunos mecanismos de autorregulaciéon confieren cierto grado de
autonomia al sistema inmunolégico; sin embargo, pruebas recientes soportan
la idea de que su coordinacién depende del sistema nervioso y endocrino. Es
ampliamente aceptado que el sistema inmune debe ser visto como
componente de una red interactiva constituida por tres sistemas (inmune,
nervioso, y endocrino) en vez de una entidad auténoma (Ader, 1990;
Armstrong, 2001; Blalock, 1989, 1994, 2002; Bodey, 1997; Castagnetta, 2002;
Dougherty, 1987, Dougherty, 1990; Ferone, 2000; Plata - Salaman, 1989;
Safieh-Garabedian, 1992; Tomaszewska ,1997; Weigent, 1995). Cuando el
equilibrio entre el sistemas inmune, nervioso, y endocrino es modificado por
algtin evento, los sistemas del cuerpo intentan responder por para restituir la
homeostasis. El timo, como otros ¢rganos, responde a los insultos de
diferentes maneras, pero la complicacion observada frecuentemente es la
involucion siendo el grado de esta dependiente del tipo e intensidad del
estimulo (Dominguez-Gerpe, 1999).

Es bien conocido que el timo varia de tamafio con la edad. En terneros,
el peso del timo se incrementa hasta los 12 meses de edad, y empieza a

disminuir a la edad de 14 meses, aunque no se ha detectado una disminucién

Pagina 177



Discusion

brusca en el peso del timo hasta la pubertad (Wise y Klindt, 1995; Geetha y
Vijayaragavan, 1997). La involucién timica se caracterizada
macroscopicamente por una disminucion del peso y del tamafio del 6rgano
(Bodey, 1997).

Los resultados mostraban que el peso de timo estaba evidentemente
disminuido en el grupo B con respecto al grupo control. Descensos en el peso
del timo han sido previamente descritos en relacion al tratamiento con
clenbuterol en los cuales se ha incluido corticoides (Groot, 1998). La atrofia
timica también ha sido documentada en tratamientos combinados de
corticoides y esteroides anabolizantes (Gropp, 1976, Guarda, 1990; Schilt,
1998). Estos hallazgos estdn en consonancia con los conocimientos previos
del efecto atréfico de los corticoides sobre la glandula timica (Ficek, 1980;
Aminova y Erofeeva, 1983; Van den Broek, 1983). La involucién atréfica del
timo fue observada en todos los animales similar a las observaciones
descritas por Groot, (1998) y Schilt (1998).

No hay datos previos sobre la involucién timica en terneros como
consecuencia del tratamiento de anabdlico en el cual el clenbuterol fue dado
solo, aunque Spencer y Oliver (1996) han informado sobre un efecto
inmunosupresor en corderos tratados con clenbuterol pero sin cambios en el

peso del timo.
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En este estudio no es posible valorar si la involucién timica observada
que en el grupo A es debida a un efecto directo del clenbuterol sobre el
6rgano o a un efecto indirecto de otros mediadores por alteraciéon de la
homeostasis neuroendocrina. Ha sido ampliamente demostrado que el
tratamiento con clenbuterol afecta la funcién adrenal, incrementando el nivel
hormonal de corticoides y causando los efectos similares al estrés (Cardoso y
Stock, 1998; Illera, 1998). Tal vez los niveles aumentados de corticoides
inducidos por el clenbuterol causen una leve involucién timica cuando el
clenbuterol es dado a solas y una atrofia grave cuando la dexametasona fue
afiadida. Es bien sabido que las hormonas esteroideas poseen una importante
influencia sobre el sistema inmunolégico. Su administracién da lugar a la
apoptosis de timocitos inmaduros y también a una inmunosupresiéon general
caracterizado por la activacion de linfocitos antigenos especificos,
produccién de citoquinas y una disfunciéon de las células presentadoras de
antigenos. Existen diversas propuestas bien documentadas de que los
corticoides endégenos tienen un importante papel en la selecciéon de las

células T durante el desarrollo del timo (Ashwell, 2000).
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II. A NIVEL DE LA ESTRUCTURA

El Timo del grupo control muestra una equivalencia normal entre el
tejido cortical y medular, relacion que se ve profundamente modificada en
los Timos de los dos grupos tratados.

