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DESCRIPCIÓN 

Uso de timosina 1, sola o en combinación con PTX3 o ganciclovir, para el tratamiento de infección por citomegalovirus 

La invención descrita en la presente memoria se refiere al uso de timosina α1 (Tα1) sola o en combinación con la 
pentraxina larga PTX3 (PTX3) para la preparación de un medicamento para la prevención o el tratamiento de 
enfermedades víricas y/o para la inhibición de la activación vírica, en que dicho virus es un herpesvirus tal como 5 
citomegalovirus (CMV). 

El citomegalovirus humano (HCMV) es un herpesvirus encontrado comúnmente en aproximadamente un 50% de la 
población general. Aproximadamente un 90% de las personas con VIH portan HCMV. En la población general, el virus 
permanece habitualmente latente en los tejidos del cuerpo después de la infección inicial. Sin embargo, puede 
extenderse a la boca, orina y tracto genital, sirviendo como fuente de infección para otras personas. La infección por 10 
HCMV puede dar como resultado infecciones secundarias más graves si el sistema inmunitario se ve deprimido por 
cualquier razón. 

Aproximadamente un 5% de los lactantes que contraen HCMV mediante transmisión vertical  tienen defectos de 
nacimiento graves. Estos pueden incluir daño cerebral, falta de crecimiento, ceguera y otros defectos. Este problema 
aparece habitualmente cuando la madre es infectada por HCMV por primera vez durante el embarazo. 15 

En la población adulta general, el HCMV se encuentra inactivo, pero puede estar asociado al desarrollo de enfermedad 
arterial coronaria. La infección por HCMV se ha asociado al desarrollo de placas arteriales y aterosclerosis.  

El HCMV puede causar graves problemas a personas con sistemas inmunitarios debilitados. 

Este es lo más comúnmente el problema en personas con SIDA o en aquellos pacientes con terapia inmunodepresora. 
El HCMV infecta a entre un 75 y un 100% de los pacientes positivos de VIH. Las complicaciones más comunes 20 
asociadas al HCMV incluyen coriorretinitis; infecciones del tracto gastrointestinal, incluyendo hepatitis, esofagitis, colitis, 
gastritis y pancreatitis; afectación neurológica, incluyendo encefalitis y polirradiculitis; afectación pulmonar y epididimitis. 

Las personas con cáncer extendido o personas que reciben transplantes de órganos o médula ósea están comúnmente 
afectadas. La infección puede deberse a una exposición por primera vez al HCMV o ser el resultado de un HCMV 
reactivado. En pacientes de transplante y cáncer, el HCMV causa habitualmente neumonía o una infección 25 
gastrointestinal que da como resultado diarrea, que puede causar la muerte. Además, el HCMV contribuye al desarrollo 
de la disfunción crónica del aloinjerto en receptores de transplante de órgano sólido. La relación entre enfermedad por 
HCMV y el desarrollo de bronquiolitis obliterante en receptores de transplante de pulmón está bien establecida. 
Adicionalmente, el HCMV es uno de una serie de factores de riesgo que pueden conducir a lesión del aloinjerto. La 
invasión vírica directa del aloinjerto puede causar hepatitis por HCMV en pacientes de transplante de hígado o riñón. 30 
Además de los síntomas directos producidos por el HCMV, la infección por este virus puede aumentar el riesgo de 
infecciones fúngicas y otras oportunistas, tales como neumonía por Pneumocystis carinii y enfermedad linfoproliferativa 
postransplante relacionada con el virus de Epstein-Barr. 

La mayoría de personas se han infectado por HCMV cuando eran adultos. Cualquiera que reciba una transfusión de 
sangre o un transplante de órgano está en riesgo de infección por HCMV. 35 

Además, las personas con sistemas inmunitarios debilitados y fetos están en riesgo de enfermedad grave. 

El tratamiento de HCMV activo en personas con sistemas inmunitarios debilitados se realiza actualmente con agentes 
antivíricos, tales como ganciclovir, foscarnet y cidofovir. 

Los virus de la gripe causan la gripe, una enfermedad contagiosa que infecta el tracto respiratorio (nariz, garganta y 
pulmones) en los seres humanos. La gripe habitualmente aparece repentinamente y puede incluir estos síntomas: 40 
fiebre, dolor de cabeza, malestar (sensación de estar enfermo y sin energía que puede ser extrema), tos, irritación de 
garganta, congestión nasal y dolores corporales. 

Los virus Paramyxoviridae inducen un amplio intervalo de dolencias clínicas en seres humanos, estos incluyen virus del 

sarampión, virus de las paperas que tiene síntomas de parotitis, orquitis y encefalitis y virus de paragripe que son 
patógenos respiratorios.  45 

El virus respiratorio sincitial (RSV) es la causa más común de bronquiolitis y neumonía entre los lactantes y niños de 
menos de 1 año de edad. La dolencia empieza lo más frecuentemente con fiebre, rinorrea, tos y a veces jadeos. El RSV 
causa también infecciones repetidas a lo largo de la vida, asociadas habitualmente a síntomas de tipo catarro de 
moderados a graves; sin embargo, la enfermedad del tracto respiratorio inferior grave puede aparecer a cualquier edad, 
especialmente entre los ancianos o entre aquellos con los sistemas cardiaco, pulmonar o inmunitario deprimidos. 50 

