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RESUMEN

ESTRADA CERVATES ERIK. Determinacion de la persistencia del timo en perros
de edad adulta. (Asesores: MVZ Hector Villasefior Gaona y MVZ Alberto Fouilloux

Morales).

El timo se localiza en el mediastino. Es un 6rgano linfoide primario, particularmente
activo en vida embrionaria, asi como en animales jévenes e involuciona durante la
pubertad (aproximadamente 6-8 meses de edad), quedando sélo pequefios
vestigios con tejido adiposo en animales adultos. Actualmente, se sabe que el timo
es el sitio clave de diferenciacion de linfocitos T, pues aqui se llevan a cabo los
procesos de diferenciacion, desarrollo, maduracién y proliferacién de éstas células.
También se le considera activador de regiones timodependientes en érganos
linfoides secundarios. El presente estudio se efectud con el propdsito de demostrar
la persistencia morfofuncional del timo en perros adultos. Se utilizaron 20 cadaveres
de perros adultos de las salas de diseccién de la FMVZ UNAM para el estudio
macroscopico del timo y ademas se obtuvieron 20 muestras de timo de perros
adultos destinados para eutanasia en el Centro de Control Canino (CECOCAN) para
su estudio microscopico. Dichas muestras fueron fijadas en formol y procesadas
siguiendo el método de inclusién en parafina y se tifieron con hematoxilina-eosina
para su valoracién histologica. Con los resultados obtenidos en el presente estudio,
se pudo determinar por medio de una prueba de X2, que en el 75% de los animales
estudiados, el timo puede llegar a persistir morfologicamente y no atrofiarse en

todos los casos, debido a que como eran animales de calle, quizas al estar
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expuestos a muchos factores ambientales patdgenos o no patégenos, su sistema
inmune esta constantemente activo. Por otra parte, una alimentacion deficiente,
podria desencadenar estados de hipoglucemia, estimulando probablemente la
secrecion de Hormona del Crecimiento en cantidades elevadas, induciendo

posiblemente la proliferacién del parénquima del timo y secrecion de timulina.



Determinacion de la persistencia del timo en perros de edad adulta

INTRODUCCION

El timo es el unico 6rgano linfoide primario que se ha identificado claramente
como tal en los mamiferos, se hace linfoide durante la vida embrionaria, siendo el
tejido linfopoyético mas activo durante este periodo y cuya presencia es esencial
para el desarrollo y funcion del sistema inmunitario (1, 2).

Uno de los cambios mas caracteristicos del sistema inmune durante la vida
adulta es la regresion o involucion del timo, ésta parece ocurrir en todos los
vertebrados, lo que indica que este es un acontecimiento evolutivo antiguo vy
conservado (3).

El timo es un organo linfoepitelial (4), particularmente activo en vida fetal, asi
como en animales jovenes y es un hecho normal su involucion (atrofia) (5). Durante
la pubertad, el timo comienza una involucion gradual fisioldgica, llamada “involucion
natural” y es reemplazado gradualmente por tejido adiposo, representado por
pequefios vestigios en los animales adultos. Sin embargo, el tejido linfoide que
persiste mantiene algo de funcion. Actualmente, se sabe que el timo es el sitio clave
de diferenciacion de células T (linfocitos T), pues aqui se llevan a cabo los procesos
de desarrollo, maduracion y proliferacion de éstas células (3-7).

La involucién del timo esta asociada con una reduccién del tejido linfoide,
perdiendo su estructura y arquitectura propia, asi como una disminucion marcada
de linfocitos T. Afecta ademas la funcion y diversidad de células B (linfocitos B), lo

cual conduce a una débil respuesta de anticuerpos; dando como resultado un



aumento en la susceptibilidad para adquirir infecciones debido a la disminucion en
la capacidad para eliminar diferentes patégenos (3, 8-10).
Las funciones del timo podemos enumerarlas de la siguiente manera: (5, 10-
11).
1. Es el 6rgano linfoide primario para el desarrollo de linfocitos T.
2. Es un érgano fundamental en la linfopoyesis y la inmunogénesis.
3. Controlala funcion inmunolégica de otros 6rganos linfoides (linfonodos, bazo,
nodulos linfoides).
4. Sintetiza hormonas: timulina, timopoyetina, factor humoral timico, timosina y
otras substancias necesarias para la formacion de linfocitos T.