Al valorar los efectos de la administraciéon del clenbuterol sobre los
distintos componentes arquitecturales del timo llama poderosamente la
atenciéon la desproporciéon de dichos componentes como resultado del
tratamiento aplicado. El hecho mads significativo fue el notable incremento
del grasa timica en los grupos tratados con clenbuterol respecto al control y
mas adn si consideramos el grupo al que se le incorporé la dexametasona.

En el intersticio timico destacan los adipositos, hasta el punto que se
considera como un factor indicativo del grado fisiolégico que se encuentra
este 6rgano. El aumento de estas células conectivas convive con la
presentacion de grandes corptsculos de Hassall y una disminucién
significativa de los linfocitos, que equivale a una involucién normal del
Timo, descrito en 1987 por Bulloch. En cambio la presencia desmesurada de
adipositos con solo células epiteliales cornificas a modo de es la corptsculos

timicos, viene a indicar una involucién atréfica de este 6rgano (Fukai, 1993)
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La infiltraciéon grasa del Timo, se considera como una lesion
irreversible, de dificil cuantificacién ya que una de las acciones de los
agonistas f32-adrenérgicos, que se buscan con estos tratamientos en el
engorde de los animales de abasto, es la lipdlisis, y a pesar de dicho efecto
este se acentda en el tejido intersticial del Timo (Fukai, 1993).

La afectacion de la estructura timica en su involucién presenta una
pérdida de linfocitos corticales y cambios degenerativos en las células
epiteliales. La infiltracién por células de adiposas, que reemplazan la cortical
y los componentes medulares del o6rgano, es otra caracteristica de la
involucién timica (Bodey, 1997). Si consideramos la estructura del timo, se
observé una disminucién de linfocitos con perdida de su organizacion
estructural e infiltracion grasa.

Groot (1998) han descrito una severa involucién timica en terneros
tratados a dosis bajas de una combinaciéon de tres beta - agonistas
(clenbuterol, mabuterol y mapenterol) asociado a wun corticoide
(dexametasona), pero no se detect6 ninguna afectaciéon del timo cuando los
beta-agonistas fueron administrados independientemente. Spencer y Oliver
(1996) publicaron los efectos de inmunosupresores en corderos tratado con

clenbuterol, aunque la atrofia timica no habia sido previamente detectada.
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En el grupo de control, la estructura timica presentaba un aspecto
normal con escaso infiltrado de tejido adiposo. En la corteza se observé una
abundante cantidad de linfocitos, mientras que en la parte central de la
medula numerosas células epiteliales hipertrofiadas fueron destacadas pero
sin desarrollar corptisculos de Hassall. Los timos del grupo A mostraron un
componente linfoide cortical reducido con una moderada perdida
estructural, con fibrosis e infiltraciéon grasa. El limite entre la corteza y el
medula es menos evidente y se observé un aumento en las células de
epiteliales en estas regiones de transicién. Las células de epiteliales sufrieron
un proceso de hipertrofia y queratinizacion con formacién inicial de
corptsculos de timico, como se observa en la involuciéon timica. Estos
cambios estructurales estan en consonancia con los descritos en la involucion
timica aguda accidental. (Bodey, 1997).

En este trabajo no es posible valorar si la atrofia observada en el timo
es una consecuencia primaria de los efectos inmunosupresores del
clenbuterol (Spencer y Oliver, 1996), secundaria a las interacciones del
tratamiento con clenbuterol con el sistema neuroendocrino (Moll, 1997) o una

combinacién de ambas.
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Nuestros resultados sefialaron que la involucién del timo en los
animales tratados estuvo acompafiada con significativos cambios en los
ratios de corteza: médula. Asi, mientras que en el grupo control la corteza
representaba un 71% del parénquima timico, en los animales tratados con
clenbuterol presento un ligero descenso (5%) con un incremento de la
proporcion de médula que pasé de un 29% en el grupo control a un 34% en el
grupo con clenbuterol. Estos cambios fueron mds dramaticos cuando se
incorporo la dexametasona al tratamiento con una disminucién de la corteza
a un 45% y un incremento proporcional de la médula hasta un 55%. Cambios
similares en los porcentajes de corteza y médula han sido igualmente
descritos en otros casos de involucion del timo (Weindruch, 1980))