Los coronavirus infectan una variedad de mamíferos y aves, en seres humanos causan infecciones respiratorias, 
incluyendo síndrome respiratorio agudo grave (SRAG), infecciones entéricas y síndromes neurológicos. Las infecciones 
adultas son menos comunes y las reinfecciones parecen ocurrir a lo largo de la vida. 
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El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) es un retrovirus. La información genética en una partícula retrovírica está 
codificada por ARN. Tras la entrada en la célula hospedadora, este ARN se copia a ADN por la enzima vírica 
transcriptasa inversa. Esta copia de ADNc de la información genética del virus puede integrarse en los cromosomas de 
la célula hospedadora en el núcleo. Este provirus puede permanecer inactivo durante muchas divisiones celulares antes 
de reactivarse y producir más partículas retrovíricas infecciosas. 5 

La hepatitis vírica es cualquier tipo de inflamación hepática causada por una infección vírica. Los tres virus más 
comunes ahora reconocidos que causan enfermedades hepáticas son de la hepatitis A, hepatitis B y hepatitis ni A ni B 
(también llamado de la hepatitis C). Se han reconocido varios otros tipos: de la hepatitis D, hepatitis E y de la hepatitis G 
recientemente identificado. Se sospecha un séptimo tipo (hepatitis F) pero aún no está confirmado. 

Los rotavirus son la causa más común de diarrea grave entre los niños, dando como resultado la hospitalización de 10 
aproximadamente 55.000 niños al año en los Estados Unidos y la muerte de más de 600.000 niños al año en el mundo. 

La timosina α1 es un compuesto bien conocido en el campo médico. 

Este compuesto es un péptido ácido presente en extracto de timo que muestra propiedades inmunoreguladoras en 
varios ensayos in vitro e in vivo (1972; Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 69, 1800-1803). 

Es ya conocido el uso previo de timosina α1. 15 

La administración subcutánea de timosina α1 a ratones atímicos previamente inoculados con células de carcinoma 
pulmonar no microcítico (CPNM) redujo significativamente el volumen tumoral. 

Las metástasis pulmonares en ratones con fibrosarcoma inducido por metilcolantreno se redujeron también por la 
timosina α1, y el crecimiento de sarcoma local así como las metástasis hepática y pulmonares de células de 
linfosarcoma se redujeron significativamente en ratones BALB/c tratados con timosina α1. 20 

La PTX3 es una proteína expresada en diversos tipos celulares (Bottazzi, et al., J. Biol. Chem., 1997; 272; 32817-
32823), particularmente en fagocitos mononucleares y células endoteliales después de exposición a las citocinas 
inflamatorias interleucina β (IL- β) y factor de necrosis tumoral  α (TNF-α). 

Esta proteína consiste en dos dominios estructurales, uno N-terminal no relacionado con ninguna molécula conocida y 
uno C-terminal similar a las pentraxinas cortas tales como la proteína C reactiva (CRP). Se ha encontrado una similitud 25 
sustancial entre la PTX3 humana (hPTX3) y las PTX3 animales. 

El gen de PTX3 está localizado en el cromosoma 3 de ratón, en una región similar a la región 3q humana (q24-28), de 
acuerdo con la localización documentada de hPTX3 en la región 3q 25. Además, la PTX3 de ratón (mPTX3) (Introna, 
M., et al.: Blood, 87 (1996); 1862-1872) es muy similar a la hPTX3 basándose en la organización, localización y 
secuencia (Breviario, F., et al.; J. Biol. Chem., 267. 22190, 1992). 30 

En particular, el grado de identidad entre las secuencias es de un 82% entre el gen humano y el gen de ratón, y alcanza 
un 92% si se consideran las sustituciones conservativas. 

El alto grado de similitud entre la secuencia de hPTX3 y la de mPTX3 es señal del alto grado de conservación de la 
pentraxina en el transcurso de la evolución (Adv. Immunol. 34: 141, 1983). 

Para una revisión de las pentraxinas, véase H. Gewurz, et al., Current Opinion in Immunology, 1995, 7, 54-64. 35 

Es ya conocido el uso previo de la pentraxina larga PTX3. 

La solicitud de patente internacional W099/32516 describe el uso de la pentraxina larga PTX3 para la terapia de 
enfermedades infecciosas (por hongos, bacterias, protozoos o virus), inflamatorias o tumorales. En el documento 
W099/32516, no se menciona nunca que la PTX3 fuera útil para tratar HCMV o virus de la gripe. 

El documento W002/38169 describe el uso de la pentraxina larga PTX3 para la preparación de un medicamento útil para 40 
el tratamiento de enfermedades asociadas a una activación anormal del factor de crecimiento FGF-2. 

El documento W002/36151 describe el uso de la pentraxina larga PTX3 para el tratamiento de enfermedades 
autoinmunitarias. 

El documento W003/011326 describe el uso de la pentraxina larga PTX3 para el tratamiento de la infertilidad femenina. 

El documento WO2005060997 describe el uso de inhibidores de la pentraxina larga PTX3 para la preparación de un 45 
medicamento para la prevención y el tratamiento de enfermedades autoinmunitarias y de enfermedades degenerativas 
de hueso y cartílago. 

Blood, 1 de enero de 2006, volumen 107, número 1, describe que la PTX3 contribuye a limitar el daño de tejido en 
condiciones inflamatorias y las activaciones de células autorreactivas. 
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El ganciclovir es un agente antivírico bien conocido en el campo médico. Se usa para tratar infecciones causadas por 
infección por citomegalovirus en personas cuyo sistema inmunitario no funciona totalmente. Esto incluye pacientes con 
síndrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA). Se usa también para ayudar a prevenir la infección por CMV en 
pacientes que reciben transplantes de órgano o médula ósea, así como en pacientes con infección por el virus de la 
inmunodeficiencia humana (VIH). 5 

Sorprendente e inesperadamente, se ha encontrado ahora que la timosina α1, sola o en combinación con la pentraxina 
larga PTX3 o ganciclovir, es útil para la preparación de un medicamento para la inhibición de la activación de 
herpesvirus y/o para la prevención o el tratamiento de enfermedades por herpesvirus. 

