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6. DISCUSION 

 
1. Papel diferencial de isoenzimas de PKC y NOS en la función de linfocitos T 

normales y tumorales:  

 

Las actividades de PKC y NOS juegan importantes roles en la regulación de las 

funciones celulares. A nivel linfocitario, la PKC es una de las primeras señales 

bioquímicas que se pone en marcha durante la activación celular y conduce a la 

proliferación (Saijo y col., 2003; Baier, 2003; Lucas y col., 2004). Por su parte, la 

producción de NO inducida por una variedad de estímulos inmunológicos (tales como el 

TNFα, el IFNγ, el LPS) en macrófagos y neutrófilos, entre otros tipos celulares,  tiene 

acciones citotóxicas y es requerido para combatir infecciones y tumores (Liew, 1995; 

Lirk y col., 2002; Mori y Gotoh, 2004). Actualmente se sabe que los distintos 

componentes celulares del sistema inmune tienen una expresión diferencial de 

isoenzimas de PKC y NOS a los que se les han atribuido funciones determinadas (van 

der Veen, 2001; Tan y Parker, 2003). Sin embargo el rol exacto que las mismas 

cumplen en dichas células no ha sido aún completamente esclarecido. 

Primeramente estudiamos el papel de estos caminos enzimáticos en la proliferación de 

células del linfoma T BW 5147 en comparación con linfocitos T normales en reposo o 

estimulados mitogénicamente. Las células del linfoma T murino BW exhibieron una 

incrementada actividad total de PKC  y una mayor translocación de PKC a la membrana 

respecto de los valores hallados en linfocitos T normales inducidos mitogénicamente. 

En los linfocitos T normales se observó una disminución de la actividad de PKC en 

ausencia de calcio, mientras que este hecho prácticamente no modificó dicha actividad 

en las células BW, puntualizando en este tipo celular la prevalencia de isoformas de 

PKC independientes de calcio. Cabe destacar que la proliferación inducida por Con A 

en las células normales fue inhibida por bloqueantes de calcio (verapamil y BAPTA) 

que no afectaron el crecimiento de las células tumorales.  

Adicionalmente, agentes bloqueantes de los caminos de señalización río arriba de PKC, 

tales como genisteína o NCDC que inhiben la acción de TPK y PLC respectivamente, 

inhibieron eficazmente la proliferación de ambos tipos celulares. Sin embargo, el 

GF109203X,  un potente inhibidor de las isoenzimas clásicas de PKC, pero débil 

inhibidor de las isoformas atípicas calcio-independientes (Way y col., 2000), bloqueó 

eficientemente la proliferación de las células T normales a concentraciones de 0.1 μM, 

mientras que inhibió la de las células tumorales a altas dosis (10 μM). Estos resultados 
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permiten inferir que las isoenzimas de PKC juegan un rol jerárquico diferencial en la 

activación de los linfocitos T normales y tumorales. Además la mayor translocación de 

PKC observada en las células BW respecto de la activación fisiológica inducida por el 

estímulo mitogénico en los linfocitos normales señalaría un mecanismo de transducción 

diferencial que contribuiría a la proliferación sostenida de las células BW. De hecho, se 

ha propuesto una correlación entre la actividad de PKC y la velocidad de crecimiento 

celular, como también un paralelismo entre la inhibición de PKC y la inducción de la 

diferenciación en células linfoides (Clemens y col., 1992; Baier, 2003). 

Varias evidencias experimentales indican que las isoenzimas de PKC están localizadas 

en tejidos específicos y que las diferentes isoformas estarían relacionadas con la 

proliferación o diferenciación linfocitaria (Clemens y col., 1992; Saijo y col., 2003; del 

Rio y col., 2004). Por ende se estudió el perfil de las isoenzimas de PKC principalmente 

implicadas en estos procesos (Fulop y col., 1995; Cipriani y col., 2002). Se encontró 

que los linfocitos T normales en reposo o activados con Con A expresan las isoformas 

calcio dependientes α y ß, así como también la nPKCθ, y poseen niveles detectables de 