Es conocido que la maduracién de los timocitos esta vinculada a
cambios posiciénales de estos dentro de la glandula timica (Tomoo, 2004 y
Witt, 2005), cuya migracion de corteza a médula estaria regulada por
mecanismos de sefiales que estdn siendo actualmente objeto de estudio
(Tomoo, 2004). Los datos de nuestro trabajo apuntan a que tanto los
adrenérgicos, como los corticoides interrelacionan y condicionan no soélo la
maduracién de los timocitos, sino que ademads interfieren con sus cambios

posiciénales de la corteza a la médula, de tal forma que los desequilibrios
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observados en ambos componentes estructurales del timo en los grupos
tratados, serian consecuencia de dicha interferencia.

En el estudio de Weindruch (1980) realizado en ratones se determino
que las fracciones de volumen especificos de las poblaciones celulares del
timo son modificados en animales con restricciones alimentarfas. Las
proporciones de la fraccién de volumen entre la corteza y la medula son de 2:
1 para animales restringidos y 1:1 para los controles. La corteza de timica de
ratones restringidos presenta una fraccion de volumen mas grande en las
células linfoides sin modificacién de las mismas en la médula. La fraccién de
volumen de los elementos celulares no linfoides presentaban una tendencia a
disminuir en todo el timo con la limitacién alimenticia. No se observé ningtn
efecto sobre los tejidos vasculares y conectivos del timo. La proporcién de la
fraccion de volumen de las células linfoides de corteza respecto a medula
indica una tendencia a aumentar en ratones con limitacién alimenticia como
lo hace la proporcion de células linfoides corticales respecto a las células no
linfoides corticales. La proporcion de la fracciéon de volumen de las células no
linfoides medulares respecto a las células linfoides de esta misma region
también aumenta en ratones restringidos. Las proporciones de la fracciéon de
volumen de las células no linfoides medulares respecto a las corticales no

fueron modificadas por la dieta.
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Durante el desarrollo dentro del timo los timocitos en maduracién
migran desde la corteza a la medula (van Ewijk, 1991; Gill, , 2003; Petrie,
2003). Esta migraciéon de corteza a medula coincide con la diferenciacién de
CD4 + CD8 + (doble positivo) de los timocitos inmaduros en CD4 + CD8 -
(CD4 positivo solo) y CD4 - CD8 + (CD8 positivo solo) de los timicitos
maduros, durante la cual la seleccién positiva y negativa da forma a la
estructura central del repertorio de células T.

Las células de epiteliales timicas han sido reconocidas durante mucho
tiempo por su capacidad para generar una diversidad de células T no
reactivas por su interacciéon con los timocitos en desarrollo. Esta interaccién
linfo-epitelial reciproca es una caracteristica tinica de la timopoyesis. La
interacciéon de receptores de célula T y péptidos del complejo mayor de
histocompatibilidad representa el ejemplo cldsico de una interaccién que
determina el destino del desarrollo de los timocitos.

Muchos estudios han sido dirigidos para determinar como se regula
la supervivencia y la muerte de los timocitos en desarrollo. Sin embargo, los
mecanismos que regulan la migracién intratimica de timocitos seleccionados
positivamente permanecen en gran parte desconocidos.

El estroma de medular del timo consta de una compleja mezcla de

células de epiteliales, células de dendriticas, interdigitantes, macréfagos, y
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células de fibroblasticas. Recientemente ha sido demostrado que las
quimoquinas y sus receptores son diferencialmente expresados por las de
células estromales timicas y timocitos (Kim, 1998; Campbell, 1999; Norment,
2000), indicando que estas podria estar involucradas en dirigir la localizacién
intratimica de los timocitos en desarrollo. Campbell(1999) mostré que en la
transicion evolutiva durante la maduracién de los timocitos estan asociados
a cambios dramaticos en las respuestas quimioticticas a las quimoquinas.
Quimoquina derivada de los macréfagos, una quimoquina expresado en la
medula timica, atrae a los timocitos solamente durante un breve periodo del
desarrollo. Todos los fenotipos medulares (solo CD4 o CD8 positivo) pero no
los timocitos inmaduros responden a las quimoquinas expresadas por el
estroma medular y secundariamente a quimoquinas derivadas del tejido
linfoide y macréfagos.