Es por lo tanto un objeto de la presente invención el uso de una cantidad eficaz de timosina α1, sola o en combinación 
con la pentraxina larga PTX3, para preparar un medicamento para la inhibición de enfermedades por herpesvirus, tales 10 
como citomegalovirus (CMV), en un sujeto mamífero. 

Es un objeto adicional de la presente invención el uso de una cantidad eficaz de timosina α1, sola o en combinación con 
la pentraxina larga PTX3, para preparar un medicamento para la prevención y/o el tratamiento de enfermedades por 
herpesvirus, tales como citomegalovirus (CMV), en un sujeto mamífero. 

Es un objeto adicional de la presente invención el uso de una cantidad eficaz de timosina α1, sola o en combinación con 15 
la pentraxina larga PTX3, para preparar un medicamento para tratar un síndrome inducido por citomegalovirus, en que: 

- dicho síndrome es mononucleosis por CMV; 

- dicho síndrome está asociado a un hospedador inmunodeprimido; 

- dicho hospedador inmunodeprimido tiene SIDA; 

- dicho hospedador inmunodeprimido es un receptor de transplante de órgano. 20 

Los siguientes ejemplos no limitantes ilustran la invención. 

DISCUSIÓN DE LOS DIBUJOS: 

FIGURA 1. 

La Tα1 protege de infección por MCMV in vivo 

Se infectaron ratones BALB/c (Figura 1a) y C57BL6 (Figura 1b) con 1 x 10
5
 o 5 x 10

5
 UFP de MCMV, respectivamente. 25 

Se cuantificaron los títulos víricos en células MEF mediante ensayo en placa estándar en tejidos retirados en diferentes 
momentos (Figura 1a) o una semana después de la infección (Figura 1b) y se expresaron como log10 (media ± errores 
estándares, EE). Se administraron timosina α1 (200 µg/kg administrada durante 7 o 14 días) y GCV (40 mg/kg 
administrado tres veces por semana) empezando el día de la infección. Los controles recibieron el péptido de secuencia 
alterada. Los resultados son representativos de 4 experimentos independientes. Las barras indican los errores 30 
estándares. *P < 0,05, carga vírica entre los ratones tratados y no tratados. 

FIGURA 2. 

La T1α1 promueve la reactividad de linfocitos NK en infección por MCMV 

Análisis fenotípico de las células totales (Figura 2a, Figura 2b) o linfocitos NK (Figura 2c) de bazo de ratones BALB/c 
infectados por MCMV no tratados (-) o tratados (+) con timosina α1 200 µg/kg durante 1 semana. Ninguno representa 35 
los ratones no infectados. Los números se refieren al porcentaje de células positivas en el análisis de FACS, una 
semana después de la infección. Los histogramas son representativos de 1 de 4 experimentos independientes. (Figura 
2d) Actividad citotóxica (mediante el ensayo de liberación de 

51
Cr estándar frente a dianas YAC-1) y frecuencia de los 

linfocitos NK productores de IFN mediante el ensayo ELISPOT de ratones tratados como anteriormente. Las barras 
indican los errores estándares. *P < 0,05, ratones infectados frente a no infectados. **P < 0,05, ratones infectados 40 
tratados con timosina α1 frente a no tratados. Los resultados mostrados son de 5 experimentos independientes. 

FIGURA 3 

La timosina α1 promueve la replicación vírica, la activación de IRF7 y la producción de citocinas en pDC 

(Figura 3a) Se generaron CD11b+DC o pDC a partir de la médula ósea de ratones BALB/c infectados con MCMV, y se 
valoró la morfología mediante microscopía óptica y la replicación vírica mediante PCR inmediata de la expresión de 45 
transcritos de gB de MCMV (ambos a las 48 h) o, para la expresión nuclear de IRF7, mediante inmunotinción con anti-
IRF7 (2 h después). Se expusieron las células (+) o no (-) a timosina α1 50 µg/ml durante 2 h a 37ºC antes de la 
infección. – representa las células no infectadas. Los resultados mostrados representan un experimento representativo 
de 3. 

Se comprobó el fraccionamiento nuclear mediante transferencia con anticuerpos antialdolasa (como control negativo).  50 
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La flecha indica una banda inducible. Carril 1, células no infectadas; carril 2, infectadas por MCMV; carril 3,  tratadas con 
timosina 1α; carril 4, tratadas con MCMV+ timosina 1α. (Figura 3b) Producción de citocina (pg/ml) por subconjuntos de 
DC tratadas como anteriormente. Las barras indican los errores estándares. *P < 0,05, producción de citocina en DC 
infectadas con MCMV frente a DC no infectadas. **P < 0,05, DC tratadas con timosina α1 frente a DC no tratadas. 
(Figura 3c) Producción de citocina en ratones durante infección por MCMV. Niveles de citocina (pg/ml) en 5 
sobrenadantes de cultivo de células de bazo de ratones con infección por MCMV y tratados durante una semana con 
timosina 1α o GCV. *P < 0,05, ratones tratados frente a no tratados. ND, no realizado. 

