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RESUMEN.

El timo inicia su involucion en la infancia e histéricamente se pensaba que no era funcional
en la vida adulta, no teniendo contraindicacion, por lo tanto, para la timectomia de rutina
durante la cirugia cardiotoracica.

Datos mas recientes que se han podido obtener con las nuevas técnicas de estudio de la
funcion linfocitaria, sugieren que el timo permanece activo en la vida adulta y es el
responsable de la produccién de células T normales.

Para investigar los efectos a largo plazo de la timectomia durante el desarrollo inmunolégico
en pacientes pediatricos, examinamos la funcion del timo y las poblaciones de células T
periféricas, asi como inmunoglobulinas, en niflos entre 6 meses y 17 afos, después de la
cirugia correctiva o paliativa de lesiones cardiacas congénitas. Se evaluaron las
consecuencias a largo plazo de la timectomia incidental en la infancia. En este trabajo se
plantea la hipétesis de que la timectomia incidental durante una cirugia cardiotoracica

afecta la funcion linfocitaria en la vida posterior.



INTRODUCCION.

El timo es una glandula que se localiza en el térax, caudal al tiroides, dorsal al esternén y
ventral al corazon y los grandes vasos, que desempefia un importante papel en el desarrollo
de la inmunidad mediada por células.

La eliminacién de este 6rgano meses antes del nacimiento puede evitar el desarrollo de
toda inmunidad celular, lo cual provoca un serio deterioro de las defensas inmunolégicas
que como es bien conocido dependen de los linfocitos T derivados del timo.

Las personas que tienen una falta genética de linfocitos o cuyos linfocitos han sido
destruidos por radiaciones o sustancias quimicas, no pueden desarrollar inmunidad
adquirida y después del nacimiento son susceptibles a infecciones graves. Los linfocitos
son esenciales para la supervivencia del ser humano.

El timo inicia su involucién fisioldgica en la infancia e histéricamente se pensaba que no era
funcional en la vida adulta, no teniendo contraindicacion, por lo tanto, para la timectomia de
rutina durante la cirugia cardiotoracica. Sin embargo, datos mas recientes sugieren, que el
timo permanece activo en la vida adulta y es el responsable de la produccion de células T

normales.

MARCO TEORICO.

1. EL TIMO
1.1 HISTORIA
Segun la etimologia, el término timo deriva de la palabra griega «thymosy», que significa
alma o espiritu. '
Galeno (siglo Il d. de Cristo) atribuyd su funcién a la purificacion del sistema nervioso.
Versalio (siglo XV) teoriz6 que el timo actuaba como amortiguador para proteger los
importantes vasos del mediastino que se encontraban detras del esternén. En el siglo XVIII
se entendia que el timo regulaba de alguna manera la funcién pulmonar fetal y neonatal y
este era conocido como el érgano vicario de la respiracion.?
En 1777, Guillermo Hewson fue el primero en identificar correctamente al timo como una
glandula que modifica la linfa. En 1832, Sir Astley Cooper describié la anatomia de este
organo a través de disecciones detalladas de cadaveres.
Hassall y Vanarsdale, en 1846, emplearon el microscopio compuesto para estudiar la
histologia del timo y describieron las diferencias de este con otros 6rganos linfoides,

especificamente la existencia en él de los corpusculos de Hassall.?



Sin embargo, fue el inmundlogo australiano Miller, en 1961, quien al demostrar el efecto
devastador de la timectomia en el sistema inmunitario, aporté una nocién clara de cual era

su verdadera funcion. 3

1.2 EMBRIOLOGIA

El timo se origina de la superficie ventrolateral y de la porcidn ventral de la tercera y cuarta
bolsas faringeas, respectivamente; elementos derivados de las tres capas germinales.

Su desarrollo comienza en la sexta semana de gestacion. En esta etapa, la bolsa faringea
se divide en dos porciones: una dorsal, que da origen a las glandulas paratiroides inferiores;
y una ventral de donde se deriva el primordio timico.*

En la séptima semana, cada primordio timico migra de manera caudal y medial, desde el
angulo de la mandibula hasta el mediastino anterosuperior, formando una estructura tubular
llamada tracto o ductus timofaringeo. Este tracto comienza en el seno piriforme, perfora la
membrana tirohioidea y emerge entre la arteria carétida comun y el nervio vago. Cursa
posterior al nervio glosofaringeo y lateral a la glandula tiroides y entra al mediastino.®
Hacia la octava semana, los primordios timicos se fusionan en la linea y descienden,
adoptando su posicion caracteristica en el mediastino anterosuperior; la porcion cefalica,
usualmente involuciona (ver figura 1).

Alrededor de la novena semana esta constituido solo por células epiteliales y no es hasta
la décima semana que es invadido por pequenas células linfoides que migran desde el timo
fetal y la médula ésea (MO), formando el tejido linfoide timico. La diferenciacién celular se
completa entre las catorce y dieciséis semanas de gestacion.

El timo crece rapidamente y alcanza un gran peso antes del nacimiento, en relacién con el
peso corporal. Esta ubicado en la parte superior del mediastino anterior y se apoya sobre

el pericardio, al nivel del nacimiento de los grandes vasos. 245



1.3 HISTOLOGIA
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Figura 1: Origen embriolégico del timo.
Modificado de: Keith L. Moore. Embriologia clinica. 92.
edicion. Espafa: Elsevier Saunders; 2013.

El timo es un érgano grueso y bilobulado, rodeado de una capsula de tejido conectivo laxo.

Cada lobulo esta dividido en lobulillos, por tabiques fibrosos y organizados en dos

compartimentos: corteza y médula.

La corteza estda compuesta primariamente de

linfocitos pequefios

intimamente

empaquetados (timocitos) y esparcidas entre estos, escasas células mas voluminosas:

epiteliales (corticales) y mesenquimales. ©



La médula esta constituida por un gran numero de células epiteliales (medulares) y pocos
linfocitos pequefios. Las células epiteliales componen el esqueleto o armazon del timo, son
llamadas células cuidadoras (del inglés «nurse cells») y son funcionalmente esenciales para
la maduracion de los timocitos. La médula timica posee, ademas, nidos de células
epiteliales maduras queratinizantes denominados corpusculos de Hassall (ver imagen 1).
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También contiene células dendriticas, macrofagos y células miodes, que aparentemente
degeneran y desaparecen durante el desarrollo fetal, pero constituyen una posible fuente
de antigenos musculares y son de gran interés por su participacion en la patogenia de la
miastenia gravis.

El timo presenta un gran numero de vasos sanguineos flexibles y de linfaticos eferentes,
que drenan a los nédulos linfoides mediastinales y carece de foliculos linfoides que
aparecen cuando existe una hiperactividad timica.” 8

Se han descrito dos modelos de desarrollo de las células epiteliales timicas. El primero se
refiere a que células progenitoras endodérmicas dan origen a una célula progenitora timica
o «stem cell» y que ésta, a su vez, origina dos células progenitoras epiteliales: cortical y
medular, respectivamente, que dan lugar a estos dos tipos celulares epiteliales. El segundo
modelo propone que la célula progenitora endodérmica origina directamente a los
progenitores epiteliales cortical y medular.

En este proceso de organogénesis del timo participan diferentes genes que codifican para
factores transcripcionales, entre ellos: Hoxa3, Pax1, Pax9, Eya1 y Foxn1. Estos productos
génicos son indispensables para desencadenar una cascada de eventos que incluyen:

iniciacion, posicion, crecimiento, separacion y diferenciacion del tejido timico. "8

2. MADURACION TiMICA
La maduracién timica consiste en tres procesos relacionados:
1.- Migracion y proliferacion: Las células pre-T que nacen en la médula 6sea migran a través
del timo, donde algunas son estimuladas, con lo que pasan a la médula timica, desde donde
son liberadas a la circulacién como células T maduras (con los consiguientes marcadores
de superficie, incluyendo TCR, CD4 o CD8) y otras células pre-T mueren.
2.- Diferenciacion: El fenotipo maduro de las células T se desarrolla en el timo, es decir, las
células pre-T en el timo adquieren las moléculas de superficie de las células T maduras con
funciones de reconocimiento de antigenos y activacion de las células T, esta maduracion
funcional consiste en la capacidad de ejercer acciones cooperadoras o citoliticas que
dependen fundamentalmente de la adquisicion de esas moléculas.
3.- Seleccion: El repertorio maduro de células T antigeno- especificas, restringidas por el
complejo de histocompatibilidad mayor (MHC) propio, se selecciona en el timo.
Todos los individuos contienen los mismos genes que codifican para el receptor de células
T (TCR) en el genoma. Estos genes del receptor de células T deben poder codificar para el

reconocimiento de cualquier antigeno (propio y no propio) asociado a cualquier molécula



del complejo de histocompatibilidad mayor (también propias o no propias) cuando los
diferentes receptores de células T con diferentes especificidades se han expresado en la
superficie de los diferentes clones de células T en desarrollo, ese repertorio es modificado,
mediante 2 fendmenos de seleccion:

- La seleccién positiva, por la que el repertorio es restringido por el complejo de
histocompatibilidad mayor propio (proceso de educacion timica). Este tipo de seleccion se
consigue mediante la expansién clonal de células T con receptores para lo no propio, siendo
estas células las que son liberadas al torrente sanguineo como linfocitos T maduros CD-8.
- La seleccion negativa, que elimina o inactiva clones potencialmente autorreactivos,
asegurando con ello que el repertorio final de células T maduras sea autotolerante.

Este tipo de seleccién explica el numero tan grande de linfocitos inmaduros (> 90 %) que
mueren en la corteza del timo.

Estos procesos de seleccion que suceden en todas las células T que estan desarrollandose

en el timo, se deben a un crecimiento selectivo de algunos clones y a la muerte de otros. °

En resumen, la maduracion de los timocitos tiene lugar mediante una secuencia de
acontecimientos que son los siguientes:

1) Migracion de los precursores de células T a la corteza del timo.

2) Adquisicion de marcadores de superficie especificos y especificidad tipo CMH.

3) Reajustes genéticos para crear diversidad de cadenas de receptores.

4) Sintesis de receptores de células T e insercion en la membrana.

5) Seleccién negativa mediante la eliminacién de células que reaccionan frente a lo propio.
6) Seleccion positiva mediante expansion clonal de células capaces de reaccionar frente a
lo no propio.

7) Liberacién de linfocitos T inmunocompetentes.

Esta sucesién de acontecimientos en la diferenciacion de linfocitos T, depende del
microambiente timico creado por los tipos de células no linfoides residentes en el mismo.
Se sabe desde hace mucho tiempo que las células epiteliales del estroma segregan
citocinas involucradas en la diferenciacion de linfocitos y los macrofagos segregan varias
citocinas que pueden afectar la maduracién de células T y la proliferacion clonal. 1°

Los timocitos que estan destinados a formar linfocitos T y son pre procesados en el timo,
presumiblemente viven en él por mecanismos quimiostaticos. El 90% de los linfocitos se
localizan en la corteza en la cual hay una activa mitosis. A partir del cuarto mes y hasta el

final del desarrollo intrauterino la cantidad de linfocitos T no cambia practicamente.



En la semana 16, los timocitos de la médula degeneran o migran y las células del reticulo
epitelial forman estructuras epiteliales esféricas, pequefias, los llamados corpusculos
epiteliales estratificados (o corpusculos timicos o de Hassall), con células dispuestas
concéntricamente, cuyo centro esta queratinizado. Se supone que los corpusculos timicos
se originan de células ectodérmicas de la tercera hendidura faringea mientras es
organizado el reticulo epitelial del timo de origen endodérmico.

Con la diferenciaciéon de estos corpusculos, el timo adquiere la estructura definitiva o adulta.
El numero de corpusculos timicos humanos aumenta desde la etapa fetal hasta la pubertad,
etapa en la cual alcanzan su maximo desarrollo. Estos, después de la pubertad,
disminuyen, empezando por los mas pequenos. Los mas grandes aumentan de tamano,
mientras el timo involuciona, pero no desaparece. Las células de los corpusculos se
hinchan, se calcifican, se necrosan, pero después de la lisis, algunas se transforman en
quistes, otros tienen células queratinizadas como las de la epidermis o tienen en el centro
una sola célula enorme, que se hincha, se calcifica y degenera.

Los linfocitos T de la sustancia cortical migran al flujo sanguineo, sin entrar en la sustancia
medular (estos linfocitos se diferencian por la composicidon de los marcadores y receptores
de los linfocitos T de la médula) y penetran en los érganos periféricos de la linfocitopoyesis
(ganglios linfaticos o linfonodos principalmente axilares e inguinales, bazo, tonsilas
palatinas, faringeas y lingual, foliculos linfaticos agregados o placas de Peyer, tejido linfoide
de aparato vermiforme) donde se diferencian en subclases: Killers antigenoreactivos
(inactivadores), Helpers (activadores, cooperadores) y supresores, actuando para que el
individuo tenga una respuesta inmunoldgica celular. Todas las estructuras linfoides son
histolégicamente maduras al afio de vida.

Los linfocitos T del timo, son maduros, pero inocentes o virgenes (naive) y en el bazo se
encuentran con antigenos que los estabilizan, sin activarlos inmunolégicamente, con lo que
se vuelven maduros y complejos. Los que no se ponen en contacto con los antigenos,
mueren en el bazo.

No todos los linfocitos que se forman en el timo salen a la circulacion, sino solo aquellos
que pasaron el “adiestramiento” y adquirieron los citorreceptores especificos para los
antigenos ajenos. Es decir, que cada uno de los linfocitos timicos desarrollan una
reactividad especifica contra un antigeno determinado. Esto continia hasta que hay
diferentes linfocitos timicos con reactividades especificas frente a millones de antigenos

diferentes, fendmeno conocido como “repertorio de células T”. Las nuevas generaciones de



linfocitos aparecen en el timo cada 6 a 9 horas. El nUmero absoluto de linfocitos en sangre
periférica llega a su maximo durante el 1er afio de vida."