Sin embargo hasta ahora, ninguna de las quimoquinas o sus
receptores involucradas en la regulaciéon de la migraciéon de timocitos de la
corteza a la medula han sido identificadas.

En el timo los timocitos inmaduro doble positivos (CD4 + CD8 +) son
encontrados en la corteza exterior, mientras que después de la seleccion del receptor
de antigeno de las células T (TCR), CD4 + CD8 - y CD4 - CD8 + los timocitos son

encontrados en la medula central. Witt, 2005, demostraron que previo a la seleccién

Pagina 186



Discusion

positiva los timocitos corticales presentaban una ruta aleatoria de migracion. Por el
contrario la seleccién positiva se correlacionada con una poblacion de timocitos que
exhibe rapida transferencia, dirigida hacia el medula. Asi diversos estudios muestran
que la seleccién positiva da lugar a un rapido patron de migracion direccional
reflejando la rapida migracion de las células CD4+CD8+ tanto in vitro (Crisa, 1996)

como in vivo (Witt, 2005)

III. A NIVEL CELULAR

Nuestros resultados revelaron que el tratamiento con clenbuterol
ejercié6 un importante efecto sobre el tamafio de los timocitos. El tamafio
nuclear medio de las células T en los animales tratados con clenbuterol se
increment¢ significativamente ( 23 % en la corteza y 34 % en la médula) en
comparacion con el control. De hecho, es ampliamente conocido que los
neurotransmisores son elementos importantes del eje inmune-
neuroendocrino jugando un importante papel inmunoregulador (Olsen,
2001; Savino, 2000; Qiu , 1996;Moll, 1997).

Con respecto a los mediadores inducidos por el estrés, como
glucocorticoides y catecolaminas, sus efectos inmunosupresores han sido
publicados a menudo (Bauer , 2001; Pruett, 2000; Fujiwara, 1999; Cook - Mills

, 1995; Yu , 1974; Semenkov / Afinogenova, 1982).
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La expresion de receptores de glucocorticoides en los timocitos ha sido bien
establecida mediante inmunohistoquimica, inmunoblotting y biologia
molecular. Estos receptores se ha localizado en el citoplasma y en ntcleo de
lo timocitos (Tsawdaroglou, 1981; Lowy, 1989; Okret 1981; Bernard, 1984;
McGimsey, 1991). En el timo humano, los timocitos inmaduros exhiben una
mayor densidad de estos receptores, aunque su afinidad, caracteristicas
cinéticas y la capacidad para trasladarse del citoplasma al ntcleo fue similar
en las distintas subpoblaciones linfocitarias (Ranelletti, 1987).

Los 32-adrenoreceptores han probado tener un importante papel en la
diferenciacién de los timocitos, provocando la liberacién de interleuquina - 6
de la células epiteliales timicas (Madden/ Felten, 2001, Nakamura, 2000, von
Patay, 1998); asi que es 16gico suponer que las subpoblaciones de células T
fueron desequilibradas tras el tratamiento con clenbuterol. Teniendo en
cuenta los estudios de Yagi (1997) y Yang / Parkhouse (1996) sobre las
caracteristicas morfologicas de las diferentes subpoblaciones de linfocitos,
cuyos resultados manifestaron que los linfocitos mas pequefios eran
predominantemente CD4+8+ mientras que los timocitos mds grandes
exhibieron un fenotipo similar a subtipos maduros CD4 + y CD8 +, nuestros
resultados indican que un aumento en el porcentaje de células T

maduras(CD4 +o 8 +) podia estar detrds de los cambios morfologicos
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sufridos en el grupo tratado con clenbuterol. Esta sugerencia es reforzada
teniendo en cuenta los trabajos de Madden / Felten (2001), que estudiaron
las consecuencias de un bloqueo de los [2-adrenoreceptores sobre la
diferenciacién de los timocitos, con una disminucién significativa CD4+8+
intermedios.

