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Resumen

Se presentan datos sobre la utilidad de proteinas extrai-
das de timos humanos y de animales sobre la produccién
linfocitaria de IL-4 e IFN-gamma en cultivos celulares de
atopicos y no atépicos.

Palabras claves. Timoestimulinas; IL-4; IFN-gamma;
cultivos celulares.

Thymus in aging

Summary

Data are presented on the usefulness of proteins extract-
ed from human and animal thymus for lymphocyte pro-
duction of IL-4 and IFN-gamma in atopic and non-atop-
ic cell cultures.

Keywords. Thymostimulins; IL-4; IFN-gamma; cell cul-
ture.

Introduccion

Los griegos tuvieron dos voces para significar el
alma o la mente con igual énfasis (psiqué y timos),
tratando de desentrafiar con especial empefio cual
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era el asiento misterioso de la anatomia del alma.
En esos intentos no faltaron quienes atribuyeron al
corazén y a la aorta ese refugio inmanente. Otros,
al observar un pequeno 6rgano cercano (el timo),
pensaron que €l era el responsable de tan ansiada
busqueda. Aunque timo proviene del griego thymos,
sus raices son aun mas profundas. Si nos remonta-
mos mas allad del mundo de Sécrates y de Platén,
vemos que thymos procede de la raiz indoeuropea
dheu, que forma parte de muchos derivados, cuyo
significado es “elevarse en llamas”, “elevarse en for-
ma de nube”, “hacer humo”, y en sdnscrito la pala-
bra dhuma de la que proceden tanto “humo” como
“perfume”. Segun Julidn Jaynes, thymos o thumos
fue, con otros seis términos traducidos como “men-
te”, “espiritu” o “alma”, un ingrediente clave de la
conciencia homérica. Significaba “movimiento” o
“actividad”, tal como se perciben externamente.

Esa tensién o estrés provocaba cambios fisicos,
un aumento de la adrenalina segregada, una taqui-
cardia, y por ello una “agitacién en el pecho”. De
alli que el thymos era una especie de fuerza o vigor;
el hombre le hablaba al thymos, y este lo dotaba de
fuerzas para guerrear y lo instaba al amor y a la
victoria. Quizas Ajax no estuviese deseoso de com-
batir, pero su thymos si; y no era Eneas sino su thy-
mos quien se regocijaba en la victoria.

En la Iliada, Aquiles dice: “Despertandose como
humo en los pechos de los hombres incluso cuando
Agamenén me provocaba; pero olvidemos el pasa-
do y aplaquemos al thymos en nuestros pechos”.
Metaféricamente, se aprecia el empleo de la palabra
thymos y sus raices indoeuropeas.

En el siglo II, Galeno dio el nombre de thymos al
o6rgano formado por dos l6bulos de color gris rosa-
do, que recordaba a un manojo de tomillo. Curio-
samente, a esta planta se la quemaba en el altar de
los dioses a manera de incienso. Thymos significaba
“humo ascendente”, incienso quemado en sacrificio
a los dioses, en el thymele o altar y en el thymiaterion
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o incensario. Este ritual equivalia a elevacion, can-
tos de alabanza, espiritu y demostraciones de amor,
siendo identificado con el hadlito o alma de los de-
pendian la energia y el valor de los hombres.

Por su parte, él sostenia que el timo servia como
almohadilla para proteger a los grandes vasos con-
tra eventuales traumatismos. Sin embargo, luego se
reconocié su naturaleza linfoidea y, en 1777, Hew-
son lo describié como el centro de dicha actividad,
observando que el timo existe durante el curso de
los primeros periodos de la vida precisamente cuan-
do las células del tipo linfoideo aparecen y juegan
un papel importante en la sobrevida del individuo.

Beard, en 1900, sugirié que, por lo menos desde
el punto de vista embrioldgico, el timo estaba rela-
cionado intimamente con el sistema linfatico (hoy
en dia también es asociado con el sistema nervioso
central), y sefialo: “La suerte ha querido que haya
caido en la cuenta de que los primeros leucocitos
(en realidad linfocitos) provienen del timo a partir
de sus células epiteliales, y de que el timo debe ser
considerado como el punto de partida de todas las
estructuras linfaticas del organismo”.

Mas adelante, en 1935, Gregorie realizé la ti-
mectomia a humanos y permitié sostener esta argu-
mentacién, habida cuenta de que no se producian
cambios que pusieran en peligro la vida aunque en
el hombre se observara una ligera linfopenia que no
se vinculaba con ninguna otra patologia. En la dé-
cada de 1940, cuando aun no se habia descubierto
el porqué de la transmisién genética de los carac-
teres hereditarios, los bioquimicos llamaron “acido
timonucleico” al que mas tarde bautizarian como
acido desoxirribonucleico (ADN), cuyo nombre se
debi6 al hallazgo de esta sustancia en gran canti-
dad en el timo de los terneros; y llamaron “timidi-
na” al nucledsido que se forma de la combinacién
de una nueva base pirimidinica aislada: la timina
y la desoxirribosa. Hoy es claro el porqué del alto
contenido de ADN del timo fetal o infantil. Los timo-
citos o linfocitos que pueblan el timo estan entre las
células de nucleo mas grande y, por ello, son muy ri-
cos en ADN. Sin embargo, las experiencias de Glick,
Claman y Talmage (1963), al someter a animales
adultos a la timectomia, y luego a la inyeccién de
bacterias, otros antigenos particulados e injertos de
tejidos de otros animales, lograron demostrar que la
ablacién del 6rgano producia ciertos cambios des-
favorables en la respuesta inmune, sobre todo en la
capacidad de sintetizar anticuerpos especificos, y en
el rechazo de tejidos ajenos.

Si bien estas experiencias conmovieron el saber
de entonces, habia pasado inadvertido el hecho
descrito por McEndy, Boon y Furth (1944), quienes
habian sefialado que la timectomia prevenia el de-
sarrollo de la leucemia linfoidea en familias con-
sanguineas de ratones, que, espontaneamente de-
sarrollaban la enfermedad al llegar los animales a
cierta edad.

En su libro clasico de 1969, Timo, inmunicion y

alergia, el Dr. Plutarco Naranjo, profesor de Inmu-
nologia de la Facultad de Medicina de Ecuador, nos
manifest6 en su visita al Centro de Alergia del Hos-
pital de Clinicas de Buenos Aires (UBA), la impor-
tancia del timo aun en la edad adulta, en contrapo-
sicién con otros autores que desestimaban su valor
en la senectud. Miller, en 1966, sostuvo que “el timo
no deja de existir durante el resto de la vida...”. Sto-
ner (1963), Clark (1966), Hoshino (1966) y Weiss
(1963) sefialaron que con la microscopia electréni-
ca de la época las células epiteliales timicas conser-
vaban cierta viabilidad independientemente de la
edad de la muestra analizada. Esto entusiasmé a
Miller (1961 a 1966) a iniciar una serie de timecto-
mias neonatales que le permitieron esclarecer cier-
tas funciones tempranas del timo. Conjuntamente
con Gaburro y Golpato, establecieron una serie de
graves alteraciones que ocasionaba la extirpacion
precoz del 6rgano, que sintetizaron en: 1) sobre el
crecimiento; 2) sobre los érganos linfaticos; 3) so-
bre los linfocitos; 4) sobre la respuesta inmune en
si misma; 5) sobre la supervivencia, y 6) sobre el
metabolismo.

En los animales, se describen la wasting disease
(sindrome caquéctico) y la runt disease (envejeci-
miento prematuro y muerte) como consecuencia de
la timectomia neonatal. Hoy en dia, nadie duda de
que la aplasia o hipoplasia del 6rgano en el ser hu-
mano (similar a una timectomia neonatal) produce
una grave deficiencia en la funcionalidad T, llama-
da sindrome de Di George, que no es una enferme-
dad genética ni existe un patrén hereditario pues es
una alteracién del desarrollo embrionario durante
las 8-12 semanas de gestacién de la 3¢ y 42 bolsas
faringeas, que también dan origen a las paratiroi-
des, a la tiroides, al arco aértico y, por extension, al
tubérculo del oido y el filtrum labial.

