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RESUMEN: En las areas costeras del norte de Chile es comun encontrar en el agua para consumo humano niveles medios o
altos de arsénico. La exposicion al arsénico puede ir asociada a efectos agudos o crénicos. El objetivo de esta investedanidin f
nar el dafio histoldgico que provoca el triéxido de arsénico a nivel de los compartimentos del timo de ratas SpragueiiiindegnSe
24 ratas de ambos sexos de 55 dias de vida. Las ratas fueron pesadas y divididas en 3 grupos (4 hembras y 4 machos). A los grup
tratados se les aplico 5 mg y 10 mg dghysespectivamente, en dosis Unica diaria via intraperitoneal por 15 dias. Al grupo control se le
aplico agua destilada sin arsénico. Después del tratamiento los animales fueron sacrificados y retirado el timo deaéssueoo
lavados, pesados y seccionados en dos, luego se fijaron en formol tamponado al 10%. Mediante técnica histolégica canvencional s
obtuvieron 4 muestras seriadas de cada timo, e He espesor y separadas por fi0entre si, luego fueron tefiidas con H-E. Se
analizaron 30 campos (120 campos por 6rgano). Los resultados muestran @ girégoca la pérdida de celularidad en ambos
compartimentos del timo, tanto en la corteza como en la médula, viéndose mas afectado el compartimento medular (junto a la unioé
corticomedular). Se observo una reduccion significativa del tamafio de la zona medular en ambos grupos tratados (5 y, ) mg de As
respectivamente), siendo probablemente la disminucion de este tejido el responsable de la atrofia del timo. Ademas se observo u
aumento del tamafio de la corteza en las ratas hembras tratadas con 10 10y d@Agion corticomedular de las ratas tratadas se
observo difusa o dificil de distinguir.

PALABRAS CLAVE: Timo; Trioxido de arsénico; Atrofia; Inmunotoxicidad.

INTRODUCCION

La aparicion de intoxicaciones por metales pesadazr de piel, de vejiga, rifion y pulmon, patologias vasculares,
son cada vez mas frecuentes y han adquirido la categoriadeiblemente también diabetes, hipertension arterial y tras-
brotes epidémicos. Entre los metales pesados los mas inthos reproductivos. Altas dosis de arsénico causa efectos
portantes son el mercurio, el plomo, el cadmio, el niquelt§xicos agudos que incluyen sintomas gastrointestinales (ina-
el zinc. Algunos elementos intermedios como el arsénicapgtencia, vomitos, diarrea), hemorragia gastrointestinal, asi
el aluminio, se estudian habitualmente junto a los metaleemo perturbacion de las funciones del sistema
pesados. El caso de la toxicidad aguda por arsénico a coardiovascular (taquicardias, disritmia, cuadro
centraciones altas es conocido desde hace siglos. Sin &ipevolémico) y nervioso (calambres musculares) o incluso
bargo, estudios recientes revelan un efecto adverso imparmuerte (Abernathy & Morgan, 2001; Quamruzzaman
tante en la salud de las personas que han sufrido una expaisi-2003).
cion prolongada, e incluso a concentraciones muy bajas de
arsénico (Petrusevskt al, 2007). Las concentraciones de arsénico que sobrepasan la

normativa aceptada para el agua de consumo humano, han

La mayor amenaza que conlleva el arsénico paradmlo descritas en muchos paises. Por lo tanto debemos con-
salud publica proviene del consumo de agua potable, geriglerar esto como un problema a nivel global (Pretrusevski
ralmente como resultado de la ingestién prolongada de agaial). La Organizacion Mundial de la Salud (Abernathy &
con bajas concentraciones de arsénico inorganico. Esa kEborgan), establecio un limite méaximo de arsénico presente
posicion esta asociada a varios efectos cronicos, entre eosl agua potable de 0,01 mg/L, limite maximo establecido
problemas cutaneos tales como melanosis, queratosis, dambién en Chile (Instituto Nacional de Normalizacion,