FIGURA 4 

La Tα1 activa la ruta dependiente de TLR9/MyD88 

Carga vírica (Figura 4a) y producción de citocina (Figura 4b) en ratones C57BL6, TLR4-/-, TLR9-/- y MyD88-/- infectados 10 
con 5 x 10

5
  UFP de MCMV y tratados con Tα1 200 µg/kg durante 1 semana. Se cuantificaron los títulos víricos, 

expresados como log10, en células MEF mediante ensayo en placa estándar en tejidos infectados retirados una semana 
después de la infección y tratamiento. Se determinaron los niveles de citocina (pg/ml) en los sobrenadantes de cultivo 
de células de bazo mediante ensayo ELISA. Las barras indican los errores estándares. *P < 0,05, ratones tratados con 
Tα1 frente a no tratados. Los resultados son representativos de 3 experimentos independientes. 15 

FIGURA 5 – Ejemplo de referencia 

La timosina α1 es eficaz en combinación con GCV. 

Se infectaron ratones BALB/c o C57BL6 con 10
5
 o 5 x 10

5
 UFP de MCMV, respectivamente. Se cuantificaron los títulos 

víricos, expresados como log10, en células MEF mediante ensayo en placa estándar en tejidos pulmonares retirados 7 
días después de la infección. Se administraron Tα1 (200 µg/kg/al día durante una semana) y/o GCV (40 mg/kg, tres 20 
veces por semana) empezando el día de la infección. Se determinaron los niveles de citocina (pg/ml) en sobrenadantes 
de cultivo de células de bazo (7 días) mediante ensayo ELISA. Las barras indican los errores estándares. *P <0,05, 
ratones tratados frente a no tratados. Los resultados son representativos de 3 experimentos independientes. 

FIGURA 6. 

La Tα1 es eficaz en combinación con PTX3 en la infección por citomegalovirus de múrido 25 

Se inyectaron ratones C57BL6 y BALB/c consanguíneos por vía intraperitoneal (ip) con 1 x 10
5
 (BALB/c) o 5 x 10

5 

(C57BL6) unidades de formación de placa (UFP) de MCMV. Se cuantificaron los títulos víricos en células MEF mediante 
ensayo en placa estándar en tejidos retirados un día después del tratamiento. Los tratamientos fueron los siguientes: Se 
administraron diariamente Tα1 (200 mg/kg/ip) y PTX3 (1 mg/kg/ip) (SIGMA-Tau, Pomezia, Roma, Italia) durante 7 días 
consecutivos empezando el día de la infección. Los controles recibieron el péptido con secuencia alterada. Todos los 30 
órganos de los animales no infectados eran negativos de virus. Los títulos víricos se expresan como log10 (media ± 
errores estándares, EE). 

EJEMPLO 1 

Materiales y métodos 

Ratones. Se adquirieron ratones C57BL6 y BALB/c consanguíneos de tipo silvestre (WT) de 8 a 12 semanas de edad 35 

en Charles River Breeding Laboratories (Calco, Italia). Se criaron pares de ratones homocigóticos TLR9-(TLR9-/-), 
TLR4-(TLR4-/-) y deficientes MyD88-(MyD88-/-) (con trasfondo C57BL6) en condiciones específicas exentas de 
patógenos en las instalaciones de cría de la Universidad de Perugia, Perugia, Italia. Se efectuaron los experimentos 
siguiendo protocolos aprobados por el comité institucional para el cuidado y uso de animales y de acuerdo con las 
Directivas del Consejo de la Comunidad Económica Europea, así como las directrices institucionales de cuidado y uso 40 
de animales. 

Virus, infección y tratamientos. Se prepararon linajes de MCMV de cepa Smith de extractos de glándula salivar a 

partir de ratones BALB/c y se titularon en un ensayo en placa estándar en células de fibroblasto embriónico de múrido 
(MEF) de BALB/c (J. Gen. Virol. 2002; 83: 2983-2993). Se inyectó a los ratones por vía intraperitoneal (i.p.) 1 x 10

5
 

(BALB/c) o 5 x 10
5
 (C57BL6) unidades de formación de placa (UFP) de MCMV. Se cuantificaron los títulos víricos en 45 

células MEF mediante ensayo en placa estándar en tejidos retirados en diferentes momentos. Los tratamientos fueron 
los siguientes: se suministraron timosina α1 y el polipéptido con secuencia alterada (ambos de SciClone 
Pharmaceuticals, San Mateo, CA) en forma de polipéptido purificado (los niveles de endotoxina fueron <0,03 pg/ml por 
un ensayo de lisado de Limulus estándar), estéril, liofilizado y acetilado. Las secuencias fueron las siguientes: Ac-Ser-
Asp-Ala-Ala-Val-Asp-Thr-Ser-Ser-Glu-IIe-Thr-Thr-Lys-Asp-Leu-Lys-Glu-Lys-Lys-Glu-Val-Glu-Glu-Ala-Glu-Asn-O (Tα1) y 50 
Ac-Ala-Lys-Ser-Asp-Val-Lys-Ala-Glu-Thr-Ser-Ser-Glu-Ile-Asp-Thr-Thr-Glu-Leu-Asp-Glu-Lys-Val-Glu-Val-Lys-Ala-Asn-
Glu-OH (péptido con secuencia alterada). Se reconstituyeron los polvos liofilizados en agua estéril y se administraron 
diariamente 200 µg/kg/i.p. durante 7 o 14 días consecutivos empezando el día de la infección. Se administro ganciclovir 
(GCV) (Cymevene; de Recordati, Milán, Italia) a 40 mg/kg/i.p. tres veces por semana, cada dos días, empezando 6 h 
después de la infección. Los controles recibieron el péptido con secuencia alterada o el diluyente solo. 55 
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Generación de un subconjunto de DC. Se obtuvieron DC cultivando 10
6
 células de médula ósea de BALB/c/ml en 