Se discute su origen viral, téxico (etilismo mater-
no) o farmacolégico sin precisién; puede ser parcial
(la mas comun) o completa, y presenta ausencia
de la sombra timica en la radiografia del térax del
nifio. El trasplante de timo fetal de menos de 14 se-
manas de gestacion es una buena opcidn, pero debe
realizarse lo antes posible. Su recuperacién es nota-
ble en aquellos infectados con virus, hongos o para-
sitos, aunque el peor problema es la hipocalcemia y
la cardiopatia.

Las pruebas cutdneas de hipersensibilidad retar-
dada suelen estar ausentes, aunque ello es dificil de
valorar en la corta edad, y los trasplantes, en gene-
ral, son bien aceptados por la falla del sector LT.

Aspectos actuales

En un meduloso estudio histopatolégico del timo
a distintas edades, un grupo de investigadores ar-
gentinos de la U.N.N.E. (Dres. Maria L. Piuzzi y A.
Cerdera Noguera) realizé la caracterizacion citolo-
gica de timos entre el nacimiento y los 5 anos, entre
los 5 y los 10 afios, y en los adultos. Los érganos
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fijados en formol se colorearon con hematoxilina-
eosina para una primera observacién sobre su es-
tructura, conservacién y viabilidad. A los buenos
ejemplares se los sometié a técnicas de inmunope-
roxidasa, empleando como sistema de deteccion el
de avidina-biotina y como revelador la diamino-
bencidina. Los anticuerpos monoclonales utilizados
fueron: el anti-CD45RO, marcador de timocitos; el
CD68, marcador de histiocitos; el CK o marcador de
citoqueratinas en células epiteliales; el S-100 o mar-
cador de células reticulo-epiteliales e histiocitos, y el
ACL o antigeno leucocitario comun. Los resultados
se describen de la siguiente manera: en el grupo de
0 a 5 aios, con hematoxilina-eosina se observé una
delgada capsula de tejido conectivo con numerosas
trabéculas y una abundante poblacién de timocitos
en diferentes estadios de proliferacién. Se advierte
una distincién entre las zonas cortical y medular.
Hay células reticulo-epiteliales de aspecto normal
con corpunsculos de Hassall conservados, y unos
pocos pseudoquisticos. Estos hallazgos son coinci-
dentes con los nuestros, publicados oportunamen-
te. La inmunomarcacién reveld positividad con el
monoclonal CK en las células reticulo-epiteliales y
en los Hassall; con ACL y CD45RO en los timocitos
presentes; con CD68 y S-100 en los histiocitos, y en
las células reticulo-epiteliales interdigitadas.

En nifios de 10 aiios, con hematoxilina-eosina
se observa que el timo presenta una estructura con-
servada, destacandose la corteza sobre la médula y
las células linfocitarias proliferantes. En la primera,
se visualizan células reticulares de los tipos I y II,
numerosas formaciones pseudoquisticas delimita-
das, y con material amorfo, focos de calcificacién
distréfica y escasos Hassall tipicos (células reticula-
res del tipo VI). Con inmunoperoxidasa se observé
positividad en las reticulo-epiteliales y en los Has-
sall con el monoclonal CK, en linfocitos con ACL y
CD45RO y con CD68 y S-100 en los histiocitos y en
las reticulo-epiteliales.

Por fin, en el adulto (hombre de 64 aros) se
apreciaron islotes de tejido timico con corteza y mé-
dula diferenciadas. Con hematoxilina-eosina se ob-
servd un incremento de adipocitos y tejido conectivo
denso. Los linfocitos estdn conservados en relacién
con el menor parénquima timico. Los macréfagos
abundan. Los Hassall son pequefios y compactos
con estructura laminar conservada. La inmunope-
roxidasa revel6 similares

imagenes a las anteriores descritas para el nifio
de 10 afios.

De todos estos hallazgos, se puede concluir que la
celularidad disminuye con la edad y se incrementan
los adipocitos, hecho que es frecuente en otros érga-
nos. Los Hassall aparecen mds rudimentarios, pero
responden satisfactoriamente al inmunomarcado.
La presencia de pseudoquistes con necrosis central
se debe a la involucién de los Hassall, cuyo origen
se halla en discusién entre quienes sostienen que

derivan de las células interdigitadas y aquellos que
abogan por una relacién con las células neuroecto-
dérmicas (teoria del eje-hipotalamo-hipéfisis-timo).
Lo concreto es que, por la inmunomarcaciéon (mas
sensible que las técnicas comunes), se puede sostener
que el timo aun en la etapa involutiva conserva
potencialmente su importancia funcional.

Investigadores de la Universidad de La Plata es-
tan estudiando las relaciones entre el timo y el sis-
tema nervioso central, sosteniendo la hipétesis de
un eje hipotalamo-hipéfisis-timo, al igual que la
restituciéon de la funcién “endocrina” timica por
gene terapia a ratones envejecidos que recuperan
los niveles séricos de timulina de su juventud. Muy
probablemente, estas “hormonas timicas” sean ne-
cesarias para una apropiada estimulacién de las
células dendriticas en el proceso de presentacion
antigénica al linfocito virgen, y activar asi toda la
respuesta inmune especifica.

Se ha probado que la linfoquina TSLP (thymic
stromal lymphopoietin) actiia sobre las CD CD11c+
que son inductoras potentes de los LTCD4-Th2, cuyo
rol en las patologias alérgicas es indiscutido. Recien-
temente, Kleinjan (2011) confirmé que la TSLP esta
presente en la mucosa nasal, y, que influencia la in-
teraccién CD — LT a favor de los LTCD4-Th2. Otro
grupo de investigadores evalua la actividad de la
hormona del crecimiento humana recombinante en
pacientes portadores del HIV, al observar la recons-
titucién del timo por mecanismos no muy claros
aun. En los ultimos anos, se demostré que el recep-
tor para la IL-7 (IL-7R) es un objetivo transcripcio-
nal de Notch, que controla el temprano desarrollo
de los LT humanos con la consiguiente expansién de
los progenitores T intratimicos. Las células no-T del
timo son dendriticas que expresan p33 y el factor
de transcripcién Runx 3. Estas células tienen una
funcién tolerogénica, tanto sean convencionales o
plasmocitoides, generando LT-reguladores (LT-reg)
naturales, que son esenciales para la adquisicién de
tolerancia y prevencién de la autoinmunidad.

Numerosos trabajos de investigacion sostienen
que las citoquinas elaboradas por las células epi-
teliales influyen notoriamente sobre los procesos
inmunolégicos, como pueden ser la activacién, los
patrones de migracion celular, la quimiotaxis, la di-
ferenciacién y la proliferacién de los tipos celulares
participantes en la inflamacién alérgica o no.

La TSLP, una citoquina similar a la IL-7, se pro-
bé en ratones y en humanos. En los primeros, su
efecto es sobre la progenie linfoidea mientras que,
en los segundos, lo hace sobre la mieloide. En parti-
cular, la TSLPh se comporta como un activador po-
tente de las células dendriticas inmaduras de linaje
mieloide. No obstante, se ha visto que la TSLP varia
su accionar segun la composicién del infiltrado ce-
lular. Asi, la TSLP secretada por las células epitelia-
les titulares condiciona a las CD para la produccién
de moléculas que favorezcan la inflamacién alér-
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gica. La secrecion de eotaxina e IL-8 atraen a los
eosinofilos, y las CD favorecen la polarizacién de
los LT-CD4-Th2 inflamatorios productores de altas
concentraciones de TNFa. Estas células inflamato-
rias son atraidas por quimiocinas secretadas por las
CD, tales como MDC y TARC, que favorecen la am-
plificacién de la inflamacién alérgica. Se ha demos-
trado que la TSLP, de acuerdo con su localizacion y
el microambiente existente, regula la generacién de
LT con diferentes funciones efectoras. En el timo (6r-
gano linfatico primario) induce la produccién de LT
reguladores involucrados en el mantenimiento de la
tolerancia a lo propio. En la mucosa intestinal per-
mite el equilibrio homeostatico Th2 o la generacién
de la respuesta inflamatoria Thl, y en la piel la ex-
presion de TSLP se relaciona con el eccema atépico.