En la corteza timica, el aumento del tamafio de los timocitos estuvo
unido a una disminucién en la densidad numérica, que en cierta manera
balance6 la fracciéon del volumen timico ocupado por las células T. Esto esta
en concordancia con los estudios de Kaminski et al (2000) que encontraron
que el salbutamol, agonista £s2-adrenérgico similar a lo clenbuterol, reducia el
peso del timo pero incrementaba la celularidad, suponiendo un cierto efecto
de rebote. Malstrom (2001) inform¢é sobre la existencia de mecanismos
intrinsecos en el timo, que presentan una funcién doble regulando la
proliferacion y la muerte celular controlando el namero total de células o la
masa celular total. El modelo presentado en estos estudios sugiere un
mecanismo protector que explica el porqué cambios genéticos que
transforman las células en un cultivo, pueden no ser suficientes para
producir tumores en animales. Teniendo en cuenta estas observaciones,
nuestros resultados indican que el clenbuterol afect6 los mecanismos que

regulan la diferenciacion de los timocitos, pero los cambios en el tamafio y
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ndmero de las células T estaban en cierta manera equilibrados, asi que la
densidad de células T en la corteza timica permanecié constante. Sin
embargo, en el medula del timo, el clenbuterol no aumenté la densidad
numérica de las células T, de tal manera que la fracciéon de volumen de
timocitos disminuy6 en esta regiéon. Esto podria estar relacionado con el
hecho de que las células T dejan el timo principalmente en la regién
medular.

Junto a la misién de producir timocitos, este érgano hematopoyético,
desde su diferenciaciéon pero sobre todo en fases de preinvoluciéon y en la
involucion fisiolégica, realiza funciones de hematocateresis, al participar en
la destruccién de linfocitos de distinta naturaleza y en fases funcionales
diferentes, por lo que es normal el estudio de apoptosis en gran numero de
linfocitos, tanto en la zona medular como en la cortical (Bulloch, K., et. al.,
1987). Las Células T apoptoéticas fueron claramente identificadas mediante la
técnica de Ttnel y sus caracteristicas morfoldgicas estuvieron en consonancia
con las descripciones previas, incluyendo una marcada condensacion de la
cromatina relacionadas con la reduccion del ntcleo y la fragmentacion en
cuerpos apoptoticos (Quaglino, 2000). También, nuestros resultados
coinciden con los datos previos que registran un predominio de apoptosis de

timocitos en la corteza con respecto a la médula timica (Kanavaros, 2001).
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Como era de esperar, el ndcleo de los timocitos apoptdticos se caracterizaron
por una importante disminuciéon en sus datos morfométricos, asi bien las
diferencias entre las regiones timicas en los grupos experimentales no
alcanzaron niveles significativos

Estd en general aceptado que los timocitos que reconocen los
autoantigenos son eliminados por el proceso de selecciéon negativa por
apoptosis. Sin embargo, como previamente ha sido publicado, la elevada
proporcion de muerte celular esperada para el timo normal fue discreta en
las secciones de tejido, tanto asi que los porcentajes de los timocitos
apoptoticos fue relativamente bajos. La eficiencia de los macréfagos en
eliminar las células apoptéticas ha sido argumentada para explicar esta
paradoja (Surh / Sprent, 1994).

Con respecto al efecto adrenérgico sobre la apoptosis, nuestros
resultados mostraron un claro efecto sobre el indice de apoptosis en el
tratamiento con clenbuterol. El aumento de la apoptosis en el timo en el
grupo tratado con clenbuterol estd en consonancia con otros estudios
publicados anteriormente (Miura, 2000, Wajeman-Chao, 1998, Anderson,
1996, Morale, 1992) que han documentado, al igual que nosotros, un aumento
en la apoptosis de timocitos como consecuencia del estimulo £ - adrenérgico.

Teniendo en cuenta nuestros resultados, podemos afirmar que el estimulo de
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receptores de £32-adrenérgicos por el clenbuterol tiene claros efectos sobre los
mecanismos que regulaban la proliferacion, la diferenciacién y muerte de los
timocitos.

Mencién especial merece la relacion que mantienen los mecanismos de
estrés y el sistema inmune. En este sentido es conocido que el eje hipotalamo-
hipofisario-suprarrenal y las ramas eferentes del sistema nervioso simpatico
humano son activados en respuesta al estrés, dando como resultado un
incremento en la liberacion de inmunomoduladores como son los
corticoesteroides y catecolaminas.(Ader, 1995; Madden, 1995; Buckingham,
1996; Besodovsky, 1996)

El neurotransmisor adrenérgico de las catecolaminas, se libera
localmente en las terminaciones de los nervios simpéticos en las uniones
similares a las sinapsis con las células inmunes en el bazo (Felten, 1986) timo
y ganglios linfaticos (Felten, 1991).