Departamento de Biologia, Universidad de Tarapaca, Arica-Chile.
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2005). Esta norma rige también en la Comunidad Europeay  Continuamente se van reportando en la literatura cien-
en los Estados Unidos (Enviromental Protection Agenciffica las consecuencias negativas del arsénico para la salud
2001). humana. El objetivo de este trabajo fue determinar el dafo
histolégico que provoca el arsénico a nivel de los
En Bangladesh, se encontraron altos niveles de arsémpartimentos del timo, 6rgano que cumple funciones
nico en el agua subterranea, asociandose este hecho infmrtantes en el desarrollo del sistema inmune.
aparicion de enfermedades que estaban vinculadas al arsé-
nico. En diversas partes del mundo también se han descrito
enfermedades hidricas asociadas a la presencia de arséMAT,ERIAL Y METODO
por ejemplo en Minas Gerais (Brasil), Salvador de Arriba y
Cohaiula (México), en Antofagasta (Chile) y posiblemente
en Perl y Bolivia en la puna de Atacama (Weiray., 1998). Se utilizaron 24 ratas (hembras y machos) Sprague-
En general, en América Latina la presencia del arsénico Bawley de 55 dias de vida, las cuales fueron separadas en 3
el ambiente y especificamente en las fuentes de agua cagtapos de 8 animales (cuatro machos y cuatro hembras en
das para consumo humano, se debe tanto a factores natcada grupo), la manutencién, manipulacion y procedimien-
les de origen geoldgico (Sanddtal, 1998), como a activi- tos aplicados en los animales experimentales, se realizé de
dades antropogénicas (Cebré&tral, 1994). acuerdo a las exigencias de uso de animales de laboratorio y
conto con la aprobacion del Comité de Etica/Bioética de la
En las areas costeras del norte de Chile es comun Bimiversidad de Tarapaca (Arica, Chile).
contrar en el agua para consumo humano niveles medios o
altos de arsénico. Blasis costero de Camarones, en la Re- La administracion del trioxido de arsénico se aplicé
gioén de Arica y Parinacota, muestra el nivel mas alto de arg# dosis Unica diaria, via intraperitoneal (i.p.) por un perio-
nico de esta zona geografica. Bundso#iLdl (2008), deter- do de 15 dias. La solucién de triéxido de arsénico se obtuvo
minaron rangos de arsénico para las aguas de la Quebrada partir de arsénico comercial (Merck, Titrisol®). A los gru-
Camarones de 1000 a 510§/L, para el Valle de Lluta entre pos tratados se les aplicaron dosis de 5 mg g& Asr kg
30 a 28Qug /L y para el Valle de Azapa de R@/L. de peso corporal y de 10 mg dg@spor kg de peso corpo-
ral. Al grupo control solo se le aplicé agua destilada sin ar-
El arsénico inorganico puede presentarse en el asénico (Patlolla & Tchounwou, 2005).
biente de varias formas y con diferentes valencias; en las
aguas naturales se encuentra principalmente como trivalente, Los animales fueron pesados diariamente y se man-
como arsenito (Ill) o pentavalente como arsenato (V). Hivieron en jaulas acondicionadas con libre disposicién al
arsénico inorganico presente en el agua para consumo &limento y agua. Luego de 15 dias de tratamiento los anima-
mano, es mucho mas téxico que el organico, llamades fueron pesados y sacrificados previa anestesia por inhala-
arsenobetaina, y gesta presente en organismos marinason etérea. Mediante incision toracica, se extrajo el timo.
bivalvos, peces o algas marinas (Brostral.,1990). Posteriormente los érganos fueron lavados con suero fisiolo-
gico y pesados, para luego ser fijados en formol tamponado
Noharaet al (2008), describieron que el arsenitaal 10%. Posteriormente fueron deshidratados en una bateria
producia atrofia del timo induciendo una detencién del aile alcoholes de concentracion creciente y colocados en xilol
clo celular y una disminucién del peso del 6rgano. El timpara luego ser incluidos en parafina. Previo a la inclusion, el
aunque su funcion disminuye con la edad, es indispensiao fue seccionado en dos. Estas dos secciones fueron ubi-
ble para la activacion de los linfocitos T, lo cual garantizzadas en posicion perpendicular dentro del molde de parafi-
reacciones inmunes en diversas situaciones hasta la edacdon el fin de obtener un corte longitudinal y otro transver-
adulta tardia (Shanker, 2004). Asi, la atrofia del timo qual del 6rgano. Los 6rganos en bloques de parafina fueron
inducen ciertos compuestos, podrian poner en peligrosaccionados con un micrétomo, obteniéndose cortes seriados
funcién inmune. de 5um de espesor. En total se obtuvieron 4 cortes de cada
timo con una separacion de 10 entre si. Finalmente las
Estudios sistematicos han refutado la creencia de queestras fueron teflidas con hematoxilina-eosina siguiendo
el timo involuciona rapidamente. De hecho el tejidel procedimiento convencional para unatincion estandar (Ri-
timopoyético se reduce de forma paulatina, a razén de weraet al, 2011). Para el estudio histol6gico se dispuso de un
3% por afio hasta la edad media de la vida y luego a metatal de 96 preparaciones de timo. Por cada muestra histolégica
del 1% anual, de lo que se deduce que en un individuo skaobservé un nimero de 30 campos (120 campos por 6rga-
pérdida total del timo se produciria a los 105 afios de edam). Para el andlisis histolégico y obtencién de fotografias,
(George & Ritter, 1996). se utilizé un microscopio de luz (Olympus CX-31) con ca-
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mara digital Moticam 1000 (1.3 Mpixel USB 2.0). Se detertos machos (Fig. 1b), también presentan una disminucién
mind el tamafio de la corteza y la médula del timo, mediarggnificativa del peso corporal respecto al grupo control.
el programa Moticam 1000 con objetivo de 4x.
Variacion en el peso del timo: En las ratas tratadas