El timo también asegura que los linfocitos T que libera no reaccionen contra proteinas u
otros antigenos presentes en los tejidos propios del cuerpo, sino solo frente a antigenos de
origen externo, como bacterias, toxinas y tejido trasplantado de otras personas. El linfocito
T se une a la célula infectada y la “bombardea” con, por lo menos, dos tipos de proteinas
que, juntas, llevan a la muerte de la célula por necrosis 0 apoptosis. Los linfocitos que tienen
citorreceptores para sus propios antigenos, es decir, son autorreactivos, como regla mueren
en el timo, por apoptosis, solo sobreviven los que se unen a componentes extrafos, lo que
sirve de manifestacion de la seleccion de las células inmunocompetentes. Al penetrar por
cualquier causa estos linfocitos T en el flujo sanguineo se desarrolla la reaccion
autoinmune. 2

La mayor parte del pre procesamiento de los linfocitos T en el timo se produce poco después
del nacimiento y durante unos meses después. Mas alla de este periodo la disminucion de
la glandula timica reduce el sistema inmunitario de las células T, las cuales son células
efectoras capaces de realizar varias funciones en las respuestas inmunes mediadas por
células y son células auxiliares en las reacciones inmunitarias humorales, cooperando con

los linfocitos B. °

3. CIRCULOS DE ESCISION DE SENALES DE UNION DEL RECEPTOR DE
CELULAS T (TRECs)

Las células que recién emigran del timo, pueden ser identificadas por la presencia de
pequenos fragmentos de ADN que permanecen durante el reordenamiento del TCR, los
cuales se denominan circulos de escision de senales de union del TCR o TRECs por sus

siglas en inglés (ver figura 2).



Las células T maduras se caracterizan por que
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Figura 2. Origen de los TRECs Dicha diversidad, la cual no es codificada en
Modificado de: pid-research.blogspot.com

linea germinal, es generada durante la
diferenciacion de las células T en el timo. El linfocito T durante su maduracion en el timo
sufre una serie de re-arreglos genéticos a nivel del TCR que permite su amplia diversidad.
Durante los eventos de re-arreglo, el ADN que se escinde se “circulariza”, lo que resulta en
la formacion de un producto de escision circular extra-cromosomal (TRECs, por sus siglas
eninglés), ver figura 1. Los TRECs no se duplican durante la mitosis y son estables durante
un largo periodo, ya que han sido detectados en pacientes timectomizados de hasta 41
afos de edad.
La funcién timica, por tanto, ha sido evaluada mediante la medicion de los niveles de TREC
en las células T CD4+CD45RA+ o emigrantes timicos tempranos (RTE, por sus siglas en
inglés), es decir, las células T que recién abandonan el timo y aun no han sido activadas
con el antigeno para el que codifica su TCR, como una forma mas fidedigna de conocer la
capacidad funcional de los linfocitos T, posterior a su desarrollo y diferenciacion en el timo.
Diferentes técnicas han sido empleadas para la medicién de la concentracion de los TREC,
tales como, la reaccion en cadena de polimerasa en tiempo real (PCR, por sus siglas en

inglés), PCR cuantitativo-comparativo y PCR-ELISA. ™

4. FUNCIONES DEL TIMO
1. Es el érgano linfoide primario esencial para el desarrollo de los linfocitos T
2. Es un 6rgano fundamental en la linfocitopoyesis y la inmunogénesis.

3. Controla la funcién inmunoldgica de otros drganos linfoideos (ganglios, bazo y nédulos).
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4. Sintetiza la hormona timulina, timopoyetina, factor humoral timico, timosina y otras
sustancias necesarias para la formacién de los linfocitos T.

5. Actua como antagonista de la funcion gonadal durante el desarrollo embrionario.

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

El timo totalmente desarrollado tiene forma de piramide, con un color rojizo en estado fresco
debido a su gran vascularizacién y un peso maximo de 20 a 50 g a los 12 anos, esta bien
encapsulado y formado por 2 I6bulos unidos. La capsula presenta expansiones que dividen
a cada Iébulo en muchos lobulillos, cada uno de los cuales tiene una capa cortical externa
que rodea a la médula central."®

Las arterias que irrigan a esta glandula provienen de ramas de las arterias mamarias
internas y de la arteria tiroidea inferior, a veces existe irrigacion de la arteria tiroidea
superior.'®

Se ha observado que hay un escaso movimiento de macro moléculas desde la sangre al
parénquima timico a través de las paredes de los capilares corticales, mientras que los
grandes vasos de la médula son muy permeables a las sustancias del plasma.

Por tanto, solo la poblacion linfoide de la corteza esta protegida frente a la influencia de
macromoléculas circulantes. Esta es la base estructural de la lamada barrera hematotimica
frente a los antigenos. En la actualidad esto se ha cuestionado, de tal manera que aunque
en realidad exista una barrera hematotimica no se puede seguir manteniendo la idea clasica
de que el timo es un microambiente libre de exposicidén de antigenos.

Se cree que los antigenos propios circulantes pueden entrar en la corteza por medio de la
ruta transcapsular y contribuir a la induccién de tolerancia hacia lo propio mediante
supresion clonal.

Las células epiteliales, también son el principal componente de la barrera hematotimica,
que aisla tanto a la corteza como a la médula, al “acordonarlos” y evitar influencias
externas."’

Las venas afluyen a las venas mamarias internas y en la vena tiroidea inferior. La multitud
de vasos linfaticos que acompafan a los troncos sanguineos terminan en los linfonodos
vecinos, localizados en el mediastino. No hay linfaticos aferentes, los eferentes que se
originan en la médula y en la union cortico medular drenan por los extravasculares en
companiia de las arterias y venas.

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

espinales cervicales.
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Antes que de que el timo sea invadido por células linfaticas, las fibras nerviosas autbnomas
penetran el primordio del timo. Es posible que estas fibras desempenen un papel destacado
en la vinculacion de las funciones neurales e inmunoldgicas.

El timo sintetiza acidos basicos como; ADN, ARN, ATP y la colinesterasa, elementos
importantes en los movimientos de los musculos que intervienen en el proceso de aferencia
y eferencia del sistema nervioso central y periférico. '®

En el timo hay varias poblaciones celulares, pero predominan las células epiteliales y los
linfocitos T, pueden encontrarse ademas macrofagos, fibroblastos, eosindfilos, linfocitos B
y dispersas células mioides en médula y union corticomedular (parecidas a las musculares,
que aparentemente degeneran y desaparecen durante la vida fetal). Estas ultimas células,
aunque su funcién se desconoce, son de especial interés porque el timo esta relacionado
de forma un tanto oscura con la miastenia grave, una enfermedad musculoesquelética de
aparente origen inmunitario. También se ha sugerido que las contracciones de estas células
podrian facilitar el movimiento de los linfocitos a través del timo o fuera de él. @

Las células epiteliales sintetizan varios péptidos que han sido considerados como hormonas
timicas y un factor mitogénico, producido por los macréfagos, todas estas sustancias, son
responsables de la multiplicacion, condicionamiento (o adiestramiento o pre procesamiento)
y capacitacion de los promielocitos que llegan al timo, para su transformacion en linfocitos
T.

No se conoce bien la funcién de estas hormonas, en la actualidad no se mantienen las
afirmaciones iniciales respecto a que eran liberadas al torrente sanguineo.

Parece mas probable que medien interacciones a corto plazo dentro del propio timo, es
decir, que tengan un efecto paracrino. 1°

Hormonas timicas:

- La timulina, se une avidamente a los receptores de los linfocitos inmaduros para inducir la
sintesis de marcadores de superficie de células T.

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

- La timopoyetina, promueve la diferenciacién de los timocitos, aunque puede tener otras
funciones no directamente relacionadas con el sistema inmunitario.

Se ha visto que tiene una gran afinidad para unirse a los receptores de acetilcolina y se
sospecha que esta involucrada en la patogénesis de la miastenia gravis.

- A la timosina, se le habian atribuido varios efectos inmunomoduladores.
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En la actualidad se ha demostrado que aparece como una molécula la protimosina, la cual
actua como un péptido sefial, cuyo objeto diana es el nucleo. No se encuentra confinada al
timo y aunque pueda jugar un papel en la replicacién del ADN no existen pruebas de que
sea liberada de la célula por lo que probablemente no tenga ningun efecto paracrino en el
timo, sino autécrino.

La inyeccion de hormonas timicas mejora la inmunocompetencia del hombre y los animales
pues modulan los epitopos de superficie en pacientes con deficiencias inmunitarias. 2°
Cada vez es mayor la importancia que se concede a estas hormonas y mundialmente ya
se muestran resultados muy esperanzadores en la utilizacion de las sustancias timicas por
su amplio espectro de accion terapéutica y valor diagnéstico en inmunodeficiencias
primarias, enfermedades infecciosas autoinmunes, envejecimiento, las relacionadas con el
estrés y el sistema neuroendocrino (incluyendo el reproductor), cancer, quemaduras,
alergias, entre otras.

Existen pocos datos a favor de los efectos a distancia de las hormonas timicas, sin embargo
si se conoce que la secrecion de otras glandulas endocrinas influye en el timo. Los
esteroides adrenales y gonadales administrados en exceso provocan una disminucion
significativa de la poblacion de timocitos en la corteza; el cortisol y las hormonas esteroides
relacionadas con este, pueden provocar involucion “accidental” del timo. La ausencia de
timo aumenta la mortalidad en fetos masculinos, como si en ausencia de la glandula el feto
no tolerara la accién de los andrdogenos, por esta razén se considera que el timo actua como
antagonista de la funcién gonadal durante el desarrollo embrionario y la adrenalectomia o
la gonadectomia provoca un aumento en el peso del timo.?!

La administracion de tiroxina se acompafa de una hipertrofia de las células epiteliales y un
aumento en la secrecion de timulina. La somatostatina, de la que hasta hace poco se creia
que su funcion se limitaba a regular la secrecion de la hormona de crecimiento por la
hipdfisis, en la actualidad se ha visto que ejerce un papel sobre las células del sistema
inmune. Se han encontrado receptores para esta hormona en los linfocitos y monocitos,
detectandose en bajas concentraciones en el bazo, timo y bolsa de Fabricio. En el timo se
ha podido localizar a nivel de la frontera corticomedular y en la médula. Aun se desconoce
su significado fisioldgico en éste y en el resto de los 6rganos linfoides.

La funcién del sistema nervioso y otros elementos neuroendocrinos en la biologia general
del timo, estan lejos de conocerse bien y sugieren muchas posibilidades interesantes.

Los linfocitos T constituyen el 50 % de la poblacion de células de la leche materna y estos,

en comparacion con los linfocitos sanguineos, presentan una proliferacion disminuida en
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sus diferentes activadores en relacion con la citotoxicidad minima de las células
dependientes de anticuerpos. La proliferacién de linfocitos en el calostro y la leche materna,
evidencian una respuesta a la estimulacion de antigenos virales de rubéola, citomegalovirus
y parotiditis, pero estan limitados en su potencial para reconocer o responder a ciertos
agentes infecciosos, comparados con las células T de la circulacion periférica.?

Los linfocitos del calostro y la leche materna producen efectos inmunoldégicos que
benefician al lactante durante sus primeros afos de vida, al protegerlo de numerosas
enfermedades, como enterocolitis necrotizante, meningitis neonatal, infecciones del tracto

digestivo, respiratorio y genitourinario. 23

Todo lo anterior enfatiza la importancia del timo en el desarrollo de diversas funciones de
la inmunidad celular, a nivel de diversas poblaciones de los linfocitos T, particularmente en
la diversidad del TCR de las células T cooperadoras (CD3+CD4+), en el niumero y
funcionalidad de las células Treg, lo cual impacta en las funciones de vigilancia y tolerancia
con el potencial desarrollo de infecciones recurrentes, de fenébmenos autoinmunes y en las

enfermedades alérgicas.?*

5. INVOLUCION TiMICA

La involucién que sufre el timo en los humanos se inicia durante la pubertad y se completa
al final de la sexta década de la vida, de modo que en la edad adulta gran parte del
parénquima timico ha sido reemplazado por grasa (ver imagen 2). %

En este proceso disminuye su tamano, peso y actividad como resultado de la influencia que
ejercen sobre él los altos niveles de hormonas sexuales circulantes durante la pubertad, el
bajo numero de células precursoras derivadas de la médula 6sea y los cambios que sufre
el microambiente timico. %

El timo es altamente activo durante el periodo prenatal, trabaja al maximo a los 6 meses de
edad y continua su crecimiento durante la nifiez alcanzando su maximo tamafo durante la
pubertad. Después de esta etapa la glandula comienza una involucién gradual fisiologica,
llamada “involucién natural” con el consiguiente descenso en la produccion de linfocitos y
es representada por pequefios vestigios en el adulto. Sin embargo, el tejido linfoide que
persiste mantiene algo de funcién. %’

Al nacer, el timo pesa de 10 a 35 gr, y su tamafno sigue aumentando hasta la pubertad

momento en el que alcanza su peso maximo de 20 a 50 gr.
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Este fendmeno tiene implicaciones en el mantenimiento del repertorio de linfocitos T
virgenes o Naive, lo cual provoca numerosos defectos funcionales, incluido el acortamiento
de telémeros, un repertorio restringido de receptor de células T (TCR por sus siglas en
inglés), poca produccion de interleucina 2 (IL-2) y deficiencias en su diferenciacion y
proliferacion hacia células efectoras. 252

Se han descrito diversos cambios asociados con la involucion timica. Entre los mas
estudiados, se encuentra: la reduccion en el niumero total de linfocitos T virgenes que
expresan el fenotipo CD45RA+, CD62L+ CD27+, CD28+ y CD11a+, por disminucion en la
timopoyesis; y el incremento en el numero de linfocitos T de memoria, como una
consecuencia de la experiencia inmunolégica que se adquiere durante la vida. El efecto de
una reduccion de linfocitos T virgenes en sangre periférica es el empobrecimiento en el
repertorio total de linfocitos T, lo cual puede llevar a una limitada respuesta hacia los nuevos

antigenos. 28

Imagen 2. (A). Timo pediatrico que muestra division en area cortical (externa mas tefiida) y
medular (interna menos tefiida), con Iébulos separados por septos delgados. (B) Involucion
crénica con la edad. Timo de una persona de 82 afios que muestra una dramatica reduccion de
los elementos linfoepiteliales y una invasién de tejido adiposo en los septos y en la regién intra
timica inmediatamente debajo de la capsula. Tincién de hematoxilina. Aumento X 250.