En el ratén, esta citoquina segregada por las
células epiteliales timicas no solo afecta a las cé-
lulas involucradas en la llamada inmunidad in-
nata, sino también en la vertiente adaptativa. Fue
originalmente clonada de la linea celular estromal
timica Z201R.1, que, al ser cultivada con precur-
sores linfoides de higado fetal murino, favorece el
desarrollo de LB IgM+ (Sims, 2000). Igualmente, el
cocultivo con timocitos no fraccionados resulté en
un aumento de la proliferacién de los timocitos en
concentraciones subdptimas de anticuerpos anti-
CD3 (Friend, 1994). Si se cultivan células estromales
timicas aparece en su sobrenadante la IL-7 y otra
molécula que por cromatografia de intercambio i6-
nico con un perfil de elucién distinto a la IL-7 per-
mitié identificar a la TSLP. La IL-7 induce LB 220+
IgM-, mientras que la TSLP induce LB 220+ IgM+
(Levin, 1999). El receptor para IL-7 (IL-7R) y otra ca-
dena similar a la TSLP (Pandey, 2000; Fujio, 2000)
se expresan en higado, cerebro, médula ésea, timo
y testiculos (Al-Shami, 2004). La creacién de un ra-
tén deficiente en TSLPR mostré que la celularidad
linfohematopoyética era normal, pero que su recu-
peraciéon luego de emplear radiaciones subletales,
a las 4 semanas, mostraba una disminucién con
respecto al ratéon normal, con defecto notorio de
LTCD4+, LTCD8+ y LB del timo y bazo.

Por el contrario, la inyeccién diaria de TSLP en
dicho ratén incrementaba la celularidad timica y
esplénica con acumulaciéon de LTCD4+ en la perife-
ria (Al-Shami, 2004). Todos los estudios realizados
en los seres humanos (TSLPh) sefialan que el recep-
tor para esta citoquina es también un hetero-dime-
ro constituido por el IL-7R y un nuevo miembro de
la familia de las hemopoyetinas bautizado receptor
para la TSLP.

La transfeccién de la linea celular proB Ba/
F3 con este receptor induce respuesta celular a
la TSLPh, pero no a la IL-7 o a la TSLP murina
(Reché, 2001).

A diferencia de la expresion del TSLPR en el ra-
tén, en los humanos es expresado por las células de
linaje mieloide, en especial por las células dendriti-

cas (CD) y los monocitos. La activacion del complejo
receptor-ligando en estas células lleva a la fosforila-
cion de los factores de transcripcion STAT-5 y STAT-
3, y la liberaciéon de quimiocinas como TARC (thy-
mus and activation-regulated chemokine o CCL 17) o
como MDC (macrophage-derived chemokine o CCL 22)
que atraen a LT. De igual manera, se demostré que
CD mieloides tratadas con TSLP incrementan la ex-
presién de moléculas coestimulatorias como CD40
y CD80, y poseen una gran capacidad para hacer
proliferar LTCD4+ virgenes alogénicos (Reché, 2001;
Isaksen, 2002; Urashima, 2005). Funcionalmente,
las CD activadas por la TSLP poseen la capacidad
para activar LTCD4+ virgenes alogénicas hacia un
fenotipo Th2 con secrecién de altas concentraciones
de IL-13, IL-15 y TNF-a, en menor medida de IL-4,
pero nada de IL-10 ni de IFN-y.

Ademas, las CD activadas por la TSLP expre-
san OX40L y no producen IL-12. La interaccién de
OX40L con el OX40 del LT es necesaria para la ge-
neraciéon de un fenotipo Th2 (Soumelis, 2002). Por
ende, la actividad reguladora de TSLPh en la inmu-
nidad adaptativa se logra por su accién sobre la CD
(presentadora por excelencia) y ulterior polarizacién
de los LT hacia Th2. Ello no ocurre con las células
linfoides del ratén que no responden a la TSLPh.

Los corpunsculos de Hassall son grupos de cé-
lulas epiteliales localizadas dentro de la médula
timica que segregan citocinas, y TSLP, que influ-
yen en el desarrollo de los timocitos y sobre las CD
mieloides colocalizadas que expresan un marcador
de maduracién, el DC-LAMP, mientras que las CD
inmaduras se ubican en la corteza y en la unién
cortico-medular del timo y no lo expresan (Wata-
nabe, 2005).

Las CD derivadas del timo que se expusieron a la
TSLP aumentan la expresiéon de marcadores como
DC-LAMP, HLA-DR, CD80 y CD86, que favorecen
la presentacién antigénica a las células linfoideas.
Por otra parte, segregan quimioquinas como TARC
y MDC que atraen Th2, pero no eliminan IL-12 ni
TNF-a, que son proinflamatorias e inducen gran
expansion de timocitos. Estos son principalmente
CD4+ CD8-, y la mayoria expresan CD25, fenoti-
po vinculado con los LT reguladores naturales que
controlan en la periferia la respuesta de los LT efec-
tores (Watanabe, 2005). Los timocitos CD4+ CD25+
estimulados por TSLP-CD presentan una baja proli-
feracion frente a un estimulo, expresan el factor de
transcripcién Fox-p3 e inhiben la capacidad proli-
ferativa de los LTCD4+ CD25-, estimulados por un
anti-CD3 o un anti-CD28. Ademas, se demostré que
la induccién de estos LT — reg depende de la interac-
cién con moléculas de clase II del complejo mayor
de histocompatibilidad (CMH), de CD80 y de CD86,
al igual que de la IL-2. Los estudios hechos con LT
virgenes de la periferia estimulados con TSLP-CD
muestran que, a diferencia de los timocitos, los LT
periféricos NO se diferencian en un fenotipo regu-
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lador CD4+ CD25+ Fox-p3+, lo que asevera la im-
portancia del microambiente timico en la diferen-
ciacién. Esto sugiere que las células autorreactivas
que superan el umbral de afinidad para la seleccion
NEGATIVA estarian sometidas a un proceso de se-
leccién adicional al final de su maduracién que, a
través de TSLP-CD, posibilitaria su diferenciaciéon
en el LT-reg que mantienen la tolerancia periférica.
En los érganos linfoides periféricos o secundarios, se
mantienen las células maduras y se encuentran con
el antigeno sin generar un fenémeno inflamatorio,
lo que Jameson definié en 2002 como “expansion
homeostatica de las células T”. En el compartimien-
to de las células T de memoria se definieron subpo-
blaciones que se distinguen en su capacidad proli-
ferativa, los patrones de migracién y sus funciones
efectoras. Asi, se reconoce actualmente la existencia
de LT de memoria central (LT-mc) y LT de memoria
efectora (LT-me). Los primeros tienen patrones de
migracién a los érganos linfaticos secundarios, una
funcion efectora limitada, pero proliferan y adquie-
ren funciones efectoras frente a un nuevo desafio
antigénico. Los segundos migran a los tejidos peri-
féricos no linfoides, secretan rapidamente citoqui-
nas efectoras frente a la estimulacion antigénica,
pero poseen una capacidad proliferativa limitada
(Lanzavecchia, 2005). Se identific6 una subpobla-
cién de LTCD4+ que expresan el receptor para la
prostaglandina D2 que, a su vez, pertenecen a los
LT-mc con un potencial de polarizacién hacia una
respuesta Th2, por las citoquinas que segregan. Por
su parte, las TSLP-CD inducen una expansion sos-
tenida después de multiples estimulaciones de estos
LT hacia el fenotipo Th2, aunque ocurre lo contrario
si se los trata con anti-CD3/anti-CD-28, que los lleva
a LT-me y luego a Thl (Wang, 2006). Se describié
que las CD presentes en la lamina propia intestinal
emiten prolongaciones a través de las uniones de las
células epiteliales para detectar las bacterias de la
flora intestinal que se hallan en el lumen (Rescig-
no, 2001). En ausencia de un patégeno, estas células
poseen la capacidad de promover la diferenciaciéon
de los LT hacia los Th2 (Alpan, 2001). También in-
ducen a los LB —plasmocitos IgA+ en un microam-
biente no inflamatorio Th2. Este condicionamiento
de las CD intestinales depende del microambiente
local, ya que las CD del colon inducen una respuesta
Th2, aun en presencia de un estimulo antigénico in-
ductor de respuesta Th1. En la piel sana en condicio-
nes no inflamatorias la gran mayoria de LT son Thl
y expresan el marcador CLA (cutaneous lymphocyte
antigen), y son células T-me (Clark, 2006).