Para el analisis de los datos, se realizé una pruebaad® dosis de 5 y 10 mg de triéxido de arsénico, tanto en
normalidad, aplicando el Test de Shapiro-Wilks, con un n=2¥mbras (Fig. 2a) como en machos (Fig. 2b), se observo
(12 ratas machos y 12 hembras). Posteriormente se utiliada disminucion significativa en el peso del timo, en rela-
la prueba de Analisis de Varianza (ANOVA) para determgién con las ratas control.
nar la existencia de diferencias significativas)(p5) entre
las medias de los diferentes tratamientos experimental A
Para separar las medias de los datos obtenidos, se utiliz =~ 4, _ a

Test de Tukey de comparaciéon multiple de medias. Se uti = u:s ]
z6 programa estadistico SPSS (version 10.0). 2 051 b o
E 04
g 04
o
RESULTADOS 3 021
£ 01
0 r . )
Efecto del trioxido de arsénico en el peso corpora 0mg 5mg 10mg

Los resultados obtenidos al evaluar el peso corporal en
ratas hembras tratadas con 5 y 10 mg de triéxido de arséni
evidenciaron una disminucion significativa del peso corpc
ral de las ratas hembras (Fig. 1a), respecto al grupo conti 07 |
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Fig. 2. Variacién del peso del timo en ratas hembras (2a) y en ratas
machos (2b), segln tipo de tratamiento. Letras diferentes sobre las
barras indican promedios estadisticamente diferentes, segun test
de Tukey (g0,05).

Omg Smg 10mg
Tratamiento (As,0.)