Tomado de: Robert Rich. Clinical Immunology: Principles and Practice, 42 edicion. Elsevier/Saunders,

Experimentos de trasplante de tejido timico y de MO procedentes de ratones jovenes a
ratones viejos, demuestran que la maduracién de los protimocitos a linfocitos T esta

gravemente comprometida a partir de los dos meses de edad del ratén. Por otro lado, el
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numero de protimocitos en la médula no parece variar con la edad, aunque si sufren un
proceso madurativo diferente. Asi, el conjunto de precursores DN, que expresan CD44 pero
no CD25, no esta alterado con la edad. Sin embargo, su progenie inmediata
(CD44+/CD25+, CD44-/CD25+, CD44-/CD25) sufre una declinacion con el envejecimiento.
Estos datos muestran como la maduracion timica en edades avanzadas parece estar
bloqueada en las primeras etapas, justo en el momento previo al reordenamiento del gen
VR del RCT, en los constituyentes de la linea germinal. 2528

El envejecimiento que sufre el sistema inmunitario genera cambios en el repertorio de los
linfocitos T. Diferentes subpoblaciones de linfocitos T modifican su fenotipo durante el
envejecimiento, lo que incrementa la proporcion de linfocitos T de memoria. Este cambio se
presenta tanto en linfocitos T CD4+ como en linfocitos T CD8+.

La expresion de marcadores de memoria CD44 y CD62L (L-selectina) también puede ser
modificada. Aunque los linfocitos T con fenotipo de memoria se incrementan con la edad,
existe poca evidencia que sustente que su funcién esté disminuida. Uno de los cambios
cualitativos mas relevantes existentes en la poblacién de linfocitos T de memoria es la
aparicion de multiples expansiones clonales dentro de los linfocitos T CD8+, asi como la
pérdida de moléculas coestimuladoras como CD40L y CD28, con un espectro de
especificidad altamente restringido, de tal forma que las células T deterioradas manifiestan
poca citotoxicidad y un desbalance en la produccién de citocinas, lo que genera condiciones
proinflamatorias. 2°

La involucion del timo con la consiguiente disminucién de las células T cooperadoras, afecta
ademas la funcién y la diversidad de las células B, que conduce a una débil y deficiente
respuesta de anticuerpos y un incremento en la produccion de auto anticuerpos.

La atrofia del timo y la disminucién de su actividad constituyen procesos naturales que
suceden a lo largo de la vida, los cuales provocan alteraciones en las respuestas de células
T y B, que dan como resultado un aumento en la susceptibilidad para adquirir infecciones
debido a la disminucién en la capacidad para eliminar diferentes patégenos, la disminucién
de la memoria inmunolégica y un alto riesgo de padecer enfermedades autoinmunes y
cancer.

El timo puede involucionar por el efecto de varios factores que han sido clasificados como
fisioldgicos y patoldgicos. Por lo general, la hipoplasia de la glandula timo provoca una serie
de trastornos inmunoldgicos que estan relacionados con la disminucion del numero y de la

competencia de los linfocitos T. Los principales factores fisioldgicos que pueden provocar
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una involucion o hipoplasia del timo generalmente se presentan a causa de cambios
hormonales por: pubertad, el embarazo y el envejecimiento.

Las situaciones patolégicas mas comunes que provocan la atrofia del timo son: estrés
intenso (principalmente en ratones), deficiencia de zinc, administracion de IL-1,
administracion de dosis altas de glucocorticoides, y de esteroides gonadales, liberacién de
endotoxinas, desnutricion, infecciones graves, radiaciones ionizantes y, septicemias. 2

En niflos y adultos jovenes con enfermedades como la infeccion por VIH, en estados
avanzados de SIDA, el timo aparece como “tierra desbastada” debido a la despoblacién
linfoide. Se ha tratado de trasplantar un timo humano o animal en una persona con VIH
positiva.3°

También se ha tratado de estimular el timo utilizando hormonas timicas. Se ha comprobado
que los medicamentos antivirales potentes permiten que el timo reemplace las células T
perdidas. Estas técnicas quizas sigan siendo importantes para personas VIH positivas de
edad avanzada. *'

A partir de la pubertad, cuando ocurre la maduracion sexual y se presenta un incremento
importante en la produccion de esteroides gonadales, el timo comienza a involucionar vy,
desde ese momento en adelante. Su velocidad de crecimiento en el nifio y de involucion en
el adulto es sumamente variable, y por eso es dificil estimar su peso a través de la edad.
La atrofia interesa particularmente las zonas laterales e inferiores de la glandula, de modo
que en el adulto, adquiere una forma mas alargada y un color gris. Durante la involucion la
corteza se adelgaza, los elementos glandulares del parénquima son sustituidos en grado
considerable por tejido adiposo tornandose entonces en color amarillento. 32

Los linfocitos T son los responsables de la inmunidad celular mediada por células, en la
sangre periférica ellos representan el 60 a 70 % de los linfocitos totales, el resto se
encuentra en las areas paracorticales de los linfaticos y en los manguitos periarteriolares
del bazo.

Si el timo es agredido ya sea de causa nutricional, infecciosa o emocional y presenta
hipoplasia o atrofia, esto produce una estimulacion del eje hipotdlamo hipofisario, con la
consiguiente liberacion de glucocorticoides, por las glandulas suprarrenales; estos activan
el proceso de apoptosis en los linfocitos T inmaduros intra timicos (corticales) y hacen que
este drgano se convierta en tejido fibrograso.?’

También se sabe que la desnutricion causa un gran deterioro en el sistema inmune. Un nifio

desnutrido no puede defenderse ante la agresion de los microorganismos y tampoco puede
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responder a la aplicacion de vacunas porque no es capaz de fabricar anticuerpos, pues al
estar afectados los linfocitos T no pueden defenderse contra virus y bacterias.

En la desnutricion el timo resulta seriamente dafiado y los linfocitos T no llegan a madurar
antes de emigrar.3?

Estos ejercen sus funciones en diferentes partes del organismo, como por ejemplo en la
mucosa que tapiza el interior de las vias aéreas y el intestino. Si las células T no estan
maduras no cumplen su funcién en forma adecuada, y ello se refleja precisamente en las
mucosas, unas de las areas mas grandes del cuerpo que estan en contacto con
microorganismos del medio externo.

En estudios realizados en ratas desnutridas a las que se realimenté hasta alcanzar el peso
normal, el timo recuperd su volumen y el numero de células pero el tamafio y la composicién
de estas no era normal y no sintetizaban todos los componentes de una célula normal, por
ejemplo, ciertas proteinas de la membrana celular denominadas receptores, encargadas de
la comunicacién entre las células y de distinguir lo propio de lo ajeno.

La falta de una adecuada produccion y utilizacion de los factores del timo ocasionan un
desbalance inmune que contribuye al surgimiento de muchas de las enfermedades del
envejecimiento como tal, pues se ha apreciado que a medida que el timo involuciona con
la edad y con él la produccion de los factores timicos y la inmunidad que depende de él,
aumenta la incidencia de afecciones relacionados con el envejecimiento: cancer,
enfermedades infecciosas y autoinmunes.

Recientemente se han descubierto interacciones timo-cerebro, lo que ha sentado las bases
para formular la hipotesis de que la involucion del timo y la disminucion del nivel de sus
hormonas en sangre puede ser la senal que indique al cerebro el desencadenamiento de

diferentes mecanismos que conduzcan a los complejos procesos del envejecimiento. 2’

6. TIMECTOMIA NEONATAL: ENFERMEDAD CARDIACA CONGENITA

Las enfermedades cardiacas congénitas (CHD por sus siglas en inglés) engloban defectos
septales, defectos obstructivos en el corazén o los grandes vasos y anormalidades
complejas. La prevalencia en la poblacion general se estima en el 1% de todos los nacidos
vivos. 34

Esta frecuencia puede incrementar hasta el 4% de los partos de mujeres que han sido
diagnosticadas con CHD durante la infancia. Los casos con gravedad media normalmente
necesitan poco o ningun tratamiento, pero la formas mortales requieren cirugia invasiva

para garantizar la supervivencia de los pacientes.
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Como puede observarse en la figura 3, el timo esta situado en el mediastino anterior, detras
del esternon, en frente del corazon y los grandes vasos vy, por lo tanto, en el campo
quirurgico de la cirugia a corazoén abierto. Durante estos procedimientos el campo quirurgico
debe ser despejado y el timo se extrae, total o parcialmente, de forma rutinaria. Desde que
se iniciaron, los procesos de cirugia neonatal para corregir trastornos CHD son cada vez
mas habituales y, en consecuencia, la timectomia se ha convertido en una practica habitual.
Hasta el momento no hay descrita ninguna consecuencia clinica a corto plazo de la
timectomia de neonatos.

En los individuos con enfermedad cardiaca congénita es comun la practica de la realizacion
de la cirugia paliativa y correctivo en la lactancia y la primera infancia.
Los nifios que se someten a cirugia cardiaca correctiva o paliativa frecuentemente son
sometidos a timectomia incidental para aumentar la exposicion del campo quirdrgico. Las
personas mas jovenes tienen mas probabilidades de sufrir una timectomia imprevista
debido al pequeno tamano de la cavidad toracica infantil y la mayor complejidad de las
cirugias realizadas en esta edad.

A pesar de que se conoce una deficiencia inmunoldgica importante como resultado de la
ausencia del timo durante el desarrollo fetal, y de que se han realizado algunos estudios,
poco se conoce del efecto de timectomia en humanos durante el periodo de desarrollo
inmunolégico postnatal.

Aunque la ausencia del timo durante la vida fetal se asocia con una ausencia completa de
desarrollo de las células T y la inmunodeficiencia profunda (como se ve en el sindrome de
Di George completo *°), la contribucién postnatal del timo con

el desarrollo inmunolégico habia sido claro, histéricamente. Sin embargo, datos recientes
han confirmado que en los individuos normales hay una continua contribucion del timo con

el mantenimiento del compartimento de células T durante toda la vida.3®

Campo quirurgico
obstruido Timectomia parcial Timectomia total

Corazén

Figura 3 . Posicién anatdmica del timo.

En la figura se representa la necesidad de la timectomia para la correccion en enfermedades
cardiacas congénitas y los diferentes procedimientos utilizados.

Tomado de: Rev Esp Geriatr Gerontol. 2013;48(5):232—-237.
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ANTECEDENTES.

Diferentes estudios transversales y longitudinales han estudiado la potencial falla
inmunolégica de los nifios timectomizados. Sin embargo, hasta hace poco, habia sido dificil
de cuantificar la actividad del timo, incluso en individuos normales, por lo que es dificil de
cuantificar la actividad del timo y evaluar el impacto de la timectomia en el compartimento
de células T virgenes y en la produccion de células T de novo con los efectos posteriores
sobre inmunidad adaptativa.

Los intentos iniciales para cuantificar la contribucién de la timopoyesis al sistema inmune
celular durante el desarrollo postnatal y en la edad adulta se centraron en la medicidn
fenotipica de la poblacién de células T virgenes en sangre periférica. Estas células, por
definicion, son células T maduras que aun no se han encontrado con sus antigenos
compatibles en la circulacion. Las células T virgenes se identificaron inicialmente como
células CD4+ o CD8+ que también expresan CD45RA en su superficie. El uso de citometria
de flujo multicolor ha puesto en tela de juicio la dependencia de expresion de éstos por si
sola, ya que hasta el 10-30% de las células T CD4+ o CD8+ CD45RA carecen de
marcadores de la superficie celular y la expresion de perfil de citocinas caracteristicos de

las células naive o virgenes. ¥

Los marcadores de citometria de flujo también fallan en diferenciar los TRECs en la periferia
producidos por la expansion clonal. Sin embargo, Douek et al. 3 desarrollaron un estudio
basado en PCR que permite la cuantificacion de las células que llevan TREC, que son
moléculas no replicantes de ADN circular generados durante el reordenamiento por escision

de las secuencias codificantes para las proteinas del receptor de células T. 383%°

Los TREC permanecen en las células T después de su maduracion y liberacién del timo a
la periferia. A pesar de que se diluyen conforme las células proliferan, el nimero de TRECs
sirve como un parametro de la timopoyesis. 404142

El uso de estas técnicas ha demostrado que el timo normalmente permanece activo hasta
la edad adulta, y que se requiere su funcién para la reconstitucion de la funcion inmune
durante el tratamiento de la infeccién por VIH, y después de la quimioterapia citolitica para

cancer o trasplante de médula ésea.***"
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A pesar de que los datos son todavia escasos y la metodologia heterogénea, y que esto
lleva a que la dinamica timica tras la cirugia neonatal (especialmente tras la timectomia
parcial y en los potenciales casos de regeneracién del tejido) todavia sea un tanto
desconocida, se han descrito numerosas alteraciones periféricas en las subpoblaciones de
LT CD4 y CDS.

Durante el primer afio postimectomia se ha observado una disminucion en los niveles de
LT. 48 4° A medio plazo (de uno a cinco afios poscirugia) los niveles LT periféricos siguen
siendo bajos, %! sugiriendo que la homeostasis periférica no es suficiente para mantener
unos niveles normales de LT en ausencia de funcion timica, al menos en este escenario
clinico. A medio plazo también se ha descrito la disminucion de los niveles de fragmentos
circulares y estables de ADN generados en la maduracién intratimica, TRECs (circulos de
escision del receptor de células T) y la pérdida de diversidad del TCR. %253

Respecto a los efectos a largo plazo (mas de cinco afos poscirugia) hay que indicar que
persisten los bajos niveles de LT y de TRECs. Algunos estudios apuntan hacia una
normalizacion tras 20-30 afios %4, mientras otros describen que las alteraciones se
mantienen a lo largo de la vida.*®

Estas diferencias podrian estar poniendo de manifiesto diferencias constitutivas entre las
cohortes o diferencias en el potencial de regeneracion del tejido timico dependiendo de la
edad a la que se realizo la timectomia.

En nuestro pais nunca se ha realizado un estudio con esta técnica.