5. Juega un papel importante en la inmunidad del recién nacido.

Anatomia del timo en perros

El timo se situa en el espacio mediastinico craneal ventral, presente dentro
de la cavidad toracica, craneal al corazén, llegando su parte mas caudal hasta el
pericardio. Su origen es puramente endodérmico, se desarrolla bilateralmente a
partir de la tercera bolsa faringea. Migra a lo largo del cuello, localizandose junto a
la traquea e invade el mediastino, por donde se extiende hasta el pericardio. Se
encuentra irrigado por ramas de la arteria subclavia. (5, 7, 12).

La inervacion corresponde al tronco simpatico, al nervio vago y también a los

nervios espinales cervicales (1).



El tamano del timo es variable; su tamafo relativo es mayor en los animales
recién nacidos, mientras que su tamafo absoluto es aun mayor en la pubertad (4).
Puede ser muy pequefio y dificilmente observable en animales adultos (2, 12).

Macroscopicamente, en el timo se distinguen una porcion toracica impar
(definitiva) y una porcion cervical par (temporal). En perros, la porcién cervical
involuciona tan rapido en vida fetal que el timo queda reducido a la porcion toracica

(5, 12).

Histologia del timo

Desde el punto de vista histoldgico el timo es un érgano parenquimatoso que
presenta un estroma constituido por una capsula y trabéculas de tejido conjuntivo
ordinario denso irregular que dividen al parénquima en lobulillos. Cada lobulillo esta
compuesto por una corteza y una médula al centro. (5, 6, 11).

En el timo se encuentran varias poblaciones celulares, pero predominan los
linfocitos T y las células reticuloepiteliales, pueden encontrarse, ademas;
macrofagos, fibroblastos, eosindfilos, linfocitos B y células mioides dispersas (1, 5).
En animales adultos también se encuentra una gran cantidad de adipocitos (5).

La corteza de cada lobulillo muestra una apariencia histolégica mucho mas
basdfila, pues esta densamente infiltrada por linfoblastos, linfocitos T (timocitos),
macrofagos y células reticulo epiteliales en menor cantidad que la médula. Los
linfocitos T llegan a la zona medular como inmaduros y desde ese sitio se

distribuyen a dérganos linfoides secundarios a través de la sangre (2, 6).



Las células reticulo epiteliales forman un revestimiento continuo que se
denomina barrera hemato-timica en la periferia de los lobulillos y alrededor de los
espacios perivasculares; de ésta manera, aislan por completo la corteza del timo y
en consecuencia impiden que los linfocitos T en desarrollo entren en contacto con
antigenos extrafos (2, 5, 6).

Después de la pubertad, el timo comienza a atrofiarse y su parénquima es
remplazado por tejido adiposo (3, 5).

En la médula hay linfocitos T maduros y mayor cantidad de células reticulo
epiteliales, confiriendo una apetencia tintorial histolégica menos basdfila. Las
células reticulo epiteliales medulares tipo VI forman caracteristicamente los
corpusculos timicos o de Hassall, estos cuerpos son calcificados, contienen
queratina y en su centro pueden aparecer reminiscencias de un pequefio vaso

sanguineo (2, 5, 6).

Fisiologia del timo

La funcién central del timo consiste en diferenciar células (Linfocitos T)
inmunocompetentes (9).

En vida embrionaria, las células precursoras de linfocitos se producen en la
meédula ésea, éstas células migran por via sanguinea hacia el timo para comenzar
a diferenciarse, posteriormente madurar y nuevamente salir a la circulacion
sanguinea (9). Una vez dentro del timo, dichas células (denominadas timocitos)

proliferan con rapidez. De las nuevas células producidas, la mayor parte mueren



pronto, pero las que sobreviven permanecen cuatro o cinco dias antes de migrary
colonizar los érganos linfoides secundarios (5).

Los linfocitos T maduros salen del timo a través de las vénulas postcapilares
en la regidon corticomedular y son distribuidos en las vainas linfoides periarteriolares
del bazo, y las areas que rodean a los centros germinales en la zona paracortical
de los linfonodos (regiones timodependientes) (4, 5, 10).