Alteraciones a nivel de corteza y médula del timo:
En la Figura (3a), se observa el tamafio promedio de la cor-
teza del timo (expresada como area de tejido ef) deras
ratas hembras control y de las ratas tratadas. Los datos obte-
nidos muestran un aumento significativo del tamafio de la
corteza en el grupo de ratas tratadas con 10 mg @& As
respecto al grupo de ratas control. En relacion al comparti-
mento medular, los resultados muestran una reduccion sig-
nificativa del tamafio de la zona medular en ratas tratadas
con 5y 10 mg de A®, respecto al grupo control.

Peso en gramos (g)

Omg 5mg 10mg
Tratamiento (As,0,) Respecto al compartimento cortical en las ratas ma-

Fig. 1. Variacion del peso corporal en ratas hembras (1a) y en rafgps (Fig. 3b), se observa que la corteza aumento de tama-
machos (1b), segtn tipo de tratamiento. Letras diferentes sobrefigs €N 10s grupos tratados respecto al grupo control, pero
barras indican promedios estadisticamente diferentes, segun fsfia diferencia de tamarfio no fue significativa. En relacion a
de Tukey (g0,05). la zona medular, los datos obtenidos indican una reduccion
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Fig. 3. Tamafio de corteza y médula del timo en ratas hembras (3a) y macho
control y tratadas. El tamafio promedio se expresa como area de tejidd.en

B Corteza
B Médula

B Corteza
@ Médula

significativa del tamafio de la médula en
ambos grupos de machos tratados cqQ@As
respecto al grupo control.

Andlisis histopatoldgico del Timo: El
estudio histopatoldgico evidencia la disminu-
cion del compartimento medular en el
parénquima del timo de una rata hembra tra-
tada con 5 mg de AS, (Fig. 4), en donde la
médula (M) -zona mas clara- se presenta re-
ducida de tamafio, con limites o contornos
muy difusos. Se puede observar una corteza
(C) -zona mas oscura- con una gran cantidad
de timocitos de distribuciéon uniforme, apa-
rentemente no se presentan zonas con pérdi-
da de linfocitos corticales. EIl limite
corticomedular vascular es dificil de diferen-
ciar. La Fig. 5, muestra un tejido timico nor-
mal, sin tratamiento con tridxido de arsénico,
donde el compartimento medular (M) se pre-
senta bastante desarrollado, y de contornos
bien definidos. La corteza (C) se muestra de
tonalidad mas oscura por la gran cantidad de
timocitos presentes (pequefios e inmaduros),
gue determinan un tejido uniformemente den-
so. Entre la corteza y médula se ubica la union
corticomedular.

S,é]%& )AI observar con mayor aumento
X

la estructura de un timo normal (Fig.

Letras mayusculas y minGsculas diferentes sobre las barras indican promegio$a diferencia de la densidad celular entre
estadisticamente diferentes, segun test de Tuk&y(®p).

(C=corteza, M= médula). Tincion Hematoxilina-eosina. Aumento 100x.
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la corteza y la médula se hace evidente. La
corteza (C) es la que presenta mayor cantidad
de linfocitos pequefios e inmaduros respecto
a la médula (M) y sus células epiteliales
reticulares (sefialadas con flechas) son peque-
flas, en menor nimero y se ubican dispersas
entre la gran poblacién de timocitos. Por el
contrario, la médula se caracteriza por estar
constituida por una menor poblacién de
linfocitos inmaduros que se disponen junto a
los linfocitos ya maduros (de mayor tamafio),
gue se distribuyen en el compartimento
medular en estrecho contacto con las células
epiteliales. La zona medular presenta células
epiteliales reticulares (sefialadas con flechas)
de gran tamafio con un nucleo ovalado, de
cromatina palida finamente dispersay con uno
o dos nucleolos pequefios, su citoplasma pre-
senta numerosas prolongaciones que permi-
ten una estrecha unién con las células

Qe Asepiteliales adyacentes, constituyendo una ver-

dadera red estructural.