Ademas de las alteraciones en los LT, también se han descrito alteraciones generales del
sistema inmunitario a nivel periférico como la disminucién de los niveles de LT virgenes,
aumento en la biodisponibilidad de IL-7, respuestas Th2 alteradas, aumento en el nUmero
de neutrdfilos y bajo niumero de plaquetas pese a los niveles normales de linfocitos B y
células NK. %6

Ademas, los individuos que han sido timectomizados tras el nacimiento muestran
alteraciones inmunoldgicas definitorias de fragilidad inmune en el anciano: mayor tasa de
proliferacién de LT virgenes, fuertes respuestas oligoclonales frente a citomegalovirus
(CMV), LT que expresan el marcador de agotamiento CD57, biomarcadores de inflamacion
y menor capacidad de respuesta a vacunas (nuevos antigenos) pese a una respuesta
memoria conservada. %’

Una conclusion tranquilizadora que puede extraerse de estos estudios es que no existen

consecuencias clinicas tras 20-30 afios postimectomia.
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Este resultado puede ser explicado parcialmente por la regeneracion del timo tras una
reseccion parcial de la glandula y/o por la restauracién del sistema inmunitario durante la
edad adulta.

Sin embargo, estos nifios timectomizados estan creciendo con un sistema inmunitario
especialmente fragil, prematuramente envejecido, en el que se observan numerosas
alteraciones. Estos resultados sugieren que la timectomia temprana si podria tener
consecuencias cuando la inmunosenescencia prematura se una al deterioro general del
organismo, propio de la edad.

La timectomia realizada antes de la madurez inmunoldégica puede presentar efectos
pronunciados sobre la homeostasis de linfocitos e importantes consecuencias para las
futuras respuestas al neo antigeno. Ademas, el crecimiento somatico de los lactantes puede
requerir la expansion periférica significativa para mantener la homeostasis de los linfocitos
y puede ocurrir una dilucion resultante de las subpoblaciones de linfocitos dentro de un
corto periodo de tiempo después de la timectomia.

Varios estudios han intentado para describir los cambios que se producen en los seres
humanos como resultado de la timectomia. En un pequefio estudio de pacientes con
miastenia gravis en adultos timectomizados que nunca usaron medicamentos
inmunosupresores, Storek et al. encontraron una tendencia hacia la baja de TRECs en las
células T CD4+ y mas aun las células T CD8+ en comparacion con los valores normales.
Debido a que los niveles de TREC no eran cero (especialmente entre las células CD4) en
sus sujetos, especularon que la timectomia fue incompleta, que las células T pueden ser
generadas de novo en los sitios extratimicos, o que los TREC generados antes timectomia
persistian durante décadas.%®

Varios estudios anteriores también, han tratado de abordar los cambios en la produccion
de linfocitos que pueden resultar de la timectomia incidental realizado durante los
procedimientos quirdrgicos cardiotoracicos en los nifios pequefios. % 60
Desafortunadamente, estos estudios anteriores implicaron el analisis inmufenotipico
limitado de células T y no utilizaron los métodos desarrollados recientemente
(determinacion de  TRECs) para cuantificar la  actividad del timo.
Ramos y sus colegas examinaron los pacientes pediatricos que habian sido sometidos a
timectomia incidental durante la cirugia cardiaca. Descubrieron una diferencia en las
poblaciones de linfocitos NK, lo que sugiere una falta de diferenciacién de los linfocitos
normales en los nifios que habian sido sometidos a timectomia temprana, en comparacion

con aquellos con timectomia a una edad mayor. '
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En otro estudio, Gennery y colaboradores examinaron los subgrupos de linfocitos en los
nifos que se habian sometido a un trasplante de corazén o tenian enfermedad cardiaca
congénita y encontraron que los numeros de células T CD8+ se redujeron en comparaciéon
con los controles normales. 2

En un estudio relativamente reciente, donde utilizaron técnicas mas modernas para detectar
TRECS, encontraron un efecto mayor en la subpoblacién de células T CD8+ asi. Ademas
de sugerir que, aunque la presencia de la enfermedad cardiaca congénita por si misma no
tiene ningun efecto significativo sobre la timopoyesis o subpoblaciones de linfocitos,
cualquier intervencion quirdrgica toracica, incluidos aquellos en los que se salva el timo,
pueden producir perturbaciones a largo plazo en poblaciones de células T periféricas. Asi
también que la reduccion o lesion al tejido del timo funcional durante los procedimientos
quirargicos cardiotoracicos en lactantes y nifios pequefos puede resultar en la reduccion a
largo plazo de la nueva produccion de células T como se evidencia por una reduccion en el
numero de TREC afos posteriores. A pesar de una reduccion de la produccion timica de
células T y linfocitos periféricos reducidos, los linfocitos se mantienen a niveles minimos en
nifos timectomizados por mecanismos todavia por determinar. Estos pueden incluir la
expansion periférica 0 mecanismos homeostaticos que dan lugar a perturbaciones en las

células B o natural killer (NK) aumentado. 83

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Hasta en el 80% de los pacientes que han sido sometidos a una cirugia cardiovascular con
abordaje en tdrax anterior, se les realiza una reseccion del timo, esto debido a la
interferencia que tiene el drgano con la visibilidad de estructuras cardiacas. En la mayoria
de los pacientes la cirugia se lleva a cabo a edades tempranas.

El timo es un d6rgano vital para el correcto desarrollo de linfocitos T que son células
necesarias para la proteccion de los seres humanos ante patégenos y microorganismos
infecciosos; las alteraciones en el desarrollo de este 6rgano por tanto, provocan desde una
inmunodeficiencia leve hasta un problema grave que conlleva a la muerte si no se trata a
tiempo y que en algunos casos requiere el trasplante de timo.

Por lo que ante la escasa informacion estandarizada y poco concluyente en la literatura en
poblacion pediatrica, nos planteamos la siguiente pregunta de investigacion:

¢ Cual es la diferencia en la funcién linfocitaria de pacientes con reseccion quirurgica del

timo vs pacientes sanos?
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PREGUNTA DE INVESTIGACION.

¢ Existe diferencia en la funcion linfocitaria de pacientes con reseccion quirdrgica del timo

Vs pacientes sanos?

JUSTIFICACION.

Los pacientes sometidos a cirugia cardiotoracica frecuentemente sufren afectacion
estructural del timo, que al ser el lugar de maduracién de linfocitos T, podria colocarlos en
un estado de deficiencia tanto de numero como de funcién de estas células importantes
para la defensa del organismo.

En la actualidad tenemos sélo pocos datos sélidos acerca de la funcion celular de este
grupo de pacientes comparados con sujetos sanos y los resultados son contradictorios.

El poder caracterizar el funcionamiento linfocitario de sujetos con antecedente de reseccion
quirargica del timo y compararlos con sujetos sanos nos permitiria aportar datos para el
entendimiento de las interacciones inmunolégicas de pacientes con este antecedente y
conocer la repercusion de la reseccion quirurgica de este érgano nos ayudaria a sentar las
bases para en un futuro emitir recomendaciones pertinentes al respecto en los pacientes

sometidos a cirugia cardiotoracica.

OBJETIVOS.

Objetivo general:

Comparar la funcién linfocitaria de pacientes con reseccién quirurgica del timo vs pacientes
sanos

Objetivos especificos:

1. Comparar el porcentaje de proliferacion linfocitaria bajo estimulacion con
fitohemaglutinina en pacientes con reseccién quirurgica del timo vs pacientes sanos

2. Comparar el numero de TRECs (emigrantes timicos tempranos) en pacientes con
reseccion quirdrgica del timo vs pacientes sanos

3. Comparar el nUmero de subpoblaciones linfocitarias en pacientes con con reseccion

quirurgica del timo vs pacientes sanos.
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HIPOTESIS.

La funcion linfocitaria medida mediante los circulos de escision del receptor de Linfocito T
sera 30% mayor en pacientes sanos (con timo) vs sin timo por reseccién quirurgica.

La hipotesis se construyo con base en lo publicado por Madhok et al. en donde se observa
una diferencia de 30% en el numero de TRECs entre aquellos pacientes cardidpatas con

timo vs sin timo por reseccién quirurgica.

METODOS.

DISENO DEL ESTUDIO

De acuerdo a la imposicién o no de una maniobra con fines de investigacién es un estudio:
Observacional

De acuerdo al seguimiento o no del paciente a través del tiempo es un estudio:
Transversal

De acuerdo a la direccionalidad en la obtencion de la informacién es un estudio:
Retroprolectivo

De acuerdo a la busqueda o no de asociacion entre dos variables es un estudio:

Comparativo

POBLACION OBJETIVO
Pacientes con reseccion quirurgica del timo por cardiopatia.

Pacientes “sanos”

POBLACION ELEGIBLE

Pacientes con reseccion quirdrgica del timo por cardiopatia que cuenten con seguimiento
por el servicio de cardiologia del Hospital Infantil de México Dr. Federico Gomez.
Pacientes “sanos” que acudan al servicio de alergia del Hospital Infantil de México Federico

Gbmez acompafando a los casos.

CRITERIOS DE INCLUSION PACIENTES CON RESECCION QUIRURGICA DEL TIMO
POR CARDIOPATIA
-Cualquier género

-Pacientes entre 1 y 18 afios
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-Pacientes con reseccién quirdrgica del timo por cardiopatia establecido mediante hoja
quirurgica del evento.
-Pacientes a quienes sus padres autoricen participar por medio de firma de consentimiento

informado y en mayores de 8 afios con firma ademas de asentimiento informado.

CRITERIOS DE EXCLUSION PACIENTES CON RESECCION QUIRURGICA DEL TIMO
POR CARDIOPATIA
e Pacientes con cualquier tipo de infeccién aguda (gastrointestinal, vias respiratorias
superiores o inferiores, etc.) o en los ultimos 15 dias
o Pacientes hospitalizados actualmente por cualquier causa
e Pacientes con hospitalizacion en los dos meses previos por cualquier causa
e Pacientes que hayan sido transfundidos en los ultimos 15 dias previos a la toma de
muestra para este estudio.
e Pacientes con quemaduras de por lo menos 2° grado con una afectacion de mas del
10% de superficie corporal en los ultimos 2 meses
¢ Pacientes con antecedente de cirugia en los 2 meses previos por cualquier causa
e Pacientes con uso de esteroide sistémico en los ultimos 2 meses por cualquier
causa
e Pacientes con enfermedad neoplasica o degenerativa concomitante
e Pacientes con cualquier contraindicacion para la toma de la muestra por enfermedad

de base.

NOTA: Todos aquellos pacientes en que sean excluidos inicialmente por tener alguno de
los primeros 7 puntos positivos podran ser reevaluados para su posterior inclusién siempre
y cuando cumplan con los tiempos de espera solicitados. Los criterios de exclusion se basan

en la posible interferencia que pueden tener estos eventos sobre la citometria de flujo.

CRITERIOS DE ELIMINACION PACIENTES CON RESECCION QUIRURGICA DEL TIMO
POR CARDIOPATIA

Al ser un estudio transversal no se cuenta con criterios de eliminacion

e CRITERIOS DE INCLUSION SANOS
e Cualquier sexo

o Pacientes entre 1 y 18 anos pareados por edad con paciente
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e Pacientes sin antecedente de enfermedad crénico degenerativa diagnosticada
o Pacientes que acepten participar en el estudio con firma de consentimiento y en su

caso asentimiento informado.

CRITERIOS DE EXCLUSION SANOS

e Pacientes con antecedente de hospitalizacién por causa infecciosa

e Pacientes con rinitis alérgica, asma, dermatitis atopica o cualquier patologia
asociada con alergia.

o Pacientes con antecedente de autoinmunidad de cualquier tipo, purpura de Henoch,
artritis reumatoide, etc.

o Pacientes con antecedente de infeccidn nosocomial por cirugia previa

o Pacientes que hayan sido transfundidos en los ultimos 15 dias previos a la toma de
muestra para este estudio por cualquier causa.

e Pacientes con quemaduras en los ultimos 2 meses

e Pacientes con alteracién ortopédica de térax

e Pacientes con antecedente de cirugia en los 2 meses previos por cualquier causa

e Pacientes con uso de esteroide sistémico en los ultimos 2 meses por cualquier

causa

CRITERIOS DE ELIMINACION SANOS

Al ser un estudio transversal no se cuenta con criterios de eliminacion

SITIO

El estudio se realiz6 en el Hospital Infantil de México Federico Gémez (HIMFG) que es un
hospital de tercer nivel de atencion médica, que cuenta con un area de hospitalizacién y
consulta externa de especialidades y sub-especialidades de pediatria y cardiologia. Es un
centro de referencia de pacientes con cardiopatias congénitas, que brinda métodos de
deteccién, diagnoéstico, tratamiento y seguimiento para pacientes cardidpatas.
Especificamente el estudio se realiz6 en el Departamento de Alergia e Inmunologia,

Genética, Laboratorio Central y area de ultrasonido de dicha Institucion.
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Se contd con la colaboracion del Instituto Nacional de Pediatria INP Unidad de Investigacién
en Inmunodeficiencias Primarias para capacitacion sobre estudios de funcionamiento de

células T.

Busqueda de poblacion elegible.- Hospital Infanti de México Federico Goémez

particularmente en la consulta externa de cardiologia.

Entrevista, seleccién y firma de consentimientos.- Oficina del Servicio de Alergia e

inmunologia del HIMFG de lunes a viernes de 8:00 a 14:00 horas.

Aplicacion de hoja de recoleccidn de datos asi como exploracion fisica completa.- Oficina

del Servicio de Alergia e inmunologia del HIMFG de lunes a viernes de 8:00 a 14:00 horas.

Toma de muestras sanguineas.- Laboratorio de Servicio de Alergia e inmunologia del
HIMFG de lunes a viernes de 8:00 a 12:00 horas.

Procesamiento inicial de muestras para linfoproliferacion y almacenaje.- Unidad de

Investigacion en Enfermedades Oncolégicas, HIMFG. Tanque de nitrégeno con

temperatura -196 °C.

Procesamiento final de muestras para linfoproliferacion.- Unidad de Investigacion en

Enfermedades Oncolégicas, HIMFG. Se programara procesamiento por cada 20 muestras

obtenidas.