ε y ζ, pero no expresan la isoenzima γ. En concordancia con estos resultados y también 

en linfocitos T murinos en condiciones de reposo, Mischak y col. (1991) demostraron la 

expresión de los ARNm para las isoformas α y ß, con bajos niveles para los 

correspondientes de las isoenzimas ε y ζ, pero no para la isoforma γ. Además mostraron 

una estrecha correlación entre la expresión proteica y los niveles de los ARNm. Es 

conocido el importante papel que juegan las isoenzimas α y ß en la proliferación y 

diferenciación tanto de linfocitos T como B (Cipriani y col., 2002; Moreno-Garcia y 

col., 2005). Con respecto a la isoforma θ, se conoce actualmente el papel preponderante 

que la misma cumple en la sinapsis inmunológica de los linfocitos T que lleva a su 

activación (Meller y col., 1999; del Rio y col., 2004).  También se encontró que la 

expresión proteica de cPKC α y β es regulada progresiva y positivamente por la 

estimulación con Con A y esto está correlacionado con el incremento en la proliferación 

celular. Está demostrado que varios estímulos, incluyendo los mitógenos, inducen 

cambios en la expresión proteica y genómica de isoenzimas de PKC en linfocitos T 

(Isakov y col., 1992; Tan y Parker 2003). Así, fue descripto en timocitos murinos una 

disminución en los niveles de proteína de PKC ß dentro de las 24 hs de estimulación 

mitogénica con PMA y ionomicina  (Strulovici y col., 1991) y una temprana pero 

transiente pérdida de los ARNm de PKC ß y α (Freire-Moar y col., 1991). Sin embargo 
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y en concordancia con nuestros resultados, Isakov y col. (1992) demostraron que la 

estimulación mitogénica de células T humanas maduras está acompañada de un 

incremento de 4 a 5 veces en los niveles de ARNm  de PKC α y ß, con un pico a las 48 

hs y correlacionado con el aumento de la proliferación celular. Las diferencias entre 

estos resultados indican que estos cambios son dependientes del tiempo, del estímulo y 

del tipo celular.  

 

Las células BW 5147, por su parte, tienen bajos niveles detectables de la isoforma ß, 

con niveles mayores y similares de α y δ, y no expresan las isoenzimas γ y θ. Es 

interesante destacar que en estas células se encontró una expresión aumentada de la 

isoenzima atípica, calcio independiente PKCζ. Estos resultados son concordantes con el 

hecho de que en las células tumorales, tanto la actividad de PKC como la proliferación 

celular son principalmente independientes de calcio. Numerosos reportes en bibliografía 

asocian a la PKCζ y a la PKCβ con procesos altamente proliferativos y de 

diferenciación celular respectivamente. En tal sentido Goodnight y col. (1994) han 

descripto una elevada expresión proteica y del ARNm de PKCζ en neoplasias de 

linfocitos B. También se ha relacionado una alta expresión de la isoforma ß con la 

acelerada diferenciación de células leucemicas (Melloni y col., 1990), mientras que la 

diferenciación final de linfocitos B a células plasmáticas secretoras de anticuerpos está 

acompañada de la pérdida de esta isoenzima (Mischak y col., 1991). Adicionalmente se 

ha descripto que la falta de PKCζ impide selectivamente los caminos de señalización 

activados por el receptor de células B lo que resulta en la inhibición de la proliferación y 

de la supervivencia celular (Martín y col., 2002). Teniendo en cuenta estas evidencias y 

nuestros resultados, es posible que el incremento en la isoforma de PKCß observado 

durante la estimulación mitogénica de las células T normales condujera a una activación 

eficiente pero limitada, que lleve a la diferenciación de células inmunes efectoras, 

mientras que los bajos niveles de esta isoenzima junto con los altos niveles de la 

isoforma ζ fueran responsables del patrón hiperproliferativo de las células BW 5147. Es 

decir que estos resultados avalan la participación diferencial de las isoformas de PKC en 

la activación de células T normales y tumorales.  