La hipétesis de que los mecanismos de estrés inducen una involucién
timica ha sido propuesta por varios autores (Bomberger, 1992; Dominguez-
Gerpe, 1998b, 2000). En respuesta al estrés, las catecolaminas son también
liberadas en la circulacién sanguinea, donde actian hormonalmente sobre las
células inmunes circulantes. Publicaciones recientes han descrito que los

linfocitos humanos y murinos sintetizan e internalizan catecolaminas
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(Bergquist, 1994. Faraj, 1994). y pueden contener altas concentraciones
intracelulares de estas.( Josefsson, 1996).Asi, durante la respuesta al estrés, es
probable que las células inmunes estén expuestas a concentraciones
suprafisiologicas de 3 y 4 veces las concentraciéon normal de catecolaminas
en la circulacién. Estos y otros autores han revelado que la modulacion de la
funcién inmune de las catecolaminas afecta a una variedad de células del
sistema inmune, incluyendo las células de T, B, y células NK (Ader, 1995;
Madden, 1995; Besodovsky, 1996;Chambers, 1993.).

Estudios previos han demostrado que las catecolaminas y el cAMP
inhiben la activaciéon de T células (Chambers, 1993. Chambers, 1974. Cook-
Mills,. 1995. Cook-Mills, 1992) y la generacion de la inmunidad antitumoral
(Cook-Mills, 1995)

Una parte importante de la comunicaciéon entre los sistemas
neuroendocrino e inmune se realiza a través de las catecolaminas liberadas
bien a nivel sistémico por la médula adrenal o localmente por las
terminaciones de los nervios simpaticos. En este sentido los trabajos de
Wajeman-Chao y colaboradores, 1998 soportan el concepto de que las
catecolaminas presentan un efecto inmunosupresor y que su funciéon se

realiza a través de rutas dependientes de cAMP.
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Una caracteristica excepcional de la estructura de timica es el
desarrollo gradual de corptasculos (Corptisculos de Hassall), que se originan
en el medula como consecuencia de los cambios degenerativos en las células
de epiteliales (Anna, 1981; Nicolas, 1989; Bodey, 1997). Las células epiteliales
sufrieron hipertrofia y degeneracion pero al contrario que en la involucién
con la edad, se mantienen aisladas sin incluirse en el desarrollo normal de los
corptsculos de Hassall.

Pero lo mas importante como estudia Bulloch, (1987) es el hecho, que
en la involucién fisiolégica del Timo, la perdida de los timocito es
acompafiada por la presencia de grandes corptsculos de Hassall, pero en los
grupos de experimentaciéon junto a la disminucién de los linfocitos se
destacan la presencia de numerosas células epiteliales hipertréficas y
cornificadas, que hacen el papel de corptsculos timicos atréficos (Fukai ,
1993).

Tanto en los grupos experimentales con clenbuterol y clenbuterol con
dexametasona, hemos descrito al microscopio 6ptico corptsculos timicos
inmaduros, con cronificaciéon e hipertrofia de las células epiteliales, que al
microscopio electrénico se destaca las cavidades interepiteliales libres
(Kendall, 1994). Solo se destaca como signo de maduracion las

microvellosidades libres.
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Discusion

Como describe Schulof, (1987), los tonofilamentos son los
componentes principales en las células reticuloepiteliales del Timo que
indican el proceso de queratinizaciéon en la formacién de los corptsculos de
Hassall. Los agoniotas s2-adrenérgicos afectan gravemente la sintesis de los
tonofilamentos, por lo que a diferencia de las muestras estudiadas en el
control, en los grupos tratados solo hemos evidenciado escasos penachos de
filamentos intermedios, fendémeno también descrito por Elliott, (1995) y
Herrlich, (2002).