Almacenaje de muestras para TRECs.- Laboratorio de Servicio de Alergia e inmunologia
del HIMFG. Refrigerador 4°C

Procesamiento final de muestras para TRECs.- Unidad de Investigacion en

Inmunodeficiencias Primarias. Instituto Nacional de Pediatria. Se programé procesamiento

por cada 20 muestras obtenidas.
TAMANO DE LA MUESTRA

Tabla 1. Calculo del tamano de muestra

Variable Calculado Autor de Valores Férmula N
por: referencia
Numero de Diferencia Madhok et d=9,271 2
(Z{J—Zﬁ)DE}
circulos de de medias al. Trecs/millén =~ =2 | @~ &, pacientes
escision del PBMC por grupo
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receptor de
Linfocito T
en pacientes
con y sin

timo

a=0.05
unilateral
B=10.20
Media grupo
A = 47,916
Trecs/milléon
PBMC
Media grupo
B = 33,157
Trecs/millén
PBMC

DE= 14,759
Trecs/millén
PBMC

Porcentaje Diferencia  Piliero LM. d= 34,180 2 429

(2, Zy) DE}
de de medias 2004 cpm a=0.05 =2 @4, pacientes
proliferacion unilateral por grupo

linfocitaria Incluidos
B=0.20

Media grupo
A = 66,288

cpm

bajo

Media grupo
B = 59,760
cpm

DE=
32,182.5

cpm

Se incluyeron 38 pacientes cardiopatas sin timo y 31 controles sanos pareados por edad.
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MUESTREO

Se trata de un muestreo por conveniencia, eligiendo de forma consecutiva cada individuo

accesible que cumpla los criterios de seleccién.

LOGISTICA DE LA INTERVENCION

Los pacientes se reclutaron de la consulta externa de cardiologia nuestro hospital. Se les
invito a participar checando previamente si cumplen con los criterios de inclusion y exclusion
estipulados; previa firma de consentimiento y asentimiento informado, se le realizara una
valoracion completa que comprende una historia clinica y examen fisico asi como
recopilacion de datos relevantes para el protocolo: hoja quirdrgica en caso de correccion de

cardiopatia. Anexo 2 Hoja de recoleccion de datos.

Se invitdé ademas a participar a un familiar no directo o conocido que comparta las mismas
caracteristicas demograficas (edad y género) para formar parte del grupo control de la
técnica de linfoproliferacion asi como la medicion de TRECs. Se cuenta con criterios de

inclusion y exclusion exclusivos para estos pacientes.
Se tomo6 muestra sanguinea al paciente y su control, se dividira la muestra en:

¢ 500 micro litros en tubo con anticoagulante EDTA para biometria hematica
e 5ml tubo con anticoagulante EDTA para citometria de flujo y linfoproliferacién
e 500 micro litros con anticoagulante EDTA para ser llenado papel filtro para
cuantificacién de TRECs
En todos los casos los investigadores carecieron de la informaciéon de resultados alternos

a su campo de trabajo.

CONSIDERACIONES ETICAS.

El presente estudio cumple con lo estipulado en el titulo segundo del Reglamento de la Ley
General de Salud en materia de investigacion para la salud. Segun esta ley vigente el
estudio corresponde a la categoria | (Investigacion con riesgo minimo) ya que no representa
riesgos agregados a la salud, la informacién obtenida de los pacientes durante el estudio

sera mantenida con estricta confidencialidad por los investigadores participantes.
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A todos aquellos pacientes que cuenten con resultados alterados en las variables
estudiadas se les dard seguimiento en la consulta externa del Servicio de Alergia e

Inmunologia del HIMFG de acuerdo a la normativa de la Institucién.

PLAN DE ANALISIS DE LOS DATOS

Objetivo: Descripcion general de la poblacion de estudio en ambos grupos.
Andlisis univariado.

Variable Tipo de variable Prueba estadistica

Edad Cuantitativa discreta Medidas de tendencia central: Mediana
Medidas de dispersion: Rango
Sexo Cualitativa dicotomica Proporcion

Peso Cuantitativa continua Libre distribucién

Medidas de tendencia central: Mediana
Medidas de dispersion: Rango

Talla Cuantitativa continua Libre distribucion

Medidas de tendencia central: Mediana
Medidas de dispersion:

Rango

Objetivo: Comparacion de variables demograficas en ambos grupos para establecer

adecuado pareamiento por edad y sexo.

Grupos de comparacion: Pacientes con reseccion quirdrgica del timo y pacientes sanos

Analisis bivariado

Variable  Tipo de variable Prueba estadistica

Edad Cuantitativa discreta Libre distribucion
U Mann-Whitney

Sexo Cualitativa dicotémica Prueba exacta de fisher
Peso Cuantitativa continua Libre distribucién
U Mann-Whitney

Talla Cuantitativa continua Libre distribucion
U Mann-Whitney
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Objetivo: Comparar la funcion linfocitaria

Grupos de comparacion: Pacientes con reseccion quirdrgica del timo y pacientes sanos

Anadlisis bivariado

Variable Tipo de variable Prueba estadistica

No. De TRECs Cuantitativa, continua. Libre distribucién

U Mann-Whitney

Linfoproliferacion Cuantitativa continua Libre distribucion
U Mann-Whitney

Objetivo: Comparar el numero de subpoblaciones linfocitarias

Grupos de comparacion: Pacientes con reseccién quirurgica del timo y pacientes sanos

Anadlisis: Bivariado

Variable Tipo de variable Prueba estadistica

CD3+ | Cuantitativa discreta Libre distribucion
U Mann-Whitney

CD4+ | Cuantitativa discreta Libre distribucion
U Mann-Whitney

CD8+ | Cuantitativa discreta Libre distribucién

U Mann-Whitney

Todas las estimaciones estadisticas se realizaran por medio del programa estadistico SPSS
version 20.0
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DESCRIPCION DE VARIABLES.

VARIABLES:

Reseccion quirurgica de timo
Funcién linfocitaria

Numero de subpoblaciones linfocitarias

Variables independientes:

1. Reseccion quirurgica de timo

Variables Dependientes:

1. Funcion linfocitaria

2. Numero de subpoblaciones linfocitarias

Variables Confusoras:

1. Tiempo desde la reseccion del timo

Variables demograficas:

Sexo
Edad en meses

Peso en kg

A oo Db =

Tallaen m

Debido a que la edad es una variable potencialmente confusora que podria darnos un sesgo

diferencial se parearan ambos grupos por edad, la variacion permitida sera de 6 meses.

Definicion de variables

Reseccion quirurgica de timo

Definicidon conceptual.- Reseccion quirdrgica del timo durante la correccion de la cardiopatia

de base.
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Definicion _operacional.- Reseccion quirdrgica del timo durante la correccion de la

cardiopatia de base, evidenciado por escrito en la hoja quirdrgica.

Tipo de variable.- Cualitativa, nominal, dicotdmica.

Escala de Medicion.- Reseccion quirdrgica de timo, presencia de timo.

Temporalidad de las mediciones.-Al ingreso al estudio. 1 medicién.

Responsable de las mediciones.- El investigador responsable del proyecto sera el

encargado de analizar la hoja quirurgica de pacientes sometidos a correccién de cardiopatia

para constatar la reseccion quirurgica o no de dicho érgano.

Funcion linfocitaria

Definicidon conceptual.- Evidencia de la capacidad de linfocitos T para presentar respuestas

ante un estimulo.

Definicion operacional.- Evidencia de la capacidad de linfocitos T para presentar respuestas

ante un estimulo. Estara determinada por 2 pruebas:

a) Porcentaje de proliferacion linfocitaria bajo estimulacion con fitohemaglutinina
b) Numero de emigrantes timicos tempranos
Nota: Cada una de las pruebas se medira de forma independiente y cada una se analizara

por separado.

a) Porcentaje de proliferacion linfocitaria bajo estimulacién con
fitohemaglutinina

Definicién conceptual y operacional.- Porcentaje de células CD3+ que proliferaron

antes y después del estimulo con fitohemaglutinina respecto a un individuo de la
misma edad y sexo.

Tipo de variable.- Cuantitativa, continua.

Escala de Medicién.- Porcentaje de células CD3

Temporalidad de las mediciones.- Al ingreso al estudio. 1 medicion.

Responsable de las mediciones.-El investigador responsable del proyecto sera el

encargado de realizar el procesamiento de la muestra asi como la medicion del
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b)

resultado junto con la Doctora Guillermina Baay adscrita a la Unidad de
Investigacion en Enfermedades Oncologicas, HIMFG.

Valores de normalidad: Se considera normal un porcentaje de células CD3% que

proliferaron al menos 50% respecto al control (de la prueba). Nosotros usaremos los
datos de forma cuantitativa continua, comparando los grupos no en relacion al nivel

de normalidad si no a la diferencia entre ambos grupos.

Circulos de escision del receptor de Linfocito T

Definicion conceptual y operacional.- Circulos de escision del receptor de Linfocito

T por microlitro de sangre periférica detectados por PCR

Tipo de variable.- Cuantitativa, continua.

Escala de Medicion.- Numero de células por microlitro

Temporalidad de las mediciones.-Al ingreso al estudio. 1 medicién.

Responsable de las mediciones.- El investigador responsable del proyecto sera el

encargado de realizar el procesamiento de la muestra asi como la medicién del
resultado junto con el Quimico Edgar Alejandro Medina-Torres adscrito a la Unidad
de Investigacion en Inmunodeficiencias. INP

Valores de normalidad.- Se considera el punto de corte por arroga de 25 TRECs

por microlitro. Nosotros usaremos los datos de forma cuantitativa continua,
comparando los grupos no en relacion al nivel de normalidad si no a la diferencia

entre ambos grupos.

Nidmero de subpoblaciones linfocitarias

Definicion conceptual y operacional.- Estara determinada por 3 variables:

a)
b)

c)

a)

Numero de linfocitos T CD3+
Numero de linfocitos T CD4+

Numero de linfocitos T CD8+

Nota: Cada una de las variables que conforman las subpoblaciones linfocitarias se medira

de forma independiente y cada una se analizara por separado.

Numero de linfocitos T CD3+

Definicién conceptual y operacional.- Numero total de células en sangre periférica

que expresan el marcador CD3+
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b)

Tipo de variable.- Cuantitativa, discreta

Escala de Medicion.- Numero de células/CIL

Temporalidad de las mediciones.- Al ingreso al estudio. 1 medicion.

Responsable de las mediciones.- El investigador responsable del proyecto sera el

encargado de realizar el procesamiento de la muestra asi como la medicion del
resultado junto con la Quimica Q.F.B. Noemi Najera Martinez adscrito al Laboratorio
Central del HIMFG.

Numero de linfocitos T CD4+

Definicion conceptual y operacional.- Numero total de células en sangre periférica

que expresan el marcador CD4+

Tipo de variable.- Cuantitativa, discreta

Escala de Medicién.- NiUmero de células/0JL

Temporalidad de las mediciones.- Al ingreso al estudio. 1 medicién.

Responsable de las mediciones.- El investigador responsable del proyecto sera el

encargado de realizar el procesamiento de la muestra asi como la medicién del
resultado junto con la Quimica Q.F.B. Noemi Najera Martinez adscrito al Laboratorio
Central del HIMFG.

Numero de linfocitos T CD8+

Definicion conceptual y operacional.- Numero total de células en sangre periférica

que expresan el marcador CD8+

Tipo de variable.- Cuantitativa, discreta

Escala de Mediciéon.- Numero de células/CIL

Temporalidad de las mediciones.- Al ingreso al estudio. 1 medicion.

Responsable de las mediciones.- El investigador responsable del proyecto sera el

encargado de realizar el procesamiento de la muestra asi como la medicion del
resultado junto con la Quimica Q.F.B. Noemi Najera Martinez adscrito al Laboratorio
Central del HIMFG.
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Variables confusoras
Tiempo desde la reseccion del timo

Definicidon conceptual vy operacional.- NUmero de meses transcurridos desde la reseccién

del timo por reparacién quirurgica de la cardiopatia de base.

Tipo de variable.- Cuantitativa discreta

Escala de Medicién.- Meses

Temporalidad de las mediciones.-Al ingreso al estudio. 1 medicién.

Responsable de las mediciones.- El investigador responsable del proyecto sera el

encargado de obtener estos datos en el expediente clinico.

RESULTADOS

Se incluyeron un total de 69 pacientes, 38 pertenecientes al grupo de cardiopatas sin timo
representando un porcentaje de 55,1% (IC 95% 43.3-66.2) y 31 al grupo de sanos
representando un porcentaje de 44.9% (IC 95% 33.7-56.6), los cuales fueron pareados por
edad. Las caracteristicas de género, mediana de peso y de talla se presentan en la tabla 2,

de acuerdo al grupo.

Tabla 2. Caracteristicas de los pacientes por grupo

Género % Mediana p (U de Mediana de p (U de
(IC 95%) de peso Mann- talla Mann-
(kg) Whitney) (cm) Withney)
para peso para talla
Cardiopata Hombres: 55.2% 18.2 0.01 112.5 0.041
sin timo (39.7 — 69.8)

Mujeres: 44.7%
(30.1-160.2)
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Sanos Hombres: 54.8% 32.0 0.01 133.0 0.041
(37.7-70.8)

Mujeres: 45.1%
(29.1 — 62.2%)

En esta se puede observar que hay una diferencia en el peso entre cardidpatas y sanos

favoreciendo a los sanos en peso.

A cada individuo se le percentilé de acuerdo a las tablas de percentiles de estatura y peso
para la edad del centro para el control y prevencion de enfermedades (CDC por sus siglas
en inglés). La p al realizar U de Mann Whitney fue significativa, es decir, se encontré una
diferencia entre el peso y la talla de los sanos y la de los cardidpatas. Sin embargo para
talla se encontré que si hay menor talla en los cardiépatas (p=0.075), pero cuando estan

comparados contra sus propias percentilas no hay una diferencia entre ambos grupos.