 

Por otra parte, el inhibidor de NOS, L-NAME, inhibió la proliferación de las células 

tumorales, pero no afectó la de las células normales. Se estudió entonces la actividad de 
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NOS en ambos tipos celulares y se encontró que las células BW 5147 exhibían altos 

niveles de dicha actividad enzimática, a diferencia de las células normales que, en 

reposo, tienen niveles comparativamente mucho menores y que, además, no se 

modifican por estimulación mitogénica. Estos altos niveles de actividad endógena de 

NOS podrían contribuir a la sobrevida de las células tumorales, protegiéndolas de 

mecanismos apoptóticos (Lala y Chakraborty, 2001; Rao, 2004) o bien estar 

relacionados con su alta tasa proliferativa.   

Aún no es completamente conocido el rol que el NO cumple en las funciones 

linfocitarias. De hecho su papel en el control del crecimiento celular es controversial, 

pues se ha demostrado que el NO puede inducir tanto la estimulación como la inhibición 

del crecimiento en varios tipos celulares (Sciorati y col., 1997). El NO tiene efectos 

anti-proliferativos para los linfocitos T (van der Veen y col., 2000; Macphail y col., 

2003; Powell y col., 2003), aunque también en monocitos de sangre periférica humanos 

se ha reportado un efecto potenciador en la proliferación inducida por mitógenos (Efron 

y col., 1991). El pobre incremento en la actividad de NOS inducido por el estímulo 

mitogénico en células T normales podría estar relacionado con el efecto dual del NO. 

De esta forma, el NO a concentraciones fisiológicas sería necesario para una 

proliferación controlada durante el curso de la respuesta inmune, en la que se requiere 

tanto de la expansión como de la diferenciación celular. Sin embargo, en las células BW 

5147, el panorama parece ser diferente por dos motivos, por un lado, la actividad de 

NOS es elevada aún en células arrestadas por deprivación de SFB y por otro, la 

inducción de la proliferación estuvo acompañada de un significativo incremento de 

dicha actividad. Se ha descripto que el NO regula positivamente el crecimiento de otros 

tipos celulares incluyendo fibroblastos (Sciorati y col., 1997), células endoteliales 

(Ziche y col., 1994), mesangiales (Sheu y col., 2005) y neuroblastos (Cayre y col., 

2005). También se ha demostrado que la adición de arginina, sustrato de la NOS, 

incrementa significativamente la proliferación celular inducida por prolactina en células 

Nb2 del linfoma T de rata prolactina-dependiente (Dodd y col., 2000). 

La L-arginina puede ser metabolizada por un camino alternativo que la convierte en L-

ornitina y urea, reacción que es catalizada por la enzima arginasa y donde la L-ornitina 

es luego transformada en L-citrulina (Gouyao, 1998). La actividad de NOS fue 

cuantificada a través de la conversión de [14C]-arginina en [14C]-citrulina. Para descartar 

la formación de [14C]-citrulina por vías metabólicas alternativas los ensayos de 

actividad de NOS se realizaron en ausencia y presencia del inhibidor de arginasas, la L-
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valina. Este inhibidor no tuvo efecto sobre la formación de [14C]-citrulina. Esto, sumado 

al hecho de que dicha formación es inhibida por L-NMMA,  indica que la misma es 

reflejo de la actividad de NOS en las células BW 5147.  

Por otra parte, los quelantes de calcio EGTA y BAPTA no afectaron significativamente 

la actividad de NOS, lo que sugiere una importante participación de la isoenzima 

inducible de NOS, calcio-independiente. Para confirmar si esta isoenzima se encontraba 

involucrada en las vías de señalización que conducen a la proliferación de las células 

BW, se determinó su actividad en presencia de inhibidores selectivos de dicha 

isoenzima. Tanto la actividad enzimática como la producción de nitritos fueron 

inhibidas por AG y SMT a dosis que bloquean selectivamente la iNOS (Szabó y col., 

1994) y de un modo similar al del inhibidor irreversible de NOS, el DPI, aunque en 

menor medida que el L-NMMA. El hecho de que el DPI sea menos efectivo en inhibir 

la NOS que el L-NMMA podría estar relacionado con su efecto sobre otras enzimas que 

actúan como donantes de electrones para el DPI (O’Donnell y col., 1993).  