La primera evidencia de la asociacion de TSLP
con enfermedades alérgicas humanas fue descrita
en la dermatitis atépica que presenta una respues-
ta a LTCD4-Th2. Biopsias de piel con dermatitis por
sulfato de niquel corroboraron ambos hallazgos:
el de la citoquina y el de la subpoblacién Th2. En
esta piel se detectan ademads CD con el marcador

de activacion LAMP, que, al parecer, migraron de la
epidermis a la dermis. Estos casos se acompafian de
niveles séricos de IgE elevados. Los ratones deficien-
tes del TSLPR no desarrollan inflamacién pulmonar
a antigenos inhalados y tienen una respuesta Th1l
con altos niveles de IL-12, IFN-y y bajos valores de
IL-4, IL-5, IL-13 e IgE. Todo ello refuerza el papel de
la TSLP en la atopia.

Relacién entre el sistema nervioso central y el
timo y la médula 6sea. El primero es el mads estu-
diado, dado que la médula 6sea presenta dificulta-
des para identificar a aquellos que estén vinculados
estrechamente con los vasos sanguineos. En el timo
humano, fibras nerviosas liberadoras de TH (tiro-
sina hidroxilasa), DBH (dopamina b-hidroxilasa),
NPY, SP, neuroquininas A and B, CGRP, VIP y NA
fueron halladas, siendo la dltima la mas abundan-
te. El NPY se localiza junto a las fibras de NE que
entran al timo por la capsula o con las arteriolas su-
perficiales. Las fibras de SP, CGRP y de VIP se ubican
cerca de los mastocitos.

Ya Szent-Gyorgy, en 1964, y Vittadini, en 1966,
postularon una relaciéon entre el hipotdlamo-
hipdfisis y el timo, que hoy adquiere interesante
relevancia en varios grupos de investigacién. La
hipdéfisis a través de la TSH—T4 = estimulacion ti-
mica y, por el contrario, ACTH—corticoides mas
gonadotrofinas—testosterona = inhibicidén timica.
Casi medio siglo después, los investigadores sostie-
nen la existencia de un eje hipotdlamo-hipofisa-
rio-timico, con nuevos elementos, y con actividad
de neuropéptidos no descubiertos en aquel enton-
ces. Ello abre infinitas posibilidades de investiga-
cién tanto a nivel inmunoldgico como farmacol6-
gico por el desarrollo de estas dos ciencias en la
actualidad.

Histofisiologia del timo y de los 6rganos lin-
faticos

Estos 6rganos son aquellos en los que los linfoci-
tos maduran, se diferencian y proliferan. Se dividen
en dos grandes grupos: los primarios o centrales y los
secundarios o periféricos.

Células primitivas totipotenciales o pluripoten-
ciales o stem-cells o células reticulares primitivas o
hemocitoblastos provenientes del saco vitelino y del
higado fetal dan origen a las progenies eritroidea y
mieloidea, que originan a los eritrocitos y a los gra-
nulocitos, ya que los linfocitos derivan de un proge-
nitor linfoideo.

Los primarios o centrales son el timo y la médu-
la 6sea, mientras que los secundarios o periféricos
son el bazo, los ganglios linfaticos, el apéndice, las
amigdalas, las adenoides, las placas de Peyer del in-
testino y el tejido linfoideo asociado a las mucosas
(MALT), cuyos mas grandes exponentes son el intes-
tinal (GALT) y el bronquial (BALT).

En los primarios maduran los LT y los LB sin estar
presente el antigeno ni necesitarlo.
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El timo es un drgano linfoepitelial, bilobulado
que deriva del endodermo y —como ya se expreso—
de las 3¢ y 4¢ bolsas faringeas. Durante el desarro-
llo fetal, aumenta mucho de tamano y alcanza su
maximo en el nacimiento, y luego involuciona len-
tamente hasta la pubertad para mantenerse muy
pequeno en la edad adulta. Posee una corteza y
una médula, y la primera se divide en superficial
y profunda. La corteza exhibe linfocitos de varios
tamarfios (timocitos), la mayoria de ellos inmaduros
que, al madurar, entran a la médula y de alli a la
circulacién sanguinea donde son transportados a
los 6rganos linfoideos secundarios para encontrar
en ellos -y no en otro lugar- al antigeno.

El timo posee células no linfoideas; asi, existen
células epiteliales especializadas o células nodriza o
nurse, células dendriticas epiteliales y células dendri-
ticas interdigitadas.

Las dos primeras abundan en la corteza, y las
altimas en la médula donde hay células epiteliales
adyacentes a los corpunsculos de Hassall. Los ma-
crofagos se encuentran en la unién corticomedular.

Las células nurse albergan en sus senos citoplas-
maticos a los timocitos; las dendriticas epiteliales
con moléculas del CMH de las clases I y II seleccio-
nan a las células utiles para el reconocimiento an-
tigénico.

Las células epiteliales forman las “hormonas”
involucradas en la maduracién T (timopoyetina, ti-
mopentina, timosina a-1 o B-1, fracciéon 5 y TSLP).
La corteza superficial contiene entre un 5% y un
10% de timocitos; la profunda (que es la mas rica)
entre un 75% y un 80% y la médula de un 8% a
un 10% de los timocitos. La célula madre entra al
timo y alli sufre una serie de transformaciones que
se conocen con el nombre de ontogenia T, es decir,
unos pasos fisiolégicos que los llevan a la madura-
cién como célula T.

Asi, el PRO-T exhibe la enzima TdT o desoxi-nu-
cleotidil-transferasa-terminal, los marcadores CD2,
cCD3, CDS5, CD7, CD45RO, genes de la cadena B del
RcT, son doble negativas porque no tienen ni CD4
ni CDS8, y se pueden subdividir en CD25-CD44+,
CD25+CD44+ y CD25+CD44-; el PRE-T muestra a
la TdT, los CD2, cCD3, CDS5, CD7, CD45R0O, cadena
B del RcT y genes de cadena a del RcT , CD4 y CD8
(doble positivas) y CD1.

Por fin, el T maduro o simple positiva tiene CD4
o CD8, sCD3, CD2, CDS5, CD7, CD45RA que pasa
a CD45RO si activa al antigeno, y, RcT a o RcT y3
segun el caso.

E1 70%-75 % son CD4 y el 25%-30% son CDS8.

Los RcT ap son de ontogenia timica tardia y, ex-
cepcionalmente, extratimica, mientras que los RcT
yd son de ontogenia timica muy temprana y extra-
timica probable.

Se llama “seleccién positiva” cuando los LT
aprenden a “ver” y reconocer al CMH propio, mien-
tras que se llama “seleccién negativa” cuando reco-

nocen a antigenos propios con alta afinidad y, por
ende, deben ser delecionados para evitar los fendme-
nos de autorreactividad y autoinmunidad ulterior a
través de la apoptosis o muerte celular programada.

Cuando el LT “toca” a una molécula de clase I en
la dendritica epitelial, expresara CD8y, viceversa, si
“toca” a una de clase II solo expresara CD4; por eso
las dendriticas tienen gran contenido de moléculas
del CMH. Si quedase algun LT autorreactivo que no
fuera delecionado y “escapase” a estos mecanismos
de control de la tolerancia central, las células epite-
liales interdigitadas y los macréfagos trataran de in-
ducirles un estado de “anergia” clonal o no respues-
ta ante autoantigenos, para conservar la tolerancia.

El CD3 constituye una importante molécula ac-
cesoria en la estructura del RcT; es un pentamero
compuesto por 5 cadenas proteicas (y de 21 kDa; 6
de 25 kDa; ¢ de 25 kDa y 2 85 de 16 kDa) que envian
sefiales al interior de la célula.