medio modificado de Iscove que contenía 10% de suero bovino filtrado, 2-mercaptoetanol 50 µM, piruvato de sodio (1 
mM), L-glutamina 2 mM, HEPES (10 mM) y gentamicina  50 µg/ml en presencia de  150 U/ml de rGM-CSF de ratón 
(Sigma) y 75 U/ml de rIL-4 (R&D Systems) durante 7 días, obteniéndose CD11b+DC, o FLT3-L 200 ng/ml (Immunex 
Corporation, Seattle, WA) durante 9 días, obteniéndose pDC. Se consiguió la maduración final mediante la adición de 5 
LPS 1 µg/ml u oligodesoxinucleotido de fosforotioato de citosina-guanina 2 µg/ml (CpG-B ODN 1668) (Coley 
Pharmaceutical Group, Wellesley, MA) durante 24 h adicionales hasta CD11b+DC o pDC, respectivamente (Blood 2003; 
102: 3807-344; 3814). Las CD11b+DC se discriminaron en CD11c de alta expresión y estaban compuestas 
distintamente por CD8a+ DC y CD11b+ DC. Las pDC se definieron como células CD11c

bajo
, Ly6C+, CD8a+/-. Se 

tomaron fotografías usando una Microscopy Color Camera AxioCam de alta resolución, usando el software AxioVision 10 
Rel. 3.1 (Carl Zeiss S.p.A., Milán, Italia). 

Análisis de citometría de flujo. Después de bloquear los FcRs con el anticuerpo anti-CD16/32 (2.4G2), se analizó en 

las células la expresión de antígeno con un citofluorómetro de flujo FACScan (Becton Dickinson, Mountain View, CA) 
equipado con el software CELLQuest™. Se usó la tinción de control de células con Ab irrelevante para obtener los 
valores de fluorescencia de referencia. Los Ab eran de PharMingen. 15 

Ensayo en placa. Se determinó el ensayo en placa en células crecidas hasta subconfluencia y se incubaron con 

muestra de virus diluidas en serie durante 2 h a 37ºC (10). Todos los órganos de animales no infectados eran negativos 
de virus. Los títulos víricos se expresan como log10 (media ± errores estándares, EE). 

Inhibición de la replicación vírica. Se preincubaron DC (10
6
/pocillo) durante 2 horas a 37ºC con timosina 1α 50 µg/ml 

diluida en DMEM exento de suero y se añadieron entonces 10
5
  UFP de MCMV. Se midió la infectividad 48 horas 20 

después. 

Actividad citotóxica de linfocitos NK. Se definieron los linfocitos NK, purificados a partir de bazos por microperlas de 

DX5 (Miltenyi Biotec), como linfocitos NK1.1+CD3-. Se evaluó la actividad citolítica de NK frente a células de linfoma 
YAC-1 marcadas con 

51
Cr (Blood 2005; 106: 4397-4406). 

Análisis por inmunotransferencia de IRF7. Se expusieron DC a timosina α1 50 µg/ml o 10
5
 UFP de MCMV durante 2 25 

horas, solos o en combinación. Se prepararon los extractos nucleares con los reactivos de extracción nuclear y 
citoplasmática NE-PER (Pierce, Celbio S.r.l., Milán, Italia) y se determinó la concentración de proteína de los extractos 
nucleares con un kit de ensayo de proteína BCA-200 (Pierce) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se determinó el 
contenido nuclear de IRF7 mediante transferencia Western usando anticuerpo de conejo anti-IRF7 (H246) y anticuerpo 
bovino anti-conejo-peroxidasa de rábano picante (Santa Cruz Biotechnology). Se efectuó la visualización con el sistema 30 
de análisis de transferencia Western ECL de Amersham y películas Kodak Biomax. 

PCR-TI inmediata para la cuantificación de ARNm de MCMV 

Se usó un ensayo de PCR-TI altamente sensible para la amplificación del segmento de 356 pb del ADN de la 
glucoproteína B (gB) de MCMV a partir del ARN celular total (51). Se realizaron la síntesis y PCR del ADNc como se ha 
descrito (Blood 2003; 102: 3807-344 3814). Se seleccionaron los cebadores oligonucleotídicos de ADN sintéticos a 35 
partir de la secuencia publicada del gen gB de MCMV (17). El cebador codificante estaba basado en el ADNc nº 2416-
2443: 5’-AAG-CAG-CAC-ATC-CGC-ACC-CTG-AGC-GCC-3’ y el anticodificante en el nº 2745-2772: 5’-CCA-GGC-GCT-
CCC-GGC-GGC-CCGCTC-TCG-3’. Las condiciones de ciclado fueron desnaturalización inicial durante 3 min a 95ºC, 
seguido de ciclos de 1 min a 95ºC, 1 min a 50ºC y 20 s a 72ºC, y una extensión final durante 10 min a 72ºC. Se efectuó 
la amplificación por PCR del gen de β-actina doméstico para cada muestra para controlar la carga de muestra y permitir 40 
la normalización entre muestras según las instrucciones del fabricante (Applied Biosystems). 