En cuanto a los valores de biometria hematica, la media de leucocitos en el grupo
cardiopatia sin timo fue de 7.5 x 103 + 3.2. Para los neutrdfilos fue de 3.7 x 10 3 + 2.0 y para
linfocitos 2.9 x 10® + 2.1; para monocitos 0.55 x10 2 + 0.54, para eosindfilos 0.22 x 10°% +
0.25 y para basdfilos 0.02 x 10 3 + 0.2. En el grupo de los pacientes sanos la media de los
leucocitos fue de 8.6 x 10% +0.89, para los neutrdfilos fue de 4.2 x 10% + 0.32, para linfocitos
3.8 x 102 + 1.1, para monocitos 0.42 x 103 + 0.05; para eosindfilos 0.22 x 10 * + 0.04 y para
basdfilos 0.05 x 103+ 0. Al realizar el andlisis para ver si hubo diferencias entre los grupos
se obtuvo valores de p significativos en leucocitos, linfocitos y monocitos (p=0.27, 0.007 y

0.005 respectivamente) siendo mayores en los pacientes sanos.

La media de los valores de niveles séricos de inmunoglobulinas se muestra en la siguiente
tabla. No hubo diferencia significativa entre ambos grupos (p=1.0, 1.0, 0.82 y 0.62 para IgA,
IgM, 1gG e IgE respectivamente).
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Tabla 3. Media de niveles de inmunoglobulinas séricas por grupo

IgA (mg/dl) IgM (mg/dl)  IgG (mg/dl) IgE (IU/ml)
Cardidpatas sin timo 147.0 122.0 1122.0 89.3
Sanos 155.2 117.2 1080.1 127.3

En cuanto a los valores de TRECs la media en el grupo de cardidépatas sin timo fue de 11.9

+ 7.3, en el grupo de los sanos 13.2 + 8.8.

Ademas de que las medias de ambos grupos fueron diferentes, teniendo una disminucion
del 10% con respecto al grupo de pacientes sanos, llamé la atencion que sélo 2 pacientes

en el grupo de cardiopatia sin timo tuvieron niveles de TRECs normales.

Tabla 4. Cantidad de TRECs por grupo.

Cardiopatas sin timo 11.9+7.3
Sanos 13.2 +8.8

DISCUSION.

El timo es el principal sitio de la linfopoyesis de células T durante la vida fetal y en el posnatal
temprano. Los estudios de timos de pacientes con deficiencias inmunolégicas han
conducido a una comprension de la base molecular y genética de muchas

inmunodeficiencias, que apunta a la importancia del timo en el desarrollo de las células T.
64

Debido a la involucién del timo, se ha sugerido que el timo adulto no contribuye a la nueva
reemplazo de células T. Sin embargo datos posteriores indicaron que el timo contribuye a

las células T nuevas, incluso en la edad adulta. 6% 66

Por lo tanto, es muy probable que una disminucién de la timopoyesis conducira a una
deficiencia duradera en la capacidad del huésped para generar nuevas células T. No hay

marcadores fenotipicos que distinguen entre los ultimos emigrantes timicos del resto del
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pool periférico de células T virgenes. La evaluacion de las frecuencias de TREC en las
células T periféricas puede ser un indicador util de la de novo produccion de linfocitos T.
En los nifios, los estudios que utilizan TRECs se han realizado en pacientes con
enfermedades de inmunodeficiencia primaria y secundaria incluyendo lactantes y nifios
infectados con el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). ¢

Los pacientes con ausencia del timo, tales como en la enfermedad de inmunodeficiencia
combinada severa o en completa sindrome de Di George tienen TRECs muy bajos. En
pacientes infectados por el VIH, los TRECs en linfocitos de sangre periférica estuvieron
disminuidos en comparacién con los lactantes expuestos al VIH, no infectadas; después del
tratamiento los niveles de TREC aumentaron a los niveles actuales en los lactantes
expuestos al VIH, no infectados.% ©°

En un estudio del 2005, los TRECs se redujeron notablemente en los pacientes después
de muchos anos timectomia en la infancia, al mismo tiempo que disminuye en total las

células Ty las células T CD4 fenotipicamente virgenes *°

En el presente estudio los niveles de TREC disminuyeron significativamente en el grupo de
los pacientes cardiopatas sometidos a timectomia, llamado la atencién que soélo dos
pacientes de éste grupo tuvieron niveles de TRECs normales.

Los valores de TRECs disminuidos visto en estos pacientes son probablemente debido a
varias razones, incluyendo la disminucion de la produccién del timo. En general los valores
de TREC en el grupo de pacientes sin timectomia fueron superiores a los pacientes que
tenian timo (sanos). La probabilidad de una verdadera disminucion en TRECs resultante de
la disminucién de la timopoyesis se ve reforzada por la observacién de que incluso los
pacientes examinados durante periodos de hasta seis afios después de la timectomia total

tuvieron TRECs mas bajos que los pacientes que no tenian la timectomia.

En el estudio publicado de Halnon et al. % los pacientes sin
timo residual tuvieron TRECs significativamente mas bajos que los que tienen
timectomia parcial. Se desconoce si la disminucién de TREC en pacientes con eliminacion
parcial o completa del timo también conduce a una deficiencia en Las células T reguladoras
derivadas del timo. La timectomia parcial en la infancia y la disminucién de los TRECs no
parecio influir negativamente en la funcion inmune, ya que no habia enfermedades
autoinmunes conocidas en la poblacion de estudio durante un seguimiento a corto plazo.
Presumiblemente, un minimo de tejido del timo residual post-parcial timectomia es

suficiente para la funcién inmune.
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Nuestros datos proporcionan evidencia de que la cirugia cardiotoracica y timectomia en la
primera infancia produce cambios significativos y perdurables en el niumero de linfocitos T

de sangre periférica que son consistentes con la pérdida de timopoyesis en curso.

En el estudio de Storek et al. ®® encontraron una tendencia hacia una menor cantidad de
TRECs en las células T CD4+ y significativamente menor
TRECs en células T CD8+ en comparacion con los valores normales. Ya que los niveles de
TREC no eran cero (especialmente entre las células CD4), especularon que la timectomia
fue incompleta, que las células T se pueden generar de novo en los sitios extratimicos, o
que los TREC que se generaron antes de la timectomia pueden persistir durante décadas,
lo cual puede aplicar a nuestros resultados.
Por el contrario, en otro estudio % los TREC fueron indetectables en muchos sujetos sin
evidencia anatomica de timo residual. Por lo tanto, nos encontraron evidencia de la
generacion extratimica de células T. En nuestro estudio, los individuos sin evidencia de
tejido del timo tuvieron mas probabilidades de tener niveles indetectables de TREC en la
sangre periférica, mientras que aquellos con timo presente tuvieron mayores niveles de
TRECs, a menudo cerca de lo normal, lo que indica que la eliminacién total puede derogar
su actividad. Sélo dos sujetos tenian del grupo cardidpatas sin timo tuvieron niveles de
TRECs normales, consistentes con la hipétesis de que se correlaciona con la cantidad de
TRECs con la presencia o no de timo, y que seria mayor en los pacientes sanos. Nuestros
datos indican que la extirpacién del timo durante los procedimientos quirdrgicos
cardiotoracicos en pacientes pediatricos puede resultar en la reduccion a largo plazo de

nueva produccioén de células T como se evidencia por la reduccion en los niveles de TRECs.

Estas observaciones sugieren que los estudios descritos hasta ahora pueden subestimar el
impacto de la timectomia en la primera infancia. Una investigacion exahustiva para evaluar
las consecuencias clinicas (por ejemplo el numero de infecciones) de esta practica seria
valioso, asi como una cohorte para estudiar la funcion linfocitaria de los sujetos antes y

después de la cirugia.
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CONCLUSION.

La funcion linfocitaria medida mediante los circulos de escisién del receptor de Linfocito T,

TRECs, fue 10% mayor en pacientes sanos (con timo) Vs sin timo por reseccién quirurgica.

LIMITACIONES DEL ESTUDIO.

Dada la naturaleza transversal del estudio, los resultados sélo demuestran lo que ocurre en
el momento de las mediciones correspondientes a la valoracion, por lo que sélo podremos

establecer asociaciones entre las variables de estudio sin poder establecer causalidad.

42



CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES.

Junio 2016

4

* Reporte de
Mayo 2016 resultados

* Entrega de tesis

* Descripcion de

Abril 2016 resultados
* Analisis de
Noviembre- resultados
Diciembre 2015
Noviembre 2015 o Linfoproliferacion
* Cierre de recoleccion * TREC'S
Agosto 2015 de muestra
* Inicio de recoleccién
de muestra
Fecha de inicio: marzo 2015 MES
mes 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 il 12 13
ACTIVIDAD
Revision y actualizacion de literatura

Recoleccion de muestra

Procesamiento de muestra

IAndlisis de resultados

B

Descripcion de

Teard

Reparte der

Entrega de tesis

43



10.

11.

12.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.

. Jacobs MT, Frush DP, Donnetty LF. The right place at the wrong time: historical

perspective of the thymus gland and pediatric radiology. Radiology. 1999;210:11-6.

Nishino M, Ashiku SK, Kocher ON, Thurer RL, Boiselle PM, Hatabu H. The thymus:
a comprehensive review. Radiographics. 2006;26:335-48.

Miller J. Immunological function of the thymus. Lancet. 1961; 2:7489.

Boehm T, Bleul CC. The evolutionary history of lymphoid organs. Nat Immunol.
2007;8:131-5.

Blackburn CC, Manley NR. Developing a new paradigm for thymus organogénesis.
Nat Rev Immunol. 2004;4:278-89.

Ribatti D, Crivettato E, Vacca A. Miller's seminal studies on the role of thymus in
immunity. Clin Exp Immunol. 2006; 144:371-5.

. Anderson G, Jenkinson WE, Jones T, Parnell SM, Kinsella FA., White AJ et al.

Establishment and functioning of intrathymic microenvironments. Immunol Rev.
2006;2009:10-27.

Itoi M, Tsukamoto N, Yoshida H, Amagai T. Mesenchymal cells are required for

functional development of thymic epithelial cells. Int Immunol. 2007;19:953-64

. Abul K. Abbas. Inmunologia celular y molecular. 8a. edicién. Espana: Elsevier

Saunders; 2015.

Rabiola E. Timo. En: Fawcett DW. Tratado de Histologia.12 ed. Nueva York:
Interamericana- McGraw Hill; 1995.p.479-93.

Guyton AC, Hay JE. Tratado de Fisiologia Médica.t2. Madrid: Interamericana-Mc
Graw Hill; 1996. p.487-98.

Klein L, Kyewski B, Allen PM, Hogquist KA. Positive and negative selection of theT
cell repertoire: what thymocytes see (and don’t see). Nat Rev Immunol 2014;14:377—-
391.

44



13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Hazenberg MD, Verschuren MC, Hamann D, Miedema F, van Dongen JJ. T cell
receptor excision circles as markers for recent thymic emigrants: basic aspects,
technical approach, and guidelines for interpretation. J Mol Med (Berl). 2001;79:631—
40.

Gerstel-Thompson JL, Wilkey JF, Baptiste JC, Navas JS, Pai SY, Pass KA, et al.
High-throughput multiplexed T-cell-receptor excision circle quantitative PCR assay
with internal controls for detection of severe combined immunodeficiency in

population-based newborn screening. Clin Chem. 2010;56:1466—74.

Aster J, Kumar V. Leucocitos, ganglios linfaticos, bazo y timo. En: Cotran RS, Kumar
V, Collins T. Robbins. Patologia estructural y funcional. 6ta.ed. Madrid: Mc GrawHill-
Interamericana; 2000.p.675-726.

Bannister LH. Timo. En: Williams PL. Anatomia de Gray: bases anatémicas de la
medicina y cirugia. 38.ed. Madrid: Harcourt; 1998. p.1423-31.

Sano S, et al. Stat3 in thymic epithelial cells is essential for postnatal maintenance

of thymic architecture and thymocyte survival. Immunity 2001;15:261-273.

Chaudhry MS1, et al. Thymus: the next (re)generation. Immunol Rev. 2016
May;271(1):56-71.

Ashwell JD, Lu FW, Vacchio MS. Glucocorticoids in T cell development and
function*. Annu Rev Immunol 2000;18:309-345.

Pifa C., et al. Thymus’ gland. Clinical, morphological and functional aspects. Revista

Electronica de las Ciencias Médicas en Cienfuegos. Medisur 2004; 2(3).

Olsen NJ, Olson G, Viselli SM, Gu X, Kovacs WJ. Androgen receptors in thymic
epithelium modulate thymus size and thymocyte development. Endocrinology
2001;142:1278— 1283.

Savino W. The thymus is a common target organ in infectious diseases. PLoS
Pathog 2006;2:62.

Nunes-Alves C, Nobrega C, Behar SM, Correia- Neves M. Tolerance has its limits:

how the thymus copes with infection. Trends Immunol 2013;34:502-510.

45



24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

Coder BD, Wang H, Ruan L, Su D-M. Thymic involution perturbs negative selection
leading to autoreactive T cells that induce chronic inflammation. J Immunol
2015;194:5825-5837

Appay V, Sauce D, Prelog M. The role of the thymus in immunosenescence:lessons
from the study of thymectomized individuals. AGING 2010;2:278-81.

Caruso C, Buffa S, Cardore G, Colonna-Romano G, Dunn-Walters D, Kipling D, et

al. Mechanisms of immunosenescence. Immun Ageing 2009;6:10-4.
Palmer DB. The effect of age on thymic function. Front Immunol 2013;4:1-6.

Sansoni P, Vescovini R, Fagnoni F, Biasini C, Zanni F, Telera A, et al. The immune

system in extreme longevity. Experimental Gerontology 2008;43:61-5.

Aw D, Silva AB, Palmer DB. Is thymocyte development functional in the aged? Aging
(Albany NY) 2009;1:146-153.

Fang RHT, Colantonio AD, Uittenbogaart CH. The role of the thymus in HIV infection:
a 10 year perspective. AIDS 2008;22:171-184.

Schmitt N, et al. Differential susceptibility of human thymic dendritic cell subsets to
X4 and R5 HIV-1 infection. AIDS 2006;20:533-542.

Lynch HE, Goldberg GL, Chidgey A, van den Brink MRM, Boyd R, Sempowski GD.