Las “hormonas” timicas

En 1855, el fisidlogo Starling acufié el vocablo
hormona para el concepto fisioldgico de mensa-
je quimico, que desde entonces quedd firmemente
establecido. Desde 1961, Auerbach, Nossal y Levey
sostuvieron que el organismo tendria otro meca-
nismo de mensaje fisiolégico que seria el celular y
enfatizaron en que seria el timo el responsable de
dicha funcién. Células originadas en el timo o que
en este 6rgano reciben un mensaje o cédigo quimico
irian luego a otros érganos linfoideos a cumplir con
su papel fisiol6gico, fuera este constituir un nuevo
clon o familia celular, o transferir a otras células el
c6digo quimico que portaban. Esta seria la funcién
celulomisatica (de missaticum = “mensaje”, y este a
su vez de mittere = “enviar o mandar un mensaje u
orden”). Esta interpretacién no dista mucho de los
conceptos actuales acerca de las funciones del timo
y sus presuntas relaciones con el sistema nervioso
central y el sistema endocrino, aunque haya toda-
via mucho por esclarecer.

1. La timulina es un nonapéptido que posee el
ion zinc (Zn), tan importante en la inmunologia,
producido por las células epiteliales timicas exclusi-
vamente. El Zn parece ser el responsable de la activi-
dad bioldgica de esta molécula que esta involucrada
con la diferenciacién linfocitaria T tanto intra como
extratimica. También se demostré que su produc-
cién y secrecion esta fuertemente influenciada por
el sistema neuroendocrino, y también se presume
que la timulina ejerceria acciones sobre el eje hipo-
talamo-hipofisario.

En un modelo experimental animal, se unié el
gene de la timulina a un vector de adenovirus y se
inyecté intramuscularmente a ratones “desnudos”
(nude) y a ratas envejecidas, restituyendo la funcién
linfocitaria en ambos casos a partir de los miocitos
inoculados. Llamada antiguamente facteur thymique
serique por Bach en 1977, sigue un ritmo circadiano,
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y los niveles fisiolégicamente elevados de ACTH se
correlacionan de forma positiva con los niveles plas-
maticos de timulina. Recientemente, la timulina se-
ria un efector de los mediadores proinflamatorios
o citoquinas. Un péptido andlogo de la timulina
(PAT) posee efectos analgésicos en altas concen-
traciones y especialmente efectos neuroprotectores
antiinflamatorios en el sistema nervioso central y
en particular sobre los astrocitos. Fue asociada por
Wade (1985) con la anorexia nerviosa.

2. La timosina, fraccion 5, de origen bovino, con
un peso molecular (PM) entre 1000 y 15.000, cons-
tituye una familia de polipéptidos termo y dcido es-
tables, que provoca la diferenciacién T y potencia la
funcién inmunitaria en modelos experimentales y
humanos. Se la subdivide en timosina al, timosina
a2, timosina a3 y timosina f4, con similares efectos
biologicos dependiendo del modelo experimental
animal utilizado para tal fin.

3. La timopoyetina, de origen bovino, con un
PM de 5560, que comprende a un residuo de 49 ami-
noacidos, es termoestable y produce la diferencia-
cién de los linfocitos pretimicos, aunque determina
in vivo una alteracién retardada de la transmisién
neuromuscular.

4. La timosina al, de origen bovino, con un PM
de 3100, que abarca un residuo de 28 aminodcidos
termoestables, aumenta la respuesta de los linfocitos
de rata a los mitégenos con incremento de células Thy
1, 2 +y Lyt 1,2,3 +, modulando la actividad de la TdT.

5. La timoestimulina, de origen bovino, con un
PM de 12.000, es una familia de polipéptidos poco
caracterizada, y produce marcadores y funciones es-
pecificos de los LT tanto en el animal inmunosupri-
mido como en el paciente con déficit inmunitario;
en la rata incrementa la produccién de IFN provo-
cada con Poli IC.

6. El factor humoral timico, de origen bovino,
con un PM de 3200, es un polipéptido (residuo de
31 aminodcidos) termoldbiles, restaura la reaccién
GVH en esplenocitos de ratones timectomizados
neonatalmente y aumenta la respuesta a la Con-A'y
a la PHA de los esplenocitos normales.

7.- El factor timico sérico, de origen porcino y
murino, con un PM de 860, y que corresponde a un
residuo de 9 aminodcidos termoldbiles, aumenta la
generacion de células citotéxicas T in vivo e in vitro.

8.- La timosina-alfa-1 (al) es un péptido recom-
binante anadlogo al natural sintetizado en el timo,
que inhibiria la replicaciéon viral, el crecimiento
neopldsico y aumentaria la diferenciacién linfocita-
ria T y de NKC con produccién de IFN-y, IL-2 e IL-3,
reduciendo la apoptosis de los LT.

Los niveles de hormonas timicas circulantes, tan-
to en el hombre como en el animal de experimen-
tacion, tienden a bajar con la edad paralelamente a
la involucién morfolégica del timo hasta llegar a ser
practicamente indetectables en el hombre después
de los 60 afios de edad.!-#3-4-5-6-9-10-11-12

Aqui, se exponen los datos obtenidos experimen-
talmente con “hormonas timicas”: 1) de origen hu-
mano (timoestimulina), 2) de origen bovino (timo-
modulina), y 3) un péptido recombinante de sintesis
de laboratorio (timosina alfa-1) sobre la actividad
de los linfocitos de pacientes atdpicos y no atdpicos
de diversas edades, cuantificando los niveles de la
IL-4 y del IFN-gamma producidos en un medio de
cultivo celular.

Materiales y métodos

1. “Hormona timica humana o timoestimulina hu-
mana”

Se obtuvo a partir de timos humanos de nifios
entre los 5 y los 10 afios de edad fallecidos por ac-
cidentes viales en pleno estado de salud, merced a
una acordada de la Corte Suprema de Justicia de la
Nacién tramitada a través de la Morgue Judicial de
la ciudad de Buenos Aires bajo la direccion del Prof.
Dr. Haroldo Nelson Donnewald (en su momento),
luego de presentarse un protocolo de investigacién
aprobado éticamente por dicho organismo. Los 6r-
ganos obtenidos fueron pesados y estudiados histo-
patolégicamente (cortes parafinados coloreados con
hematoxilina-eosina) para valorar la viabilidad e
integridad de los tejidos antes de proceder a la sepa-
racién de las células constitutivas. De tal manera,
los érganos muy deteriorados o hemorrdgicos fue-
ron descartados en consideracién al sufrimiento ce-
lular y a una presunta alteracién de la produccién
de los factores timicos a estudiar.

2. Homogeneizacion de los tejidos

Los 6rganos seleccionados en buen estado fueron
cortados en trozos pequerios y sometidos a un ho-
mogeneizador del tipo Virtis a bajas revoluciones,
para lograr una papilla que posibilitara los pasos
ulteriores. El unico agregado posible en este paso
fue la solucién fisiolégica a pH 7,2, a razén de 3 ml
por cada gramo de tejido. Una vez obtenido este ho-
mogenado fue sometido a centrifugacion a 14.000 g
en centrifuga refrigerada, separandose un depdsito
y un sobrenadante. Este, a su vez, fue tratado con
acetona para lograr su deslipidizacién, y con sulfato
de amonio al 50% para eliminar las proteinas séri-
cas contaminantes. Todo precipitado fue eliminado,
y ulteriores didlisis contra solucién fisiolégica a pH
7,2 prepararon el producto para ser sometido a las
columnas de Sephadex G-50.

3. Cromatografia en columnas de Sephadex G-50

Se utilizé una columna de Sephadex G-50 que
tenia 780 mm por 22 mm y que se equilibré y se
eluy6 con buffer fosfato y CINa 0,15 M a pH 8 y a
4° C. Tres y medio mililitros del sobrenadante fue-
ron sembrados, y alicuotas de un mililitro del elui-
do fueron recogidas en el colector de fracciones con
una velocidad de 20 ml/min. El contenido proteico
de cada eluido fue determinado por absorbancia a
280 nm de densidad 6ptica en un espectrofotémetro
Metrolab y medido cuantitativamente por el método
de Bradford.
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4. Pesos moleculares

Una serie de proteinas de peso molecular conoci-
do usadas como marcadores proteicos, tales como la
lisozima (PM. 19,5 kDa), el inhibidor de la tripsina
(PM. 28,8 kDa), la anhidrasa carbénica (PM. 37,1
kDa), la ovoalbumina (PM. 54,5 kDa), la albumi-
na sérica bovina (PM. 97 kDa), la B-galactosidasa
(PM.115 kDa) y la miosina (PM. 205 kDa) (Bio-
Rad lote 161-0318), se aplicaron a una columna de
Sephadex G-200 de 780 mm por 22 mm que se equi-
libro, y se eluy6é con un buffer PBS-CINa 0,15 M a
pH 8 y a 4° C. Un mililitro de cada sustancia fue
recogida y sometida al espectrofotometro Metrolab
a una densidad éptica de 280 nm. La concentracion
proteica de los marcadores fue de 13,5 mg en un vo-
lumen de 1,5 ml, mientras que el extracto de timo-
estimulina tenia 147 mcg en un volumen de 3,5 ml
(42 mcg/ml).