Cuantificación de citocinas por ensayos ELISA y ELISPOT 

Se determinaron los niveles de citocinas en los sobrenadantes de cultivo de células de bazo estimuladas con mitógeno 
(48 h de estimulación con ConA 10 µg/ml) o DC sometidas a pulsos de MCMV (24 h) mediante ELISA (R&D Systems y 
PBL, Biomedical Lab, Milán, Italia). Los límites de detección (pg/ml) de los ensayos fueron < 16 para IL-12 p70, < 10 45 
para IFN, <3 para IL-10 y < 10 para IFN-α. Se contaron los linfocitos NK productores de IFN mediante ensayo ELISPOT 
en NK purificados (Virus Res. 2003; 98: 17-467, 25). Los resultados se expresan como el número medio de células 
productoras de citocina (±EE) por 10

5
 células, calculado usando repeticiones de diluciones en serie dobles de células. 

Análisis estadístico. Se usó la prueba de t de Student de datos emparejados para determinar la significación de los 

valores en los grupos experimentales (la significación se definió como P < 0,05). Se analizaron los datos de 50 
supervivencia usando la prueba U de Mann-Whitney. Los grupos in vivo consistían en 6 animales. A menos que se 
indique otra cosa, los datos son media ± EE. 

RESULTADOS 

La timosina α1 protege de infección por MCMV 
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Se valoraron los efectos de la administración de timosina α1 en infección primaria aguda por MCMV de ratones 
sensibles (BALB/c) o resistentes (C57BL6). Se infectaron los ratones con una dosis subletal de MCMV, se trataron con 
timosina α1 o GCV y se determinaron las cargas de titulación en bazo, pulmón, hígado y glándula salivar en diferentes 
semanas después de la infección mediante titulación por ensayo en placa estándar. El MCMV replicaba a mayores 
titulaciones en los órganos viscerales de ratones sensibles (Figura 1a) que resistentes (Figura 1b), particularmente en la 5 
fase temprana de la infección. La timosina α1, administrada a 200 µg/kg durante 7 días, pero no el péptido con 
secuencia alterada, redujo significativamente la carga vírica en diferentes órganos viscerales, tanto en ratones sensibles 
como resistentes. El efecto fue similar al de GCV y fue mayor con timosina 1α administrada durante 14 días. En los 
ratones resistentes, el efecto de la timosina α1 fue particularmente evidente en la glándula salivar y el hígado (Figura 
1b). La timosina 1α redujo significativamente también la carga vírica en ratones BALB/c infectados con unas mayores 10 
UFP (datos no mostrados). Estos resultados son la demostración de que la timosina α1 ejerce efectos terapéuticos en la 
infección por MCMV. 

La timosina α1 recupera la reactividad de NK y promueve la producción de citocina en la infección por MCMV 

Los linfocitos NK Ly49H están crucialmente implicados en el control de la infección por MCMV mediante diferentes 
mecanismos, incluyendo la regulación recíproca de CD8a+DC (4). Se evaluó el efecto de la timosina 1α sobre la 15 
propagación y actividad funcional de linfocitos NK en el bazo de ratones infectados por MCMV. La Figura 2 muestra que 
un tratamiento de una semana con timosina α1, aunque no afectaba a la propagación de linfocitos T CD4+ ni CD8+ T 
(Figura 2a), propagaba linfocitos NK1.1+ (Figura 2b). Los linfocitos NK se activaban completamente, como se revela por 
la expresión aumentada del marcador de activación CD60 (Figura 2c). Se regularon positivamente también tanto la 
frecuencia de las células productoras de IFN como la actividad citotóxica de linfocitos NK esplénicos purificados ex vivo 20 
tras el tratamiento con timosina α1 (Figura 2d). 

La timosina α1 promueve la infección vírica, la activación de IRF7 y la producción de citocina en pDC. 

Como la activación temprana de linfocitos NK en infección por MCMV está mediada por IFN-α/β, que promueve la 
citotoxicidad y proliferación de linfocitos NK, y por IL-12, que induce la producción de IFN (Nat. Immunol. 2001; 2: 1144-
1150; An. J. Immunol. 1996; 156:1138-1142), se evaluó el patrón de producción de citocina mediante subconjuntos de 25 
DC expuestos a MCMV en presencia de timosina 1α. La infección aguda por MCMV indujo una inmunodepresión 
transitoria, pero profunda, en ratones BALB/c sensibles, que puede ligarse con la infección de CD11b+DC (Nat. 
Immunol. 2001; 2: 1077-1084). Las CD11b+DC apoyan la infección productiva de MCMV tanto in vitro como in vivo (Nat. 
Immunol. 2001; 2: 1077-1084), mientras que el MCMV no se replica en pDC (J. Exp. Med. 2003; 197: 885-898; J. Exp. 
Med.  2002; 195:517-528). Se recurrió a subconjuntos de CD11b+DC o pDC derivados de médula ósea de ratones no 30 
infectados y se valoró directamente el efecto de la timosina 1α sobre la producción de citocina mediante replicación 
vírica en los diferentes subconjuntos de DC. En la línea de los estudios anteriores (Nat. Immunol. 2001; 2: 1077-1084; 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2004; 101: 3516-3521), el MCMV se replicaba en CD11b+DC pero no en pDC. De forma 
interesante, la replicación vírica no estaba afectada por la timosina 1α en CD11b+DC, pero se promovía realmente en 
pDC (Figura 3a). Es conocido que el HCMV desencadena una respuesta antivírica celular coordinada para la producción 35 
de interferón, que incluye la activación temporal de IRF3 e IRF7, que da como resultado la acumulación nuclear de 
estos factores. Como IRF7 es el regulador maestro de la producción de IFN de tipo 1 antivírico en pDC, se midieron los 
niveles de expresión de IRF7 nuclear en ambos subconjuntos de DC tras la exposición a virus y/o timosina α1 mediante 
inmunotinción con anticuerpo anti-IRF7. Se observó translocación de IRF7 tras exposición al virus o timosina α1, sola o 
en combinación, en pDC pero no en CD11b+DC (Figura 3a). Se valoró también la fosforilación y translocación de IRF3 y 40 
se encontró que se activaba en CD11b+DC tras la exposición vírica sola o junto con timosina α1, pero no se detectó en 
pDC (datos no mostrados). En términos de producción de citocina, ambos subconjuntos de DC producían IFN- α e IL-
12p70 en respuesta al virus, como ya es conocido, aunque pDC más que CD11b+DC. Sin embargo, el pretratamiento 
de pDC con timosina α1 aumentaba en gran medida la producción de IFN-α, aunque no afectaba la de IL-12p70. De 
forma bastante interesante, la timosina 1α promovía ligeramente la producción de IFN-α por CD11b+DC (Figura 3b). 45 
Estos datos son la demostración de que la timosina α1 promueve el programa antivírico dependiente de IRF7 en pDC. 
Para correlacionar el patrón de producción de citocina in vitro con el que aparece in vivo, se midió la producción de IL-
12p70, IFN-α, IFN e IL-10 en sobrenadantes de cultivo de células de bazo de ratones BALB/c con infección por MCMV y 
tratadas con timosina 1α. Se encontró que el tratamiento con timosina α1 aumentaba significativamente las 
producciones de IFN-α e IFN, particularmente en las primeras semanas de la infección. Aumentaba también ligeramente 50 
IL-12p70 poco después del tratamiento, para reducirse después de ello. Estos efectos eran comparables con los 
obtenidos con GCV. De forma interesante, la timosina 1α aumentaba también drásticamente la producción de IL-10 
(Figura 3c). En conjunto, estos datos muestran que la timosina α1 favorece la activación de la ruta dependiente de 
IFNα/IFN209 en respuesta a MCMV. 