ALFARO-BURGOS, S. & VALENZUELA-ESTRADA, M. Efecto en la estructura histolégica del timo de ratas sprague-dawley tratadas con trioxido de arsénico.
Int. J. Morphol., 30(2)769-776, 2012

En la Fig. 7 se observa la zona medular de un
timo tratado con 5 mg de A3, que muestra escasas
células epiteliales medulares, de pequefio tamafio (se-
flaladas con flechas), con limitadas prolongaciones
citoplasmaticas, mostrando una clara desorganizacién
y pérdida de su entramado normal. Se visualizan varios
macréfagos con cuerpos tingibles. También se observa
una zona cortical con timocitos de forma irregular. La
zona de transicién: unién corticomedular vascular, se
observa difusa y dificil de distinguir.

DISCUSION

AL SRR : El anélisis de los resultados muestra que el timo
na rata hembra c &&un 6rgano muy sensible a los inmunotéxicos y que
el arsénico aplicado en las ratas experimentales produ-
ce una reduccion del peso de esta glandula, provocan-
do su atrofia. Esto ocurre como consecuencia de la
pérdida de timocitos corticales, tal como lo demostré
Noharaet al, y principalmente por una reduccion de
la poblacion celular que constituyen el compartimento
medular. Segun Schuurma al. (1992) y Elmore
(2006), el timo es un 6érgano muy sensible a la exposi-
cion de inmunotéxicos y una disminucion en su tama-
flo o en el peso de la glandula es a menudo uno de los
primeros indicios en sefalar el efecto de dicha toxici-
dad, tal como fue observado en este trabajo.

Pearse (2006), sefala que el dafio producido por
un inmunosupresor puede tener o no, un efecto
morfologico perceptible en la disminucion de la
celularidad en la corteza, en el compartimento medular
Nyien en ambos compartimentos, siendo los dos ulti-

Fig. 6. Parénquima y estroma del timo de una rata macho control. (
médula, C = corteza). Las flechas sefialan células epiteliales medulges; casos menos frecuentes. El tratamiento con trioxido

normales. Tincidon hematoxilina—eosina. Aumento 400x. de arsénico muestra que la pérdida de celularidad se

produjo en ambos compartimentos, tanto en la corteza
como en la médula, viéndose mas afectado el compar-
timento medular (junto a la unién corticomedular) sien-
do probablemente la disminucion del tejido medular
la responsable de la atrofia del timo.

Varios estudios sefialan que el timo es un érga-
no muy vulnerable a la atrofia cuando es expuesto a
diferentes estimulos, como hormonas, agentes
inmunosupresores o0 productos quimicos del medio
ambiente (Ashwelét al, 2000; Drela, 2006).

Fig. 7. Parénguima y estroma del timo de una rata hembra trata-
da con 5 mg de A®.. (C = corteza, M = médula). Las flechas
sefialan células epiteliales medulares que han sido afectadas por
el arsénico. Tincion hematoxilina—eosina. Aumento 400x.
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Burnset al.(1991), sefalaron que el arsénico pro- En este estudio se observé un dafio a nivel de cor-
duce inmunotoxicidad cuando provoca la supresiéon tkeza que también afecté gravemente la médula, donde se
anticuerpos por parte de los linfocitos y la atrofia de jarodujo una clara disminucién de las células epiteliales
propia glandula. Los resultados obtenidos en este trabegticulares que son las que realmente actian como tejido
muestran que el triéxido de arsénico produjo una atrofie sostén de la médula y del timo en general (Bank, 1993).
del timo, tanto en ratas hembras como en machos. Es muy probable que la desaparicién de las células

epiteliales medulares permita que los timocitos corticales

Schuurmaret al. (1994), indican que el sistemainvadan espacios medulares que, finalmente determinen
inmune con su continua proliferacion y diferenciacion cel aumento de tamafio de la corteza en las ratas tratadas
lular y al trafico constante de linfocitos, es muy susception arsénico, tal como fue observado en este trabajo.
ble a las agresiones toxicas, sobre todo a nivel de timo y
médula 6sea donde se produce una rapida renovacién ce- Las células epiteliales comprenden el estroma del
lular. timo y es una red altamente ordenada de diferentes subtipos