El timo es capaz de sintetizar y secretar hormonas; por lo tanto, tiene la
capacidad de funcionar como una glandula endocrina. Las células reticulo
epiteliales producen varias hormonas polipeptidicas, las cuales regulan y restauran
de manera parcial la actividad timica (1, 5).

La timulina reviste interés particular porque es un octapéptido que contiene
zinc, el cual secretan las células epiteliales del timo y puede restaurar parcialmente
el funcionamiento de los linfocitos T en animales con timo atrofiado. Es por esto que
el zinc es importante para el desarrollo del timo y de los linfocitos T (5, 13). También
se ha comprobado que la produccidén de dicha hormona puede ser incrementada,
administrando GH (hormona del crecimiento, growth hormone por sus siglas en
inglés) en perros con timo atrofiado, regenerando y activando el parénquima del
timo (14).

El factor humoral timico, es esencial para la diferenciacién y expansion clonal
de linfocitos T.

La timopoyetina, promueve la diferenciacion de los timocitos, aunque puede
tener otras funciones no bien estudiadas y no directamente relacionadas con el

sistema inmunitario.



A la timosina se le han atribuido varios efectos inmunomoduladores, por lo
que probablemente tenga una accién autocrina en el timo (1).

Se ha estudiado que la inyeccibn de hormonas timicas mejora la
inmunocompetencia del humano y los animales. Su utilizacion terapéutica en
pacientes ha tenido un amplio espectro de accidn contra enfermedades infecciosas,
enfermedades autoinmunes, envejecimiento, cancer, quemaduras, alergias, entre
otras (1).

La involucion se caracteriza por una deplecion gradual de linfocitos,
especialmente de la corteza, una hipertrofia de las células reticulo epiteliales e
invasion del parénquima por adipocitos procedentes del tejido conjuntivo
interlobulillar, atrofiandose y ocupando su lugar el tejido adiposo (5, 6, 10).

Se cree que las hormonas sexuales probablemente contribuyen en la
involucion del timo, pues es justo en la pubertad cuando dichas hormonas
comienzan a sintetizarse y el timo comienza a atrofiarse. Pero el rol de que éstas
hormonas tengan responsabilidad en dicho suceso, aun es cuestionable (3).

Durante un largo tiempo aparecio en la literatura evolucionista el concepto de
"6rganos atrofiados" como una "evidencia" de la evolucion. La lista de 6rganos
atrofiados hecha por el anatomista aleman R. Wiedersheim en 1895 incluia
aproximadamente 100 érganos, entre ellos, el timo (1).

En humanos, se menciona que la involucion que sufre el timo inicia durante

la pubertad y se completa al final de la sexta década de vida (10).



Determinacion de la edad en perros

En animales, se sabe que la involucién del timo comienza a partir de la
pubertad, el momento en que comienza la madurez sexual (entre los 6-9 meses de
edad) (4-5).

La edad es el tiempo transcurrido de vida; hay edad real y aparente. La edad
real es la que efectivamente tiene el animal, desde su nacimiento hasta un momento
determinado. La edad aparente es la que fisicamente representa el animal y es muy
importante, porque indica el estado fisico en que se encuentra (15).

Las sefas externas no constituyen una base segura para determinar la edad,
s6lo permiten distinguir entre la juventud, edad adulta y vejez (16).

Payr6 (15) menciona que la vida de un perro se divide en cuatro etapas:

- Cachorro (infancia)

- Perro joven (juventud)

- Perro adulto (madurez)

- Perro geronte (vejez)

La vida adulta comienza después de la pubertad, es decir alrededor de los 7
meses 0 mas tarde en los machos y a los 6 meses o mas tarde en las hembras (17).

La edad del perro se puede determinar por el examen de los dientes,
analizando el desgaste de la superficie de oclusion del diente. Concretamente se
observa el margen de los dientes incisivos, que es trilobulado (tienen un borde
incisivo y dos crestas marginales) parecido a una flor de lis, por eso se denominan
asi, y con el paso del tiempo se van desgastando. Cuando desaparece la

“trilobulacion” se dice que ha enrasado el diente (15).



Un perro tiene su dentadura completa entre los 7 y los 8 meses de edad,
aunque puede haber variacion, dependiendo del tipo de alimentacion y el estado de
salud de cada animal (15-16).