En la formacién de los corptsculos timicos como sefiala Savino, (1988),
existe una relacion previa de las células reticuloepiteliales con otros
componentes sanguineos, como son linfocitos y neutréfilos, como también
hemos podido describir en los estudios de nuestro grupo control (Kendall,
MD, 1991). En tanto esta relacién no se presenta en ninguno de los grupos
tratados, por lo que se puede considerar como un signo importante en la
falta de maduracién que se producen en dichos grupos de investigacion de
los corptisculos de Hassall. Esta escasa maduraciéon de los corptsculos
timicos, junto a la clara disminucién de la poblacién linfocitaria nos permite
considerar que se ha producido una involucién atréfica del Timo en los
tratamientos con clenbuterol y clenbuterol y dexametasona (Lukert, 1995;

Kuiper, 1998)
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Discusion

La distribucién del componente linfocitario se evidencia con claridad
al microscopio electrénico, con una disposicién, en el grupo control, a modo
de mosaico de los timocitos tanto en la zona cortical como en la medular. Si
bien en la medular se aprecian relacionados con las células reticuloepiteliales,
relacion que se ve disminuida en la corteza, ya que en esta parte del Timo
predominan con claridad los linfocitos (Smith, 1988). Las mitosis que hemos
descrito de los timocitos indican el alto grado de actividad del Timo en este
grupo control de animales.

Junto con las imagenes ultraestructurales, los datos obtenidos de la
utilizacion del método inmunocitoquimico de TUNEL, nos han permitido no
solo conocer las lineas o colonias celulares timicas, sino también los procesos
de aumento de involucion en los dos grupos tratados segin los estudios de
Hetts, (1998). Al microscopio electrénico son numerosas en ambas zonas del
parénquima timico las imagenes de desestructuracion de la cromatina en los
linfocitos y solo todo del despegamiento de la envoltura nuclear que
corresponde a procesos de apoptosis. Apoptosis linfocitaria que hemos
podido comprobar con la técnica de TUNEL, destacaAndose numerosisimas
colonias de timocitos que dan positiva la reaccién inmunocitoquimica. Estos
procesos los describen Bork, (1971), utilizando corticoides, y segun Kurz,

(1997), también se relacionan con los agonistas {32-adrenérgicos.
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Conclusiones

Primera: La administracién de clenbuterol como finalizador en la
alimentacion provocé una involucién del timo que se reflej6 en una
disminucién del volumen y tamafio de la glandula, asi como un
incremento de la grasa en los animales estudiados. La involuciéon del

timo fue mucho mas acusada al afiadir la dexametasona.
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Conclusiones

Segunda: El tratamiento con clenbuterol determiné un notable
desequilibrio de la proporcién corteza/médula, de tal manera que la
fracciéon de volumen de la corteza disminuy6é muy significativamente al

administrarse el clenbuterol, y mas atin al afiadir la dexametasona.

Tercera: Los timocitos mostraron cambios significativos en sus
variables morfométricas en respuesta a los tratamientos: tanto en corteza
como en médula se registr6 un notable incremento del tamafio celular,
siendo mayor al afiadir la dexametasona. La disminucion de la densidad
numérica fue leve en el grupo clenbuterol y muy acusada con la
dexametasona, de tal forma los corticoides provocaron un significativo

descenso de la celularidad.

Cuarta: El tratamiento con clenbuterol y mucho mas la dexametasona
provocaron un incremento de las apoptosis en los timocitos, aumentado

los indices respecto a las cifras del control.
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Conclusiones

Quinta: La consideracion conjunta de los resultados morfométricos y
estereoldgicos tanto en los timocitos normales como apoptoéticos sugiere
que el tratamiento con clenbuterol, solo y con dexametasona, provocé un
desequilibrio de las subpoblaciones de timocitos en maduracién, de tal

forma que se incremento el porcentaje de células T (CD4+ o CD8+).

Sexta: El tamafio de las células epiteliales se incrementé6 muy
significativamente en el grupo en el que se administré sélo el clenbuterol,
mientras que al afiadir la dexametasona las variables morfométricas se
aproximaron hacia los datos del grupo control. Los parametros

estereoldgicos apenas mostraron variacion en esta poblacién celular.