5. Electroforesis en gel de poliacrilamida

El SDS-PAGE fue preparado por el método de
Laemmli empleando el gel al 15% y corriéndolo en
un aparato Mini-Protean II durante 2 horas a 120 V.
Veinte microlitros de timoestimulina fueron carga-
dos en orificios separados en condiciones diferentes
de reduccion y calentamiento para la detecciéon de
proteinas con azul brillante de Coomasie R-250 y
luego la transferencia a una membrana de nitro-
celulosa.

6. Pacientes y muestras de linfocitos

Se seleccionaron 30 sujetos afectados de rinitis
perenne, de rinitis estacional y de asma bronquial
extrinseca, con antecedentes heredofamiliares de
atopia, y con valores de IgE sérica total superiores
a 210 + 74 KU/L. Presentaron pruebas cutdneas de
hipersensibilidad inmediata francamente positivas
a acaros, blatidos, hongos anemdéfilos y pélenes de
diversas familias autéctonas. Sus edades estaban
comprendidas entre los 22 y los 78 afos y eran 20
mujeres y 10 varones en buen estado de salud ge-
neral, y o6lo sometidos a medicacién antialérgica
convencional (anti-H1 y B2 agonistas).

Al momento de la toma de la muestra sangui-
nea, para separar sus linfocitos no estaban reci-
biendo inmunoterapia especifica con alérgenos ni
ningin medicamento inmunomodulador. Al mis-
mo tiempo, como controles, se seleccioné a otros 20
sujetos de edades similares, 10 mujeres y 10 varo-
nes, no atépicos, cuyas IgE séricas totales eran de 18
+ 15 KU/L, carentes de enfermedad respiratoria y/o
dermatolégica alguna ni de antecedentes heredo-
familiares sospechosos de atopia cuyos linfocitos
fueron sometidos a idéntico experimento que el de
los atdpicos. Asi, 10 ml de sangre venosa obtenida
en ayunas fueron sometidos a la técnica de Boyum?’
para separar los linfocitos en un gradiente de Ficoll-
Hypaque (densidad 1.077 g/cm?®) y luego conservar-
los en un medio de cultivo tal como el RPMI 1640
(Gibco).

Todos los linfocitos estuvieron separados por pa-

ciente para valorar el efecto etario y su relacién con
la activacion por las 3 “hormonas timicas”. Estos
péptidos fueron esterilizados (salvo los de la indus-
tria farmacéutica que estaban envasados en viales)
por pasaje a través de un filtro Millipore de 0,22 p
antes de ser incorporado al cultivo celular.

7. Dosajes de IL-4 e IFN-gamma en el cultivo celular

A un mililitro de la suspensién linfocitaria, cuya
viabilidad se valoré microscépicamente mediante
un frotis coloreado con Giemsa, se lo incubé con 10
mcg/ml de timoestimulina humana, con 4 mg/ml
de timomodulina bovina y con 1,6 mg/ml de
timosina-a-1, separadamente durante 24 horas, al
cabo de las cuales se centrifugé la suspension y se
midié la cantidad de IL-4 e IFN-gamma producidos,
por el método de ELISA,*” empleando un antisuero
de ratén contra la IL-4 e IFN-gamma humanas (Sig-
ma Chemical Co. Clone n° 34019.111). Un sistema
indicador enzimatico PAP-anti-PAP facilité su medi-
cién en la lectora correspondiente. Esta metodologia
se aplicé con los linfocitos provenientes de sujetos
atépicos y de las personas no atépicas que sirvieron
de grupo control de la experiencia.

8. Analisis estadistico de los resultados

La comparacién entre los grupos en estudio fue
realizada por medio del método de la t de Student y
del anadlisis de la varianza. Todos los métodos esta-
disticos presentaban dos colas; el valor de la p me-
nor a 0,05 fue considerado de significacion.

Resultados

1. Los timos humanos obtenidos pesaron entre
4,4 gry 50,5 gr en un paralelismo con la edad del
occiso, consignandose un promedio de 26,86 gr
para los 21 érganos viables estudiados histol6gi-
camente y que exhibieron integridad morfolégica
tanto de la corteza como de la médula.

2. El fraccionamiento del sobrenadante del
homogeneizado humano a través de la columna
de Sephadex G-50 exhibié la presencia de 3 picos
proteicos correspondientes a los tubos 12-17; 33-37
y 39-43, cuyos contenidos proteicos medidos por
el método de Bradford fueron de 42 mcg /ml en
total.®

La sumatoria de estos picos proteicos fue deno-
minada aleatoriamente como timoestimulina hu-
mana”, con la cual se realizaron los experimentos
con los linfocitos de normales no-atdépicos y de ato-
picos sintomaticos de diferentes edades para valo-
rar el efecto estimulante si lo hubiere.

3. El SDS-PAGE revel6 la presencia de por lo
menos 3 grupos de bandas proteicas con pesos
moleculares aproximados de 15-20 kDa el prime-
ro, de 28-30 kDa el segundo y de 50-60 kDa el
tercero.

4. Las concentraciones de la IL-4 en el medio
de cultivo linfocitario de las diferentes muestras
analizadas revel6 resultados dispares segun el
grupo estudiado. Asi, los linfocitos controles de
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no atdépicos estimulados con timoestimulina hu-
mana mostraron valores decrecientes con la edad,
pero con una media de 3,5 Ul/ml y un DE + 1,643,
dado que el valor maximo fue de 5,20 Ul/ml (a los
30 afios de edad) y el menor de 0,80 Ul/ml (a los
70-79 anos de edad). Los valores del IFN-gamma
revelaron una media de 5,2 Ul/ml y un DE de 0,82
con un maximo entre los 30 y 55 afios y un mini-
mo entre los 70-79 afios. Por su parte, los linfocitos
de no atépicos fueron tratados con la timomodu-
lina bovina, observandose una media de 3 Ul/ml
y un DE * 1,623 con un valor mdximo de 5,40 Ul/
ml (a los 30-39 afios) y un minimo de 1,50 Ul/ml
(a los 70-79 afos). El IFN-gamma fue de 4,1 UI/ml
y el menor de 0,98 Ul/ml, a los 45 y 65 afios. Por
ultimo, al incubarlos con timosina a-1 se observd
un promedio de 1,791 Ul/ml con un DE+ 1,487 con
un valor maximo de 3,15 Ul/ml (a los 20 afios) y un
valor minimo de 0,20 Ul/ml (a los 70 afos), mien-
tras que el IFN-gamma fue de 2,95 Ul/ml a los 20
afios y de 0,90 Ul/ml a los 70 anos. La significa-
cioén estadistica de estos hallazgos fue la siguiente:

p=0,50,p=0,10y p=0,50, respectivamente, en los
3 grupos descriptos.

Dentro del grupo de linfocitos atépicos, los va-
lores hallados fueron muy distintos. Asi, los incu-
bados con la timoestimulina humana expresaron
un promedio de 19,80 UI/ml con un DE * 3,46, mos-
trando un pico maximo a los 40 afios y un minimo
a los 70 afios; los estimulados con la timomodulina
bovina exhibieron una media de 7,258 Ul/ml con
un DE + 1,34, mostrando un pico a los 30 afios y
un minimo a 70 afios, mientras que, por ultimo,
aquellos estimulados con timosina-al revelaron
un promedio de 5,866 con un DE + 3,02, con un
maximo a los 20 afios y un minimo a los 70 afios.
Valores muy similares se lograron con el IFN-gam-
ma a predominio de la timoestimulina humana
con un pico entre los 30 y 50 afios y un minimo a
los 79 anos, con valores de 23 Ul/ml como maximo
y un minimo de 8 Ul/ml. La significacién estadis-
tica de estos hallazgos fue la siguiente: p < 0,0001,
p = 0,001 y p = 0,50, respectivamente, para los 3
grupos estudiados. (Tablas 1y 2).