La formula dental permanente en los perros es 2(13/3 C1/1 P4/4 M2/3)=42
dientes (18).

Payr6 (2001) describe que el enrase de los dientes permanentes se efectua
como sigue:

Al primer afno los incisivos superiores e inferiores se encuentran sin
desgastar, presentan el borde incisivo y las dos crestas marginales completas.

A los 15 meses, comienzan a enrasar las pinzas (incisivos mediales)
inferiores.

Al segundo afo de edad el borde incisivo de todos los dientes incisivos
inferiores se empieza a desgastar ligeramente.

A los 3 anos, el borde incisivo de los dientes incisivos inferiores se encuentra
completamente desgastado y se empiezan a desgastar las crestas marginales. Se
comienzan a enrasar los medianos (incisivos intermedios) inferiores y las pinzas
superiores.

A los 4 o 5 afos, enrasan los medianos y extremos (incisivos laterales)
superiores, los colmillos se notan amarillos.

A los 6 anos de edad, los incisivos superiores e inferiores se encuentran
enrasados totalmente.

A partir de los 7 afios de edad en animales braquicéfalos empiezan a dirigirse

ligeramente hacia rostral; hay acumulacion de sarro entre los dientes, produciendo
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una coloracion amarillenta; pueden empezar a faltar de aqui en adelante piezas
dentarias por el sarro que penetra entre ellas, aflojandolas en la raiz.
A los 8 o0 9 anos aparecen sefales de vejez: canas sobre los labios y

alrededor de la nariz que después se van extendiendo hacia los ojos y frente (16).

11



HIPOTESIS
No se encontrara la presencia anatdomica de lobulos timicos con estructuras

histolégicas funcionales, en perros de edad adulta mayores a 3 afios.

OBJETIVOS
= Determinar la persistencia del timo en perros adultos (a partir de tres afios).
= Confirmar a través de cortes histologicos, la presencia de estructuras

morfofuncionales en el parénquima del timo en perros mayores de tres anos.

12



MATERIALES Y METODOS

MATERIALES

>

>

vV Vv VY V VY

A\

Se utilizaron 40 perros para este estudio, dividido en dos grupos distintos.
El primero consté de 20 cadaveres de perros adultos mayores a 3 afos
aproximadamente, que son destinados para las practicas de las asignaturas
de Anatomia Veterinaria | y Il en las salas de diseccion de la FMVZ-UNAM,
para la obtencién de las fotografias y descripcidn macroscopica.

Por otra parte, se recolectaron para este estudio 20 muestras histologicas del
timo de perros adultos mayores a 3 afios aproximadamente, que habian sido
sacrificados de acuerdo a la NOM-033-SAG/ZO0-2014, procedentes del
CECOCAN Iztapalapa CDMX, para su descripcidn microscopica.
Empleando el uso correcto de bata blanca y guantes.

Estuche de diseccion.

Camara fotografica — FUJIFILM FinePix JX580 HD MOVIE -16 MP
Fotografias de la dentadura y mediastino de los diferentes perros.
Histoquinete (MICROM STP120-2) y Microtomo (Leica RM2235).

Tincién Hematoxilina y Eosina (H&E).

Microscopio fotonico (Leica CM E).

13



METODOS

Para el estudio macroscépico, se procedié a entrar al anfiteatro de la FMVZ
en la UNAM, dentro de horas de clase practica para la asignatura de Anatomia
Veterinaria; con bata blanca, guantes y estuche de diseccion para poder revisar
cada uno de los cadaveres que los alumnos estaban diseccionando. La diseccion
de los cadaveres se realizo por la regidon costal lateral y para ingresar a la cavidad

toracica se utilizé un costotomo.

Se obtuvo un registro fotografico de cada uno de los cadaveres, a los cuales
se les tomo una fotografia in situ a nivel del mediastino (dentro de cavidad toracica),
para confirmar la presencia o ausencia del timo y posteriormente, una segunda
fotografia de la dentadura de cada perro para poder determinar la edad aproximada

del animal.

Las fotografias correspondientes a cada uno de los perros (2 fotografias), se
compararon para poder determinar la presencia o ausencia del timo con base a la

edad, calculada por medio de la dentadura del animal.