Thymic involution and immune reconstitution. Trends Immunol 2009;30:366—373.

Paes-Silva R, Correia de Macedo EM, Oliveira Tomiya MT, Machado Barbosa de
Castro CM. Immune response of severe malnutrition children treated according to
the protocol of the world health organization. Nutr hosp. 2015 aug 1;32(2):638-44.

Hoffman JI, Kaplan S. The incidence of congenital heart disease. J Am Coll Cardiol.
2002;39:1890-900.

Gennery AR. Immunological aspects of 22q11.2 deletion syndrome. Cell Mol Life Sci
2012 Jan;69(1):17-27.

46



36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

Gui J, Zhu X, Dohkan J, Cheng L, Barnes PF, Su D-M. The aged thymus shows
normal recruitment of lymphohematopoietic progenitorsbut has defects in thymic
epithelial cells. Int Immunol 2007;19:1201-1211.

De Rosa SC, Herzenberg LA, Herzenberg LA, Roederer M 2001 11-color, 13-
parameter flow cytometry: identification of human naive T cells by phenotype,

function, and T-cell receptor diversity. Nat Med 7:245-248

Douek DC, Vescio RA, Betts MR, Brenchley JM, Hill BJ, Zhang L, Berenson JR,
Collins RH, Koup RA 2000 Assessment of thymic output in adults after
haematopoietic stem-cell transplantation and prediction of T-cell reconstitution.
Lancet 355:1875-1881

Douek DC, McFarland RD, Keiser PH, Gage EA, Massey JM, Haynes BF, Polis MA,
Haase AT, Feinberg MB, Sullivan JL, Jamieson BD, Zack JA, Picker LJ, Koup RA
1998 Changes in thymic function with age and during the treatment of HIV infection.
Nature 396:690-695

Kong F, Chen CH, Cooper MD 1998 Thymic function can be accurately monitored

by the level of recent T cell emigrants in the circulation. Immunity 8:97-104

Steffens CM, Al-Harthi L, Shott S, Yogev R, Landay A 2000 Evaluation of
thymopoiesis using T cell receptor excision circles (TRECs): differential correlation

between adult and pediatric TRECs and naive phenotypes. Clin Immunol 97:95-101

Ye P, Kirschner DE 2002 Reevaluation of T cell receptor excision circles as a

measure of human recent thymic emigrants. J Immunol 169:4968—-4979

Haynes BF, Hale LP, Weinhold KJ, Patel DD, Liao H, Bressler PB, Jones DM,
Demarest JF, Gebhard-Mitchell K, Haase AT, Bartlett JA 1999 Analysis of the adult
thymus in reconstitution of T lymphocytes in HIV-1 infection. J Clin Invest 103:453—
460

Haynes BF, Markert ML, Sempowski GD, Patel DD, Hale LP 2000 The role of the
thymus in immune reconstitution in aging, bone marrow, transplantation, and HIV-1
infection. Annu Rev Immunol 18:529-560

47



45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

Heitger A, Neu N, Kern H, Panzer-Grumayer ER, Greinix H, Nachbaur D,
Niederwieser D, Fink FM 1997 Essential role of the thymus to reconstitute naive
(CD45RA ) T-helper cells after human allogeneic bone marrow transplantation.
Blood 90:850-857

Mackall CL, Hakim FT, Gress RE 1997 T-cell regeneration: all repertoires are not

created equal. Immunol Today 18:245-251

Zhang L, Lewin SR, Markowitz M, Lin HH, Skulsky E, Karanicolas R, He Y, Jin X,
Tuttleton S, Vesanen M, Spiegel H, Kost R, van Lunzen J, Stellbrink H, Wolinsky S,
Borokowsky W, Palumbo P, Kostrikis LG, Ho DD 1999 Measuring recent thymic
emigrants in blood of normal and HIV-1 infected individuals before and after ffective
therapy. J Exp Med 190:725-732

Turan T, Turan M, Arslan C, Kinoglu B, Sarioglu T. How does neonatal thymectomy

affect the immune system? Acta Cardiologica. 2004;59:511-3.

Wells WJ, Parkman R, Smogorzewska E, Barr M. Neonatal thymectomy: does it

affect immune function? J Thorac Cardiovasc Surg. 1998;115:1041-6.

Halnon NJ, Jamieson B, Plunkett M, Kitchen CM, Pham T, Hrogstad P. Thymic
function and impaired maintenance of peripheral T cell populations in children with

congenital heart disease and surgical thymectomy. Pediatric Res. 2005;57:42-8.

Mancebo E, Clemente J, Sanchez J, Ruiz-Contreras J, de Pablos P, Cortezéon S, et
al. Longitudinal analysis of immune function in the first 3 years of life in
thymectomyzed neonates during cardiac surgery. Clin Exp Immunol. 2008;154:275—
383.

Madhok AB, Chandrasekran A, Parnell V, Gandhi M, Chowdhury D, Pahwa S. Levels
of recent thymic emigrant cells decrease in children undergoing partial thymectomy

during cardiac surgery. Clin Diagn Lab Immunol. 2005; 12:563-5.

Ogle BM, West LJ, Driscoll DJ, Strome SE, Razonable RR, Paya CV, et al. Effacing
of the T cell compartment by cardiac transplantation in infancy. J Immunol.
2006;176:1962—7.

48



54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

Van Gent R, Schadenberg AWL, Otto SA, Nievelstein RAJ, Sieswerda GT, Haas F,
et al. Long-term restoration of the human T cell compartment after thymectomy

during infancy: a role for thymic regeneration? Blood. 2011;118:627-34.

Prelog M, Keller M, Geiger R, Brandstatter A, Wirzner R, Schweigmann U, et al.
Thymectomy in  early childhood: significant  alterations  of  the
CDA4(+)CD45RA(+)CD62L(+) T cell compartment in later life. Clin Immunol.
2009;130:123-32.

Eystendottir JH, Freysdottir J, Haraldsson A, Stefansdottir J, Skaftadottir I, Helgason
H, et al. The influence of partial or total thymectomy during open heart surgery in

infants on the immune function later on life. Clin Exp Immunol. 2004;136:349-55.

Sauce D, Larsen M, Fastenackels S, Duperrier A, Keller M, Grubeck-Loebenstein B,
et al. Evidence of premature immune aging in patients thymectomyzed during early
childhood. J Clin Invest. 2009;119:370-8.

Storek J, Douek DC, Keesey JC, Boehmer L, Storer B, Maloney DG 2003 Low T cell
receptor excision circle levels in patients thymectomized 25-54 years ago. Immunol
Lett 89:91-92

Wells WJ, Parkman R, Smogorzewska E, Barr M 1998 Neonatal thymectomy: does
it effect immune function? J Thorac Cardiovasc Surg 115:1041-1046

Gennery AR, Barge D, Spickett GP, Cant AJ 2001 Lymphocyte subset populations
in children with polysaccharide antibody deficiency following cardiac transplantation.
J Clin Immunol 21:37-42

Ramos SB, Garcia AB, Viana SR, Voltarelli JC, Falcao RP 1996 Phenotypic and
functional evaluation of natural killer cells in thymectomized children. Clin Immunol
Immunopathol 81:277-281.

Gennery AR, Barge D, Spickett GP, Cant AJ 2001 Lymphocyte subset populations
in children with polysaccharide antibody deficiency following cardiac transplantation.
J Clin Immunol 21:37-42

49



63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

Halnon NJ, Jamieson B, Plunkett M, Kitchen CM, Pham T, Krogstad P. Thymic
function and impaired maintenance of peripheral T cell populations in children with
congenital heart disease and surgical thymectomy. Pediatr Res. 2005 Jan;57(1):42-
8.

Roifman, C. M. 2005. Studies of patients’ thymi aid in the discovery and

characterization of immunodeficiency in humans. Immunol. Rev. 203:143— 155.

Fry, T. J., and C. L. Mackall. 2002. Current concepts of thymic aging. Springer
Semin. Immunopathol. 24:7-22.

Douek DC, Koup RA. Evidence for thymic function in the elderly. Vaccine
2000;18:1638—-1641.

Chavan, S., B. Bennuri, M. Kharbanda, A. Chandrasekaran, S. Bakshi, and S.
Pahwa. 2001. Evaluation of T-cell receptor gene rearrangement excision circles after
antiretroviral therapy in children infected with human immunodeficiency virus. J.
Infect. Dis. 183:1445-1454.

Markert, M. L., et al. 2004. Complete DiGeorge syndrome: development of rash,
lymphadenopathy, and oligoclonal T cells in 5 cases. J. Allergy Clin. Immunol.
113:734-741.

Patel, D. D., M. E. Gooding, R. E. Parrott, K. M. Curtis, B. F. Haynes, and R. H.
Buckley. 2000. Thymic function after hematopoietic stem-cell transplantation for the

treatment of severe combined immunodeficiency. N. Engl. J. Med. 342:1325-1332.

50



ANEXOS.

ANEXO 1. Valores de normalidad de Subpoblaciones linfocitarias

Tabla 5. Valores de normalidad. Linfocitos T CD3+

0-1 mes 2-6 meses 7-24 meses 3-5 anos

55-82% 55-82% 55-82% 65-84%

3,000-5,000cel/yL  3,000-5,000cel/yL  3,000-5,000cel/uL  1,200-4,100cel/pL

6-10 anos 11-15 anos Femenino mas de Masculino mas de
16 anos 16 anos

65-84% 65-84% 59-85% 59-85%

1,200-4,100cel/pL 1,200-4,100cel/pL 770-4,000cel/uL 770-4,000cel/uL

Tabla 6. Valores de normalidad. Linfocitos T CD3+ CD4+

0-1 mes 2-6 meses 7-24 meses 3-5 ainos
50-57% 50-57% 50-57% 27-57%
2,800-3,900cel/pL 2,800-3,900cel/pL 2,000-4,000cel/pL 560-2,700cel/pL
6-10 aifos 11-15 arfios Femenino mas de Masculino mas de
16 ainos 16 ainos
27-57% 42-58% 42-58% 42-58%
560-2,700cel/puL 560-2,700cel/pL 546-2,900cel/pL 546-2,900cel/puL
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Tabla 7. Valores de normalidad. Linfocitos T CD3+ CD8+

0-1 mes

2-6 meses

7-24 meses

3-5 anos

8-31%

8-31%

8-31%

14-34%

350-2,500cel/uL

350-2,200cel/uL

350-2,200cel/uL

330-2,200cel/uL

6-10 anos 11-15 anos Femenino mas de Masculino mas de
16 anos 16 anos
14-34% 14-34% 17-33% 17-33%

330-1,800cel/puL

330-1,800cel/uL

220-1,650cel/pL

220-1,650cel/uL
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ANEXO 2. Hoja de recoleccion de datos pacientes a incluir en el estudio

Médico que llena los datos

1.

9.

® N O oA wN

HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

NOMBRE: :

Fecha

1. Reseccion quirurgica del timo

i. Si

ii. Control

2. Direccién

3. Cardiopatia
i. Si

ii. No

iii. Tipode

Cardiopatia

4. Operado
i. Si

Qx
ii. No

5. Hoja

quirurgica

iii. Fecha

REGISTRO:

TELEFONO 1

TELEFONO 2

Edad en meses:

Fecha de nacimiento

Fecha de hoy

Peso a la inclusiéon

Talla a la inclusiéon

10. IMC a la inclusion

11. Informante:

1. PADRE
2. MADRE
3. OTRO
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ANEXO 3. TECNICA PARA LA IDENTIFICACION Y RECUENTOS ABSOLUTOS DE
LINFOCITOS HUMANOS T (CD3*), (CD3"CD4") Y (CD3*CD8*) EN SANGRE TOTAL.

A partir de una muestra de 1 mL recolectada en tubo anticoagulado con EDTA se realizara
el siguiente procedimiento: el reactivo MultiTEST CD3 conjugado a isotiocianato de
fluoresceina (FITC), CD8 conjugado a ficoeritrina (PE), CD45 conjugado a la proteina
peridinin clorofila (PerCP) y CD4 conjugado a aloficocianina (APC) es un reactivo de
inmunofluorescencia directa de cuatro colores para usarlo con un citdbmetro de flujo
debidamente equipado para la identificacion y determinacion de los porcentajes y recuentos
absolutos de linfocitos humanos T maduros (CD3), y las sub-poblaciones de linfocitos T
supresores/citotoxicos (CD3*CD8") y de colaboradores/inductores (CD3*/CD4") en sangre
entera con los eritrocitos lisados. Se utiliza con los tubos TruCOUNT los recuentos

absolutos de estas poblaciones y se pueden enumerar en un solo tubo.
Material y reactivos

1. Reactivo: MuUltiTEST CD3 FITC, CD8 PE, CD45 PerCP, CD4 AP (BD No. de
catalogo 340491)

Solucién lisante FACS (1X)

Tubos VACUTAINER K3 EDTA para recoleccion de sangre

Agitador VORTEX

Micropipeta con puntas

Liquido de revestimiento (FACSFlow BD), No de catalogo 340398

Controles TruCOUNT (BD No de catalogo 340335)

o o s~ w N

7. Citémetro de flujo: Modelo FacsCalibur 4 colores de Becton Dickinson. C
Técnica de tincién

1) Para cada muestra de paciente (1 mL de sangre completa), se debe rotular un tubo
de TruCOUNT (se debe verificar que el sedimento de microesferas del TruCOUNT
este intacto y dentro del retenedor metalico al fondo del tubo)

2) Pipetear 20 yL del reactivo TriTEST CD3/CD8/CD45/CD4 al fondo del tubo.

3) Pipetear 50uL de sangre entera anticoagulada bien mezclada al fondo del tubo.
NOTA: Se debe evitar que la sangre descienda por las paredes del tubo. Si se queda
sangre entera en las paredes del tubo, no se tefira con el reactivo.

4) Tapar el tubo y agitarlo suavemente en el Vortex para que se mezcle. Incubar

durante 15 minutos en la oscuridad a temperatura ambiente (20° a 25°C)
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5) Agregar 450 uL de solucion lisante FACS 1x al tubo.

6) Tapar el tubo y agitarlo suavemente en el Vortex para que se mezcle. Incubar por

15 minutos en la oscuridad a temperatura ambiente (20° a 25°C). La muestra esta

lista para ser analizada en el citometro de flujo.