Tabla 1. Valores de la il-4 en el sobrenadante del cultivo celular de linfocitos de atopicos (en Ul/ml).

Edades Incubados con Incubados con Incubados con
timoestimulina humana timomodulina bovina timosina a-1 recombinante
20-29 16,20 8,10 6,20
30-39 20,00 10,70 8,10
40-49 24,10 9,25 10,00
50 - 59 22,55 8,70 5,20
60 - 69 20,70 4,10 4,40
70-79 15,30 2,70 1,30
X: 19,80 X: 7,258 X: 5,866
DE: + 3,46 DE: + 1,34 DE: + 3,02

Significacion estadistica:

Entre timoestimulina humana y bovina p < 0,0001.
Entre timoestimulina humana y recombinante p < 0,001.
Entre timodulina bovina y recombinante p = 0,50.

Tabla 2. Valor del IFN-¥ en el sobrenadante del cultivo celular de linfocitos de no-atopicos (en Ul/ml).

Edades Incubados con Incubados con Incubados con
timoestimulina humana timomodulina bovina timosina a-1 recombinante
20-29 38,50 22,70 18,70
30-39 35,20 5,40 2,90
40 - 49 35,10 4,70 2,50
50 - 59 32,70 2,20 1,20
60 - 69 31,10 2,00 0,80
70-79 32,78 1,50 0,20
X: 3,50 X: 3,00 X:1,791
DE: = 1,643 DE: 0,623 DE: = 1,227

Significacion estadistica:

Entre timoestimulina humana y bovina p = 0,50.

Entre timoestimulina humana y recombinante p = 0,10.
Entre timomodulina bovina y recombinante p = 50.
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Discusion

Desde hace varias décadas que se conoce el pa-
pel crucial que desempefia el timo en la ontogenia
y en la homeostasis del sistema inmunoldgico, tal
como se resumiera en la introduccién.

Desde que se sospeché que el timo podia des-
empefiar un papel “endocrino”, se efectuaron nu-
merosas investigaciones tendientes a identificar
la posible “hormona” y, asi, Metcalf (J. Cancer.
1956;10:442) encontrd que los extractos (muy cru-
dos por cierto) de la zona medular eran mucho mas
activos que los de la corteza, hallazgo experimen-
tal que concuerda con la naturaleza histolégica de
las dos porciones timicas.

Este autor demostré que un extracto acuoso
termoldbil de timo de rata era capaz de aumen-
tar el numero de linfocitos circulantes en ratas de
poca edad.

Levey, Trainin y Clark (J. Natl. Cancer Int. 1963;
31:199) demostraron, por otra parte, que la admi-
nistracién de extractos timicos de conejo a ratas
adultas incrementaba la incorporacién de precurso-
res radioactivos en el ADN y proteinas a nivel de los
ganglios linfaticos, hecho no lograble con la inyec-
cioén de otros 6rganos linfoideos.

El periodo critico durante el cual el timo influye
en el desarrollo inmunolégico debe situarse en la
vida embrionaria y en el periodo perinatal inmedia-
to. De hecho, numerosas experiencias clasicas asi lo
avalan, pues la timectomia realizada en estas fases
tiene consecuencias gravisimas en los animales de
experimentacién, del mismo modo que las deficien-
cias primarias (totales o parciales) en el ser humano
condicionan cuadros clinicos de déficit de la inmuni-
dad celular (T-dependiente) de indudable trascenden-
cia aunque, en estos casos, los mecanismos puedan
ser mas complejos e involucren otros factores en su
génesis. Por el contrario, esta intervencién en la edad
adulta no provoca grandes modificaciones (Miller
(Nature [Londres]. 1961;191:248) y, hasta en casos
muy especiales (miastenia gravis con timoma), su re-
seccion induce mejorias clinicas indudables.

Los astrocitos y las células epiteliales timicas pa-
recen poseer un origen comun y elaboran un grupo
de péptidos, transmisores, hormonas y citoquinas
que funcionan como reguladores paracrinos y au-
tocrinos.

El timo y las quimioquinas TARC, TSLP y
CTACK son responsables de la atraccién y el trafico
de los LTCD4-Th2 en la piel de los pacientes atépicos
que sufren de eccema crénico, y parecen cumplir un
papel relevante en el mantenimiento de dicha afec-
cién con las modificaciones histoldgicas in situ que
ello significa.

Burnet (Scient. Am. 1962;206:50), intentando re-
saltar lo mads importante de lo tratado sobre el timo
en un simposio, sefialé que sus factores hormonales
eran responsables de:

1. la regulacién de la linfopoyesis in situ; 2. el

mantenimiento de la viabilidad del timocito que va
a colonizar un érgano linfopoyético, y 3. la estimu-
lacién de la linfopoyesis en los tejidos linfoideos con
produccion de plasmocitos, que son los que sinteti-
zan las inmunoglobulinas, y de linfocitos pequefios
responsables de la alergia tardia, pero era prematu-
ro sostener que una misma hormona era capaz de
ejercer todas estas funciones.

Asi, traté de establecer una funcién timotrépica
y otra linfotrépica, mads con criterio pedagégico y
con prudencia investigativa que con pruebas con-
cretas de su hipotesis.

Sin embargo, las interrelaciones (timo vs. siste-
ma endocrino) fueron sospechadas desde 1964 con
los trabajos de Levey (Scient. Am. 1964;211:66).

Se desconoce si el hipotdlamo-hipéfisis ejerce
una influencia sobre el timo, en especial durante
la vida fetal. No obstante, la accién del ACTH y de
los corticoesteroides es bien conocida. Estas hor-
monas producen en forma dosis dependiente inhi-
bicién del timo, y es posible que la hidrocortisona
tenga un papel regulador de la secreciéon timica
y de su actividad celulomisdtica. La inyeccién de
cortisol produce un aumento de las inclusiones
PAS-positivas y la disminucién del nimero de ti-
mocitos en mitosis.

Esta relacion inversa también se observé en el ul-
timo trimestre del embarazo; en cambio, durante el
parto, hay una rapida caida de las inclusiones y de
los corpuisculos de Hassall y un renacer de la activi-
dad mitética. Esto lleva a reflexionar acerca de que
las inclusiones son depodsitos de material secretado
que estimularia la mitosis timocitica y que los cor-
ticoides inhiben su liberacién, tal como lo postula-
ron Csaba, Toro y Bodoky (Z. Mikorsk-anat. Forsch.,
1963;69:467).

Segun Szent-Gyorgy (Perspect. Biol. Med.1964;
7:279), un factor humoral producido por el timo
estimularia el crecimiento y retardaria la madura-
cién sexual. Tanto los estrogenos como la proges-
terona y los andrégenos ejercen efectos inhibidores
e involutivos sobre el timo, aunque la mayoria de
las experiencias se desarrollaron con estrégenos.
En animales irradiados, los estrégenos pueden re-
tardar y potenciar la actividad timolitica de las ra-
diaciones.

La accién inhibidora de las hormonas sexuales
sobre el timo se realizaria a través de las suprarre-
nales, pero no se descarta cierta accién directa, tal
como se probd en animales a los cuales se les ha-
bia extraido la hipéfisis y las adrenales. Vittadini
(Medicina & Higiene.1966;112:6.) demostré que en
nifios pequenos con hipertrofia timica la estrogeno-
terapia inducia una rapida reduccién del tamano
del timo.

Un hallazgo histopatolégico de Damesheck
(Ciba Foundation Symposium, Londres, 1966) es la
hiperplasia del timo en pacientes con tirotoxicosis,
lo cual fue corroborado en animales de experimen-
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tacion al suministrarles tiroxina; ello podria signifi-
car que esta hormona tendria un efecto estimulante
sobre el 6rgano. Esto no implica que el timo funcio-
ne como glandula de secrecién interna auténoma,
pero si que varias hormonas podrian ejercer efectos
positivos o negativos sobre su funcionamiento.