Para el estudio microscépico, se acudié al Centro de Control Canino
(CECOCAN) de Iztapalapa CDMX, para poder recolectar las muestras histologicas
del timo, en ejemplares que previamente fueron sometidos a eutanasia (por el
personal a cargo), mediante sobredosis de Pentobarbital sédico (120-150 mg/kg V)
de acuerdo a las NOM-033-SAG/ZO0-2014 y NOM-042-SSA2-2006. El material
utilizado fue bata blanca, estuche de diseccién, costotomo y frascos con fijador para

muestras bioldgicas.
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Se seleccionaron 20 animales que, por medio de calculo de edad por
denticion, reflejaban ser aproximadamente de 3 afios o mas. La diseccién se les
realizd por la region costal lateral y se profundizé hacia cavidad toracica, a nivel del

mediastino para poder localizar y recolectar el timo. Dichas muestras fueron de

2cm?® aproximadamente y se fijaron en formol al 10%.

El procesamiento de las muestras se realizé por el método de inclusion en
parafina, se hicieron cortes de 4 a 7 micrémetros de espesor y fueron tefiidos con
hematoxilina-eosina (H&E) para valorar su arquitectura histolégica y confirmar la
presencia de tejido linfoide (observacidén de linfocitos), utilizando un microscopio

foténico.
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RESULTADOS

Tabla 1. RESULTADOS DE LA OBSERVACION DEL TIMO EN LOS
20 PERROS DE LAS SALAS DE DISECCION DE LA FMVZ UNAM

# PERRO EDAD CALCULADA
1 4 afos

w
>
o
7]

PRESENCIA O AUSENCIA TIMO

presente

presente
presente

6 8 afios presente
7 3 afos presente
8 5 aflos presente
9 presente
11 7 afos presente
12 3 aflos presente

19 3 afos

presente
presente
presente

presente

presente

Se puede observar la comparacion respectiva de la edad calculada a
cada uno de los perros con la presencia o ausencia de timo. 6 de los
animales no lo presentaron.
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Grafica 1. PORCENTAJE DE ANIMALES CON AUSENCIA
Y PRESENCIA DE TIMO

= Presente = Ausente

El 70% de la poblacion presentd timo

De los 20 perros adultos estudiados en el presente trabajo, 14 presentaron
timo, 6 de ellos, macroscopicamente no se les localizo, lo cual da como resultado

un 30% de perros con ausencia de timo, en la muestra.

De las 20 muestras de timo que se lograron recolectar para su estudio
microscopico en el presente trabajo, a 17 se les pudo observar representativamente
abundante tejido linfoide dentro del parénquima, mientras que a las 3 muestras

restantes se les identificd gran cantidad de tejido adiposo.
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Para confirmar los resultados, se procedio a realizar un analisis estadistico de X3,

comparando los 2 grupos estudiados.

ANALISIS ESTADISTICO DE X?

TIMO MACRO  TIMOMICRO  TOTAL FRECUENCIA RELATIVA
S| 14 17 31 0.75 75%
NO 6 3 9 0.25 25%
20 20 40

Se observo la persistencia morfofuncional del timo en el 75% de los animales estudiados, mientras

que en el 25% de ellos no, con una diferencia significativa del 95%.
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Figura 1. Fotografia in situ de cavidad toracica Figura 2. Fotograffa in situ de cavidad toracica
a nivel de mediastino observando la ausencia a nivel de mediastino. observando la

de timo. existencia del timo en un perro.
Figura 3. Imagen fotogréfica in situ de Figura 4. Imagen fotografica in situ de
cavidad toracica a nivel de mediastino, cavidad toracica a nivel de mediastino
sefialando la presencia del timo en un perro. mostrando la ausencia de timo.
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El estudio histologico de la masa observada macroscopicamente como timo
en los 20 perros adultos muestreados del CECOCAN, mostré que en ellas existe un
parénquima con presencia de linfocitos y macrofagos, que se encuentran en zona
cortical y medular de lobulillos no bien definidos. Ademas, de apreciarse células

reticulo epiteliales y algunos corpusculos timicos presentes en la zona medular.

Asi mismo, se observo escasa presencia de adipocitos en el parénquima del

timo. También se apreciaron areas con neovascularizacion dentro del parénquima.