de células epiteliales que proporcionan un microambiente

Por otro lado, Milleret al (2002), determinaron celular y humoral éptimo y que median en diferentes as-
que el triéxido de arsénico actia sobre las células a tpeectos, el desarrollo y maduraciéon de los linfocitos T
vés de una variedad de mecanismos, que influyen en mmunocompetentes (Bodey al, 2000). Por lo tanto, el
merosas vias de transduccion de sefiales y que resultdaino generado por el trioxido de arsénico a nivel de célu-
una gran gama de efectos celulares entre lo que se inths-epiteliales, posiblemente podria afectar al proceso de
yen la induccién de la apoptosis, la inhibicion del crecimaduracion de los linfocitos T.
miento y la diferenciacion celular. La muerte celular por
apoptosis por efecto del triéxido de arsénico ha sido de-  Se concluye que dosis de 5 mgy 10 mg de triéxido
mostrada en varios trabajos (Sternsdetfal, 1999; de arsénico provocan una disminucién del peso corporal
Kitamuraet al, 2000; Jianget al, 2001). y una reducién del peso del timo en ratas de ambos sexos.

El inmunotéxico no solo reduce la celularidad a nivel

Schuurmaret al (1997), sefialaron que el incre-cortical, sino que también altera de manera importante la
mento de macréfagos con cuerpos tingibles, obedece aestructura histolégica de la médula timica, siendo probable-
aumento de la actividad apoptética de las células, y comente la causa principal de la atrofia de la glandula. A nivel
parte del proceso de muerte celular atraen a lds la médula el arsénico produce una importante disminu-
macroéfagos. Por lo que el incremento del nimero @&n de las células epiteliales, con pérdida de la organiza-
macréfagos con cuerpos tingibles, puede ser indicador d&ln de este microambiente 6ptimo que posiblemente po-
incremento en la apoptosis. dria afectar el desarrollo y maduracion ddlilo®citos T.

ALFARO-BURGOS, S. & VALENZUELA-ESTRADA, M. Effect on the histological structure of thymus on Sprague-Dawley treated
with arsenic trioxide)nt. J. Morphol., 30(2)769-776, 2012

SUMMARY: In coastal areas of northern Chile medium or high levels of arsenic are commonly found in drinking water.
Arsenic exposure may be associated with acute or chronic effects. The objective of this investigation was to deterroiogited hist
damage caused by arsenic trioxide level of the compartments of the thymus of Sprague-Dawley rats. We used 24 rats of both sexes
of 55 days of life. The rats were weighed and divided into 3 groups (4 females and 4 males). In the treated groups were@dminis
5 mg and 10 mg of A®, respectively, in a single daily dose for 15 days intraperitoneally. The control group was administered
distilled water without arsenic. After treatment the animals were sacrificed and the thymus removed, washed, weigheddand divide
into two, then fixed in 10% buffered formalin. By conventional histology samples were obtained serially every 4 thymugs5 micro
thick and separated by 100 microns each, then were stained with HE. We analyzed 30 fields (120 fields per organ). The results
showed that A©, causes loss of cellularity in both compartments of the thymus, both in the cortex and in the bone, medullary
compartment was more affected (near the corticomedullary junction). There was a significant reduction in the size ofdthie medull
both groups (5 and 10 mg & respectively), probably the decrease of the tissue responsible for thymic atrophy. We observed an
increase in the size of the cortex in female rats treated with 10 mg@f Ake corticomedullary junction of the treated rats showed
diffuse or difficult to distinguish.

KEY WORDS: Thymus; Arsenic trioxide; Atrophy; Immunotoxicity.
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