Asi, mientras que la tiroxina tendria un efecto
estimulante, los corticoides y la gonadotrofina ex-
hibirian un efecto inhibidor. Las nuevas investiga-
ciones acerca de un eje hipotdlamo-hipdfiso-timico
tendrian sustento sobre la base de experimentos
realizados décadas atras.

En varios trabajos se discute el condicionamien-
to Pavloviano de la respuesta inmune.

Las ratas a las que se les administra sacarina
como estimulo condicionado junto con el inmu-
nodepresor ciclofosfamida como estimulo no con-
dicionado (pero que en este caso se usa porque
produce ndauseas) se detecté mads tarde que se con-
dicionaban para supresién inmunitaria con la sa-
carina sola. Esta observacién llevé a una serie de
experimentos, en los cuales la inmunidad mediada
por anticuerpos y por células se deprimieron por
condicionamiento.

En un experimento inverso, se utilizé con éxito
también el condicionamiento para reducir significa-
tivamente la dosis de ciclofosfamida que se requiere
para controlar el lupus sistémico en ratones.

Mas alejadamente, los mediadores de los mas-
tocitos también se han podido liberar in vivo por
estimulo condicionado a un olor en cobayos y a un
estimulo audiovisual en ratas.

Este trabajo es la segunda presentacion en nues-
tro pais del empleo de “hormonas timicas” huma-
nas valorando su actividad sobre los linfocitos, tal
como lo hicieron en su momento Bena y Mordoh
(Medicina. Buenos Aires. 1980;40:5-10) sobre la sin-
tesis del ADN de linfocitos periféricos de pacientes
con cancer, no valorando en aquel momento la pro-
duccién de citoquinas, dada la carencia de los reac-
tivos especificos correspondientes.

En este caso, planificamos puntillosamente el
experimento, habida cuenta de los datos discordan-
tes de la bibliografia acerca de la utilidad o no de
los tratamientos con factores u hormonas timicas de
cualquier origen, generalmente animal, en las en-
fermedades ato’picaS.l3»14-15-16-19-20-21»22»23

Al compararse los hallazgos entre los diferen-
tes grupos de linfocitos, se destaca que los contro-
les no _atdépicos tratados con la timoestimulina hu-
mana mostraron una produccién sostenida de IL-4
(3,50 Ul/ml, DE * 1,643) con un descenso paulati-
no hacia los pacientes de edad provecta (grupo de
70 — 79 aiios), lo cual no resulta una novedad con
respecto a los hallazgos de la literatura médica y del
prejuicio sobre la involucién timica. Estos mismos
linfocitos controles tratados con timomodulina bo-
vina presentan un comportamiento muy parecido
al anterior, con un promedio productivo de IL-4 de

3,00 UI/ml con un DE * 1,623 y un descenso no tan
marcado con el avance de los afios.

Por su parte, el empleo de timosina-al parece ser
el menos relevante en la sintesis de IL-4, pues se lo-
gra un promedio de 1,791 Ul/ml con un DE * 1,487
y el valor minimo en el grupo de 70-79 afios, que
obligaria a valorar la liberacién de otras citoquinas
linfocitarias ante su empleo farmacolégico tan pro-
mocionado en infecciones virales crénicas (hepatitis
By C, HIV) y en neoplasias.

Cuando se analizan los resultados obtenidos en
el grupo de atépicos, se valora que espontdneamen-
te estos linfocitos producen mas IL-4 que los contro-
les, aun a edades avanzadas, lo cual es coherente
con la condicién de atopia de los linfocitos donantes
y, curiosamente, la posibilidad de la capacidad de
reaccién independiente de la edad.

Al comparar los grupos no atépico y atdpico es-
timulados con timoestimulina humana, se detec-
t6 una significacién con una p =< 0,00001, lo cual
ratifica la notable estimulaciéon de la “hormona
timica” sobre los linfocitos de los atopicos, medida
en funcién de la produccién de IL-4. La compara-
cién entre los 2 grupos al ser estimulados con timo-
modulina bovina la significacion de la p fue de =<
0,001, y al emplear timosina-a-1, la p fue de < 0,05.
O sea que todas las hormonas empleadas indujeron
una liberacién de IL-4, aunque la mads notoria fue
la de la humana, luego la bovina y, por ultimo, la
timosina-a-1.

Todos estos hallazgos demuestran las propie-
dades linfoestimulantes de las “timoestimulinas”
empleadas, no obstante su parcial purificacién y
la valoracién de otras acciones sobre los linfocitos
humanos.

El objetivo de trabajar con una poblacién de
linfocitos de atépicos pretendié valorar su presun-
ta utilidad en el tratamiento de las enfermedades
alérgicas, tal como algunos autores especularon en
su momento, pero los incrementos de la IL-4 serian
contraproducentes en dichos tratamientos por la
mayor sintesis de la IgE sérica de los tratados, con
las consecuencias clinicas que se podrian presentar.
El aumento del IFN-gamma, con su gran importan-
cia biolégica, no parece contrarrestar los efectos ne-
gativos del incremento de la IL-4.

Estos datos concordarian con los de Lurie y su
equipo, que no encontraron ningun beneficio al tra-
tar a niflos asmaticos atépicos (n = 40) con timuli-
na, ya que otros autores habian encontrado valores
séricos muy bajos de las “hormonas”, atribuyendo
este hallazgo a la disfuncién LTCD4-Th1 atribuida
al proceso respiratorio.

De acuerdo con nuestros datos, las timoestimuli-
nas humana y bovina y, en menor grado, la recom-
binante, favorecerian la funcionalidad LTCD4-Th2,
lo cual es contraproducente, seguin Romagnani y su
equipo, sobre el balance entre ambas subpoblaciones
linfocitarias, que, por otra parte, la inmunoterapia
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convencional con aero-alergenos permite corregir en
la mayoria de los casos, como lo asevera el informe
de la OMS de 1998 (Allergy. 1998;44(53):2-42).

La timoestimulina heteréloga fue probada en
infecciones virales como el herpes zdster y en reac-
ciones graves a vacunas con virus atenuados, en las
enfermedades autoinmunes como la artritis reuma-
toidea y el LES, en patologias neopldsicas acompa-
fiando a los farmacos citotéxicos y a las radiaciones,
en la sarcoidosis, en la candidiasis crénica, en el sin-
drome de Di George, en el defecto de la nucleésido-
fosforilasa y de ADA, en la reaccién de injerto versus
huésped, en el sindrome de Wiskott-Aldrich y en el
sida, con resultados poco convincentes la mayoria
de las veces con su aplicacién.?425-26-27-28-30

Como estos productos son proteinas heterélogas,
su aplicacién reiterada puede desencadenar cuadros
clinicos correspondientes a los tipos I y III de Gell &
Coombs, tal como lo documentamos en un paciente
con herpes zoéster oftalmofacial en la época anterior
a los farmacos antivirales (por ej., aciclovir) que
sufrié brotes de urticaria aguda con angioedema y
rinohidrorrea profusa luego de la aplicacién reitera-
da de timoestimulina bovina.

El paciente present6é pruebas cutdneas positivas
inmediatas al producto convenientemente diluido
segun técnica e IgE-RAST > de 0,35 PRU/ml contra
dicho antigeno (dato no publicado), mejorando con
tratamiento sintomatico y supresion total del far-
maco sospechoso. 35-56-57-58-59-60

No obstante los hallazgos obtenidos, la purifi-
cacion y mejor caracterizacion de estas “hormonas
timicas” podrian permitir conocer si alguna de ellas
posee una actividad mas especifica sobre tal o cual
citoquina o si responde a un fenémeno general de
respuesta del todo o nada.'”'®

Como se advierte, todos estos datos abren un
panorama muy interesante en la revalorizacién del
timo y su presunta participacién en mecanismos
reguladores poco conocidos todavia.33-34-35-36-37-38-39-40

Por otro lado, se intentara vincular los hallazgos
en el timo con la deteccién en los astrocitos de los
mismos animales de las modificaciones de la GFAP
o proteina gliofibrilar dcida y del antigeno nuclear
de proliferacién celular (PCNA) como indice de su
activacién especifica, tal como se sefial6 en traba-

jos previos en el envejecimiento de ratas norma-
les 31,32,41,42,43,44,45,46,47,48,49,50,51,52,53,5
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