La timosina α1 activa la ruta dependiente de TLR9/MyD88 55 

Una inmunovigilancia anti-MCMV eficaz requería señales TLR funcionales, en particular, la ruta de señalización 
TLR9/MyD88 tiene un papel crucial en el programa antivírico dependiente de IRF7 (27) y un aclaramiento rápido de 
MCMV, mientras que TLR2, TLR3 y TLR4 no parecían desempeñar un papel significativo (J. Immunol. 2005; 175: 6723-
6732). Para valorar la implicación de TLR en el efecto de la timosina 1α en la infección, se expusieron ratones 
deficientes en TLR a MCMV, se trataron con timosina 1α y se siguió la replicación vírica. De acuerdo con los datos 60 
publicados (J. Immunol. 2005; 175: 6723-6732), los ratones TLR9-/-, y particularmente, MyD88-/-, eran más sensibles a 

 



8 

MCMV que los ratones C57BL6, mientras que la deficiencia en TLR4 no afectaba significativamente a la resistencia del 
ratón (Figura 4a). La timosina α1 era eficaz en ratones C57BL6 y TLR4-/-, pero completamente ineficaz en ratones 
TLR9-/- y MyD88-/-, un hallazgo que sugiere la implicación de la señalización dependiente de TLR9/MyD88 en la 
actividad antivírica de la timosina 1α. Aquí, de nuevo, la eficacia de la timosina 1α se correlacionaba directamente con la 
producción de IFN-α, más que de IL-12p70, y de IFN, cuyos niveles aumentaron significativamente en los 5 
sobrenadantes de esplenocitos de ratones C57BL6 y TLR4-/ -, pero no de ratones TLR9-/- o MyD88-/- (Figura 4b). 

EJEMPLO 2 – Ejemplo de referencia 

La timosina α1 es sinérgica en combinación con GCV. 

Usando los métodos descritos en el ejemplo 1, se valoró si la timosina α1 podía funcionar en combinación con GCV. 
Con este fin, se trataron concomitantemente ratones sensibles o resistentes infectados por MCMV durante 1 semana 10 
con GCV y/o timosina α1 y se valoraron los títulos víricos y patrones de producción de citocina. Los resultados 
preliminares obtenidos muestran que esta combinación es sinérgica en la reducción de los títulos víricos en el pulmón 
de cualquier tipo de ratón y que promovía la producción de IFN-α e IFN-T. 

EJEMPLO 3 

La timosina α1 es sinérgica en combinación con PTX3 15 

Usando los métodos descritos en el ejemplo 1, se valoró si la timosina 1α podía funcionar en combinación con PTX3. 

Con este fin, se trataron concomitantemente ratones sensibles (BALB/c) o resistentes (C57BL6) infectados por MCMV 
durante una semana con PTX3 y/o timosina α1 y se valoraron los títulos víricos en los pulmones. Los resultados (Figura 
6) confirmaron que cualquier agente solo reducía los títulos víricos en el pulmón de cada tipo de ratón. Además, 
sorprendentemente, en ratones sensibles o resistentes, la combinación de los ingredientes activos exhibía una sinergia 20 
inesperada en términos de restricción de la replicación vírica y en términos de producción de IFN-α e IFN-γ, IL-12p70 e 
IFN-γ. 