TECNICA DE SEPARACION DE LAS CELULAS MONONUCLEARES DE SANGRE

PERIFERICA (CMSP)

La separacion de las CMSP se realizara con gradiente de densidad de la siguiente

manera:

1.

© © N o

Se diluira la sangre total (5 ml) con PBS en una dilucién 1:1. En un tubo falcon
de 50 ml se colocara el mismo volumen de linfoprep y con pipeta paster se
pasara la sangre previamente diluida.

El tubo falcon se centrifugara a 1800 RPM durante 30 min.

Después de centrifugar se aspiraran las CMSP con pipeta Pasteur gentilmente
y se colocara en un tubo cénico de 15 ml con tapa.

Se agregara PBS al tubo hasta aforar a 15 ml, se mezclara gentilmente.

Se centrifugara nuevamente a 1500 RPM por 15 minutos, se decantara el
sobrenadante.

Se re-suspendera el botdn celular agitando suavemente en vortex.

Se adicionaran PBS hasta aforar a 10 ml y se mezclara suavemente.

Se centrifugara a 1500 RPM por 10 min y se decantara el sobrenadante.

Se re-suspendera el botén celular agitando suavemente en vortex y se

adicionara RPMI hasta aforar a 1 ml.

. Se procedera a realizar cuenta celular y corroborar viabilidad con camara de

Neubauer y tincion con azul triptano.

CULTIVO DE CMSP PARA REALIZAR MEDICION DE LINFOPROLIFERACION CON
CARBOXIFLUORESCEINA

1.

A las CMSP se agregaran 2 pL de carboxifluoresceina y se incubaran durante
10 min a 37° C en obscuridad con agitacion en vortex cada dos minutos.
Una vez terminado el tiempo de incubacion se agregaran 10 ml de PBS al tubo

hasta aforar a 15 ml, se mezclara gentiimente.
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3. Se centrifugara nuevamente a 1500 RPM por 15 minutos, se decantara el
sobrenadante.

Se re-suspendera el boton celular agitando suavemente en vortex.

Se adicionaran PBS hasta aforar a 10 ml y se mezclara suavemente.

Se centrifugara a 1500 RPM por 10 min y se decantara el sobrenadante.

N o O b~

Se re-suspendera el boton celular agitando suavemente en vortex y se

adicionara RPMI hasta aforar a 1 ml.

8. En placas de cultivo de 96 pozos con fondo plano se prepararan pozos con
2.5x10° CMSP mas AIMV hasta un volumen final de 200 pyL por pozo. Se
agregara a cada pozo uno de los siguientes estimulos: fitohemaglutinina 10
Mg/mL, y un pozo sin estimular como control negativo.

9. Las placas se incubaran a 37°C y en una atmosfera de CO2 al 5% durante 72
hrs.

10. Al finalizar del tiempo de incubacion se homogenizara el contenido de cada

pozo, mismo que se depositara en un tubo falcon de 5 ml por cada pozo, y se

centrifugara a 1500 RPM durante 5 min, posterior a lo cual el sobrenadante se

decantara y el botdn celular se resuspendera y se agregaran 250 uL de PBS +

1% de paraformaldehido y se mantendra a 4° C hasta su lectura en citometro de

flujo FACS aria (marca BD) en las primeras 24 hrs.

ANEXO 4. CUANTIFICACION DE CIiRCULOS DE ESCISION DEL RECEPTOR DE
LINFOCITOS T (TRECS) POR PCR EN TIEMPO REAL.

Purificacion de DNA.

e La muestra de 5 ml de sangre con EDTA se centrifuga a 3000 rpm durante 20
minutos.

e Se colecta la capa de leucocitos con ayuda de una pipeta pasteur y se colecta en
un tubo de fondo cénico de 15 ml nuevo.

e Se agregan 6 ml de la disolucion para lisar eritrocitos y se agita vigorosamente en
un agitador vortex durante 2 minutos.

o Terminada la agitacion se centrifuga el tubo durante 10 min a 3500 rpm.
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e Se elimina el sobrenadante y se agregan 500 (L de la disolucién para lisar
eritrocitos se agita en vortex hasta resuspender el boton de células.

e Se agregan 3 mL de disolucion de lisis de leucocitos y 20 (L de proteinasa K
(10mg/mL), se agita vigorosamente en agitador vortex durante 1 minuto y se deja
incubar durante 2 horas a 55 °C.

e Agregar 1 mL de disolucion para precipitar proteinas agitar por inversién durante 20
segundos el tubo e incubar en el congelador durante 10 minutos.

¢ Concluida la incubacion centrifugar el tubo a 3500 rpm durante 10 minutos y colectar
el sobrenadante y colocarlo en un tubo de fondo cénico de 15 mL nuevo y limpio.

e Precipitar el DNA agregando isopropanol al 100% en una relacion 1:1.

e Agitar por inversioén el tubo hasta que se observen la fibras del DNA y centrifugar
durante 5 minutos a 3500 rpm.

o Decantar el sobrenadante y dejar secar el DNA a temperatura ambiente durante 10
minutos.

e Para lavar el DNA agregar 1,4 mL de etanol al 70% vy trasladar el DNA a un tubo
para microcentrifuga de 1,5 mL nuevo y limpio.

e Agitar por inversién durante 10 minutos y luego centrifugar por 10 minutos a 12 000
rpm eliminando el sobrenadante al concluir la centrifugacion.

e Realizar un lavado mas y dejar secar durante 8 minutos a temperatura ambiente.

e Una vez seco el DNA resuspenderlo en 300 OL de regulador Tris/EDTA (TE)
pH=8,0, homogenizarlo con ayuda de una micropipeta.

e Cuantificar y determinar la pureza del DNA por espectrofotometria tomando las
lecturas a 260, 280 y 230 nm.

e Finalmente almacenar a 4°C hasta su uso.

Cuantificacion de TRECs por PCR tiempo real.

Para las reacciones de PCR tiempo real se implementaran un ensayo doble para determinar

simultaneamente la expresion del gen control/normalizador [1-actina y los TRECs.

Las mezclas de reaccién se prepararan de acuerdo a la siguiente tabla.

Tabla X. Mezcla de reaccién para la cuantificar por PCR tiempo real [J-actinay
TRECs.
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Reactivo Concentracion | Vol. (CL)
Master Mix 2x 12.5
Iniciador O-actina F 20 pmol 1
Iniciador O-actina R 20 pmol 1
Iniciador TRECs F 20 pmol 1
Iniciador TRECs R 20 pmol 1
Sondas TagMan 20 pmol 1,5
DNA - 50 ng
H.0 c.b.p. 25 0L

c.b.p.= cuanto baste para alcanzar el volumen indicado.

H.O= agua

El programa de PCR se describe a continuacion en la siguiente tabla:

Tabla X. Programa de PCR para amplificar al gen de [1-actinay TRECs.

Temperatura (°C) | Tiempo (s) | Ciclos
95 600 1
95 15
45
60 60
60 60 1
4 o0 1

Para cuantificar TRECs y -actina se montaran las muestras por triplicado de cada paciente
y se usaran los valores de Ct promedio para referir dicho valor a la curva de calibracién y

asi obtener el numero de copias de TRECs y [I-actina de cada muestra.

Para normalizar los valores de la cuantificacion de TRECs se calculara el radio de TRECs

de acuerdo a la siguiente ecuacion:

Radiotrecs= Copiastrecs/ Copias--actina
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ANEXO 5. CONSENTIMIENTO INFORMADO

Carta de consentimiento informado

Proyecto de investigacion:

Funcion linfocitaria de pacientes con reseccidén quirurgica del timo vs pacientes

sanos.
Estimado madre y/o padre:

Por medio de esta carta, lo invitamos a participar en el estudio mencionado arriba. Usted
debe saber que la participacidén en esta investigacion es totalmente voluntaria, de manera
que usted puede decidir no participar en mismo y en este caso no perderia ninguna

prestacién a la que tiene derecho en nuestro hospital.
JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Los pacientes con reseccion del timo pudieran pueden presentar una afectacion del sistema
de defensa de grado variable que les provoque infecciones recurrentes de las vias aéreas,
debido a que es un 6rgano fundamental para el desarrollo y maduracion de varias células

del sistema de defensa de nuestro organismo.
OBJETIVO DEL ESTUDIO

La presente investigacion pretende conocer la funcién linfocitaria de pacientes con

reseccion quirurgica vs pacientes sanos.
PROCEDIMIENTO DEL ESTUDIO

Para este estudio necesitamos realizarle al (la) paciente una serie de preguntas y un

examen fisico completo. Ademas, se le tomara una muestra de sangre
Las muestras seran obtenidas mediante el siguiente procedimiento:
Obtencién de la muestra sanguinea.

1. Se explica detalladamente el procedimiento al paciente y/o familiar.
2. Bajo condiciones higiénicas Optimas, se coloca el brazo extendido y se selecciona

la vena por palpacion preferentemente en el antebrazo.
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3. Se tomaran 7ml de sangre aproximadamente.
4. La muestra sanguinea sera almacenada a temperatura ambiente para su analisis
posterior de las células del sistema de defensa.

Riesgos y molestias

Los posibles riesgos de la toma de muestra sanguinea son molestia leve en el sitio de
puncién, formacion de moretones, hemorragia, infeccién o cicatriz. En caso de presentarse
algun dafio causado por la investigacion, los costos del tratamiento seran cubiertos por el

fondo asignado a la misma.
BENEFICIOS

Su colaboracion permitira obtener conocimiento del grado de afectacion de varias células
del sistema inmunolégico de su hijo (a) y tal vez ayudara a otras familias que presenten
problemas similares en un futuro, y en caso que lo amerite, permitiria su inicio de
tratamiento oportuno. Debido a que la informacidon que se recabe es absolutamente
confidencial y con fines de investigacion, usted debe saber que no daremos a conocer

ninguna informacion acerca de su hija(o), sin su consentimiento.
COSTOS

La toma de muestras de sangre, el ultrasonido del timo, asi como cualquier consulta que

usted tenga con el médico para hablar del estudio de investigacién no tendran ningun costo.

Usted tiene la garantia de recibir respuesta a sus preguntas y aclaracion a cualquier duda
acerca de los procedimientos, riesgos, beneficios y otros asuntos relacionados con la
investigacion. Si este fuera el caso, debera comunicarse con los médicos responsables
(Dra. Elsy Maureen Navarrete Rodriguez, Dra. Blanca del Rio Navarro, Dra. Daniela Garcia
Fajardo) de la investigacion, teléfono 52 28 99 17 ext. 2150 (oficina de Alergia). Ademas,
en caso de aceptar de participar en el protocolo usted puede dejar de hacerlo en cualquier
momento durante la realizacidon del mismo, sin que se vea afectado su derecho de recibir

atencion en nuestra institucion.

Los resultados del estudio seran proporcionados al familiar responsable en forma oportuna,

a pesar de que podria alterar su voluntad para continuar participando en el mismo.

Le sugerimos que conserve una copia de este documento para consultarla si es necesario.
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Por este medio, otorgo mi consentimiento para participar en el estudio, sin que haya

de por medio coercion alguna

México, D.F. a de de

Nombre y firma de la Madre Nombre y firma del Padre
Nombre y firma de testigo 1 Nombre y firma de testigo 2
Parentesco con el paciente Parentesco con el paciente

Nombre y firma del investigador

Responsable
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ANEXO 6. ASENTIMIENTO INFORMADO

Carta de asentimiento informado para pacientes
Proyecto de investigacion:

Funcion linfocitaria de pacientes con reseccién quirurgica del timo vs pacientes

sanos.
Estimado paciente:

Por medio de esta carta, te invitamos a participar en el estudio mencionado arriba, debes
saber que participar en esta investigacion es totalmente voluntario, por lo que si decide no

participar no habra ningun problema.
Ninguna informacion sera dada a nadie sin tu consentimiento.
JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Los pacientes como tu a quienes se les ha operado del corazén, pueden tener problemas
con sus defensas y enfermarse constantemente de la garganta, ademas hay algunos nifios

que posterior a la cirugia del corazén pueden tener mas problemas de infecciones.
OBJETIVO DEL ESTUDIO

Queremos conocer como funcionan las defensas con pacientes que hayan sido operadas
del corazoén vs otras que no, para entender mejor como funcionan las defensas en esta

enfermedad.
PROCEDIMIENTO DEL ESTUDIO

Necesitamos preguntarte algunas cosas sobre las infecciones que te dan y si has estado
hospitalizado, te revisaremos completamente y te tomaremos una muestra de sangre de

7ml y un estudio de ultrasonido del timo.
Riesgos y molestias

Los posibles riesgos de la toma de la sangre son molestia leve en el sitio de puncion,

formacion de moretones, hemorragia, infeccion o cicatriz...

BENEFICIOS
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Tu colaboracion permitira conocer como estan tus defensas y ayudara tanto a ti en el caso

que lo necesites como a mas pacientes con tu misma enfermedad.
COSTOS

La toma de muestras de sangre, el ultrasonido del timo, asi como cualquier consulta no

tendran ningun costo.

Si tienes alguna duda puedes comunicarte con los médicos responsables de la
investigacion (Dra. Elsy Maureen Navarrete Rodriguez, Dra. Blanca del Rio Navarro, Dra.
Daniela Garcia Fajardo) al teléfono 52 28 99 17 ext. 2150 (Oficina de Alergia). Ademas, en
caso de aceptar su participacion en el protocolo tu puedes dejar de participar en cualquier
momento durante la realizacion del mismo, sin que se vea afectado tu derecho de recibir

atencion en nuestra institucion.
Te sugerimos que conserves una copia de este documento para consultarla si es necesario.

He leido las explicaciones acerca de este estudio y se me ha dado la oportunidad de

discutirlas y de hacer preguntas.
Por este medio, otorgo mi asentimiento para participar en el estudio.

México, D.F. de de

Nombre y firma del paciente

Nombre y firma de la Madre Nombre y firma del Padre
Nombre y firma de testigo 1 Nombre y firma de testigo 2
Parentesco con el paciente Parentesco con el paciente

Nombre y firma del investigador Responsable
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