Séptima: A nivel histopatologico el timo de los animales tratados con
clenbuterol presentd6 un aumento del grosor de los tabiques
interlobulares por infiltracién y/o sustituciéon adiposa con disminuciones
objetivas en los espesores de los componentes del parénquima timico,
acompafiada de variables desproporciones entre la corteza y médula.
Cambios que fueron mas marcados al afiadir la dexametasona con casos

dramaticos de casi desaparicion del parénquima timico.
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Conclusiones

Octava: Los corptisculos de Hassall en la médula timica presentaron
con los tratamientos wuna hipertrofia de las células epiteliales y una
alteracion de su cornificacion, con disminucién de la misma en los
animales tratados con clenbuterol y su practica desaparicion al afiadir la
dexametasona. Estos datos se pusieron también de manifiesto al
microscopio electronico con una disminucion de los tonofilamentos tras
tratamiento con clenbuterol y su desaparicién con la incorporacién de la

dexametasona.
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Resumen

Se estudian los efectos sobre el timo del P2-agonista clenbuterol
utilizado ilegalmente como sustancia finalizadora en el engorde del ganado;
considerando tanto su administracién en solitario como asociado a la

dexametasona.
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Resumen

Para ello se utilizaron 18 terneros machos, Charolais x Retitnto, de 12-
14 meses de edad, que asignan aleatoriamente en tres grupos experimentales:
Grupo tratado con Clenbuterol (A, n=6); Grupo con clenbuterol mas
dexametasona (B, n=6); Grupo Control (n=6). Los efectos del tratamiento con
clenbuterol sobre el timo fueron cuantificados mediante métodos
morfométricos (4rea, volumen, dimensiones lineales, y factores de forma) y
estereoldgicos (fraccion de volumen, densidad de superficie y densidad
numérica); las modificaciones histopatologicas atribuibles al tratamiento
fueron observadas tanto a nivel 6ptico como electrénico, y su incidencia fue
expresada semicuantitativamente.

Los resultados sefialaron una clara involuciéon del timo en los grupos
tratados respecto al control, al mismo tiempo que los pardmetros
morfométricos y estereologicos de los componentes tisulares variaron
significativamente en los grupos tratados respecto a las cifras control. La
fracciéon de volumen de grasa se incremento significativamente en el grupo
tratado con clenbuterol y ain més cuando se administré la dexametasona.
Los tratamientos afectaron igualmente a los ratios corteza/médula
apreciandose una disminucién de la primera en favor de la segunda desde el

grupo control, clenbuterol al dexametasona.
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Resumen

Al considerar el efecto sobre los timocitos normales en la corteza se
aprecié un incremento en el tamafio que en parte fue compensado con una
disminucién de los pardmetros estereologicos (fraccion de volumen,
densidad de superficie y densidad numérica) de tal manera que el criterio de
celularidad tendi6 mantenerse constante; la médula por el contrario se
produjo un incremento tanto del tamafio como de las densidad de los
timocitos. Por otro lado, en ambas regiones glandulares se registro un
notable incremento de los timocitos en apoptosis. Por su parte, las células
epiteliales incrementaron sus valores morfométricos y estereologicos,
especialmente en el grupo clenbuterol y en menor medida al incorporar la
dexametasona.

Las observaciones histopatolégicas reflejaron en los timos tratados con
clenbuterol un aumento del tejido adiposo con engrosamiento de los tabiques
observandose una distribucién irregular del espesor de la corteza y médula
con variable desproporciéon de ambos componentes. A mayor aumento se
observé en la corteza un aumento de las figuras de mitosis y cuerpos
apoptoéticos, y a nivel de la médula destac6 un relativo aumento y
agrupacion de las células epiteliales debido a la relativa disminuciéon del
componente linfoide. Estas mismas alteraciones histopatologicas se

observaron en los timo de los animales tratados con clenbuterol mas
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Resumen

dexametasona, si bien la intensidad y magnitud de las mismas se
incrementaron notablemente alcanzaron en algunos casos connotaciones
radicales.

Un elemento destacado en la estructura y evolucion del timo que se
vio claramente afectado por los tratamientos con clenbuterol sélo o
combinado con la dexametasona fue el corpasculo de Hassall, que se objetivo
tanto Optica como ultraestructuralmente. Lo mas destacado de esta alteracion
consiste en la hipertrofia de las células epiteliales que lo componen junto a
una disminucién e irregularidad en su cornificaciéon tras tratamiento con

clenbuterol y su desaparicion tras ahadir la dexametasona.
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