La presente invención contempla un paquete terapéutico para dispensar a, o usar en la dispensación de, un paciente 
que se está tratando una enfermedad por herpesvirus (o para la inhibición de la activación del herpesvirus) que 
comprende una o más dosis unitarias, comprendiendo cada dosis unitaria una cantidad de timosina α1 y, 25 
opcionalmente, una cantidad de la pentraxina larga PTX3 en la misma, de tal modo que la administración periódica de 
una o más de dichas dosis unitarias sea eficaz para tratar, por ejemplo, HCMV; y un envase farmacéutico acabado para 
la misma, conteniendo o comprendiendo adicionalmente dicho envase un etiquetado, indicando dicho etiquetado que la 
timosina 1α, y opcionalmente la pentraxina larga PTX3, está indicada para el tratamiento de pacientes, por ejemplo, con 
HCMV. 30 

Adicionalmente, la presente invención contempla un artículo de fabricación que comprende material de empaquetado y 
timosina α1, y opcionalmente la pentraxina larga PTX3 contenida en dicho material de empaquetado, en el que la 
pentraxina larga PTX3 es terapéuticamente eficaz para tratar HCMV y en el que el material de empaquetado comprende 
una etiqueta que indica que la pentraxina larga PTX3 puede usarse para tratar HCMV. 

Según la presente invención, la timosina α1, y opcionalmente la pentraxina larga PTX3, pueden administrarse en forma 35 
separada o en forma de una dosificación unitaria que comprende los ingredientes activos y opcionalmente diluyentes o 
excipientes farmacéuticamente aceptables. 

Según la presente invención, cuando se administran timosina α1 y la pentraxina larga PTX3 en forma separada  
(concretamente,  dos administraciones diferentes), dichos ingredientes activos pueden administrarse secuencialmente 
(concretamente en el mismo momento) o secuencialmente según un esquema sugerido en el etiquetado anteriormente 40 
mencionado. 

En el uso según la invención, los términos “tratar” o “tratamiento“ ostentan su significado habitual, que incluye prevenir, 
impedir, aliviar, inhibir, mejorar, detener, restringir, retardar o revertir la progresión o activación o reducir la gravedad de 
una enfermedad por herpesvirus. 

En el uso según la invención, el término “cantidad eficaz” designa una cantidad del compuesto que es capaz de cumplir 45 
el resultado pretendido. Por ejemplo, una cantidad eficaz de timosina α1, y opcionalmente la pentraxina larga PTX3, que 
se administra en un esfuerzo por tratar una enfermedad de herpesvirus es la cantidad que es necesaria para prevenir, 
impedir, aliviar, mejorar, detener, restringir, retardar o revertir la progresión, o reducir la gravedad, de dicha enfermedad 
por herpesvirus, y la dosis diaria a administrar dependerá del criterio del facultativo de medicina de familia, del peso y 
edad del sujeto y estado general del paciente 50 

La presente invención incluye también métodos que emplean formulaciones farmacéuticas que contienen como 
ingrediente activo timosina 1α, y opcionalmente, la pentraxina larga PTX3 o ganciclovir, asociados con portadores 
farmacéuticos. Un especialista en la materia conocerá dichas formulaciones y su fabricación, véase, por ejemplo, 
“REMINGTON’S PHARMACEUTICAL SCIENCES”, (16ª ed. 1980). 
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Estas formulaciones se formulan preferiblemente en una forma de dosificación unitaria del ingrediente activo. El término 
“forma de dosificación unitaria” designa unidades físicamente discretas adecuadas como dosificaciones unitarias para 
sujetos humanos, conteniendo cada unidad una cantidad predeterminada de timosina α1, y opcionalmente, la pentraxina 
larga PTX3, calculada para producir el efecto terapéutico deseado, asociada con un excipiente farmacéuticamente 
adecuado. 5 

La timosina α1, y opcionalmente la pentraxina larga PTX3, puede administrarse en forma de una composición 
farmacéutica en combinación con portadores o excipientes farmacéuticamente aceptables, estando determinada la 
proporción y naturaleza de los mismos por la solubilidad y propiedades químicas del compuesto en los portadores y/o 
excipientes seleccionados, por la ruta de administración elegida y por la práctica farmacéutica estándar. 

Las composiciones farmacéuticas se preparan de manera bien conocida en la técnica farmacéutica, véase, por ejemplo, 10 
“REMINGTON’S PHARMACEUTICAL SCIENCES” (16ª ed. 1980). 

El portador o excipiente puede ser un material sólido, semisólido o líquido, que puede servir como vehículo o medio para 
el ingrediente activo. Los portadores o excipientes adecuados son bien conocidos en la materia. La composición 
farmacéutica puede adaptarse para uso oral, por inhalación, parenteral o tópico y puede administrarse al paciente en 
forma de comprimidos, cápsulas, aerosoles, inhaladores, supositorios, disoluciones, suspensiones, liposomas o 15 
similares. 
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REIVINDICACIONES 

1.  Uso de timosina α1 para preparar un medicamento para la prevención y/o el tratamiento de enfermedades por 
herpesvirus en un sujeto mamífero. 

2. Uso según la reivindicación 1, en que la timosina α1 está en combinación con la pentraxina larga PTX3. 

3.  Uso según la reivindicación 1, en que el herpesvirus es citomegalovirus (CMV). 5 

4. Uso según la reivindicación 1 o 2, para tratar el síndrome inducido por citomegalovirus en que: 

dicho síndrome es mononucleosis por CMV; 

dicho síndrome está asociado a un hospedador inmunodeprimido; 

dicho hospedador inmunodeprimido tiene SIDA; 

dicho hospedador inmunodeprimido es un receptor de transplante de órgano. 10 
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Figura 1 
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Figura 2 
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Figura 3 
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Figura 4 
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Figura 5 

Ejemplo de referencia 
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Figura 6 
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