Figura 5. Timo H&E 100x Figura 6. Timo H&E 40x
Corte histoldgico, en el cual se puede observar Se observa la presencia de tejido linfoide y vasos
gran cantidad de linfocitos en el parénquima del sanguineos.

timo. Asi como también tejido conjuntivo
ordinario laxo areolar perteneciente al estroma.

No se puede diferenciar claramente la zona
cortical y la medular de los lobulillos timicos.
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Figura 7. Timo H&E 40x

Se observa un parénquima con presencia de
tejido linfoide y vasos sanguineos.
En el estroma se aprecia la aparicion de tejido

Figura 9. Timo H&E 400x

Parénquima del timo con presencia de tejido
linfoide.
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Figura 8. Timo H&E 100x

Lobulillo timico, que presente zona cortical y
zona medular, ambas con presencia de tejido
linfoide. Se aprecian células reticulo epiteliales y
corpusculos timicos (flecha).

Figura 10. Timo H&E 400x

Se observa gran cantidad de linfocitos y células
reticulo epiteliales en el parénquima del timo.

Se aprecian pequefios vasos sanguineos y
eritrocitos.



Se comprobd la presencia anatémica de lobulos timicos con estructuras
histolégicas funcionales, en perros de edad adulta mayores a 3 afos. Dos de los
perros que presentaron permanencia de timo, eran de una edad aproximada a 7

afos y uno mas, de 8 anos.

Por lo anterior, con base en los resultados macroscopicos y microscopicos
obtenidos, se puede concluir que el timo puede persistir siguiendo activo,
cumpliendo funciones inmunoldégicas, y no atrofiarse en todos los casos, como la

literatura hasta hoy en dia refiere.

DETERMINACION DE LA EDAD EN PERROS

Figura 11y 12. Esquema de la denticién de un perro de tres afios obtenida del libro
El Perro y Su Mundo Tratado de Zootecnia Canina (Payrd, 2011) y fotografia de uno
de los ejemplares estudiados, respectivamente.
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4 AROS 6 ANOS

Figura 13 y 14. llustraciones que muestran las edades de 4 y 6 afios por medio de la
denticion en perros (Payrd, 2011).
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DISCUSION

En el presente estudio quedé demostrada la persistencia del timo en perros

callejeros de edad adulta, con una edad que oscil6 entre 3 y 8 afios de vida.

Tedricamente, el timo en los animales adultos ya no existe debido a su involucién a
partir de la pubertad, para concluir éste proceso en la edad adulta (1, 2, 5, 11, 19).
Esto implica que, en la presente investigacidon, no deberia observarse el timo en los
animales que se estudiaron. Sin embargo, los resultados arrojan que sélo el 25%
de ellos cumple con lo estipulado por los autores antes mencionados. Ademas, al
realizarse la prueba estadistica de X2, se puede decir que, en la muestra estudiada,
el 75% de los perros adultos mayores a 3 afios aun conservan el timo y éste se

encuentra activo.

Por otra parte, se ha comprobado que, ante la restriccion en el consumo de calorias,

hay una interferencia en el proceso de involucién del timo (20).

Con respecto a los perros estudiados, se sabe que éstos eran animales de la calle
y en dicho ambiente es dificil poder conseguir alimento, por lo que éstos sufren una
restriccion obligada en el consumo de nutrimentos y por lo tanto de calorias,

llevandolos a un periodo de hipoglucemia.

Se sabe que la hipoglucemia produce liberacidén de cantidades elevadas de GH, la
cual tiene un papel relevante en la proliferacion del parénquima del timo y activacién

de timulina (14, 23, 24).
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Asi mismo, los animales de la calle, por las condiciones en que habitan, se
considera que se encuentran mayormente expuestos a antigenos patégenos y no
patdogenos que estimulan constantemente al sistema inmune manteniéndolo activo.
Al respecto, el MVZ Ricardo Cuetos Collado ha manifestado que, debido a que el
sistema inmune, al estar en desafio constante con agentes extranos que ingresan
al organismo, el estimulo a éste sistema genera que se produzcan defensas
continuamente, para poder contrarrestar dichos agentes externos “datos no
publicados”. Conforme a lo anterior, esto puede explicar la persistencia del timo en
perros callejeros de edad adulta, lo cual permite sentar las bases para poder

continuar desarrollando estudios posteriores.
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