En este trabajo se confirmó la expresión proteica y del ARN mensajero de iNOS 

únicamente en las células BW tanto en condiciones de arresto celular como en  

crecimiento exponencial, existiendo una inducción de ambas expresiones en presencia 

del estímulo proliferativo del SFB. Estos resultados puntualizan la importancia de la 

isoforma inducible de NOS sobre el crecimiento de las células tumorales. Cabe señalar 

que se ha demostrado la presencia del ARNm para iNOS en clones de células Th1 

específicos para malaria luego de la estimulación antigénica, pero no en clones Th2 

(Taylor-Robinson y col.,  1994). También se ha encontrado la expresión constitutiva del 

ARNm de iNOS en células ATL (leucemia T adulta humana) y en líneas celulares T 

infectadas con el virus de la leucemia de células T humana (Sonoki y col., 1999;  Mori y 

col., 1999). Así mismo, en una línea de ATL positiva para iNOS (la K3T) se encontró 

que el inhibidor de NOS, L-NMMA, impide el crecimiento y fragmentación del ADN 

nuclear, sugiriendo que el NO podría estar involucrado en la naturaleza invasiva de las 

células ATL (Sonoki y col., 1999). La expresión constitutiva de iNOS se ha demostrado 

en células de leucemia linfocítica crónica de células B (Zhao y col., 1998), en linfomas 

B no-Hodgkin y en mielomas múltiples (Mendes y col., 2001).  Esta expresión estaría 

relacionada con el fenotipo maligno, indiferenciado e hiperproloferativo de las células 

BW. De hecho se ha postulado la participación de la iNOS en la inducción in vitro de un 

fenotipo maligno e indiferenciado en queratinocitos humanos (Chunglok y col., 2004). 
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Por otra parte, inhibidores de PKC bloquean parcialmente la alta actividad de NOS en 

las células BW, indicando que la misma ocurre río abajo de la activación de PKC. De 

hecho actualmente es conocido que la activación por ésteres de forbol de las isoenzimas 

cPKC y nPKC, pero no de las aPKC, incrementan la expresión de NOS y/o su actividad 

en varios tipos celulares (Hortelano y col., 1993; Momose y col., 2000; Hirose y col., 

2001). Adicionalmente, la introducción de un anticuerpo anti-PKCζ, la isoforma más 

abundante en las células tumorales, disminuyó tanto la proliferación celular como la 

actividad de NOS en las células tumorales y no tuvo efecto en los linfocitos T 

estimulados mitogénicamente. Otros autores han demostrado previamente, que la 

introducción intracelular de anticuerpos dirigidos contra la región carboxi-terminal de 

isoformas específicas de PKC, capaz de modificar las funciones fisiológicas de 

diferentes tipos celulares (Leli y col., 1992, Gollapudi y col., 1995), incluyendo a los 

linfocitos T (Szamel y col., 1997). En concordancia con nuestros resultados, estudios 

previos en células mesangiales de rata, demostraron que la sobreexpresión de la 

isoforma PKCζ incrementa la expresión de la isoenzima inducible de NOS (Miller y 

col., 1997) y que en macrófagos, el incremento de la activación de PKCζ sería uno de 

los mecanismos que lleva a la inducción de iNOS mediada por productos de 

glicosilación (Wu y col., 2003). El hecho de que el anticuerpo anti-PKCζ no fuera capaz 

de inhibir completamente la actividad de NOS o la proliferación de las células BW 

indica que probablemente se encuentren presentes otras isoformas de PKC involucradas 

en estas funciones o bien que el bloqueo de la actividad de PKCζ no es total. Cuando 

empleamos el inhibidor específico de PKCζ, el Ps-Myr PKCζ, encontramos una 

inhibición casi completa de la proliferación y de la actividad de NOS, lo que si bien no 

permite descartar completamente la contribución de otras isoformas, permite aseverar la 

importancia radical de la PKCζ en estos eventos celulares.  

Varias evidencias experimentales muestran que las aPKCs juegan un importante rol en 

el control del crecimiento y de la sobrevida celular (Moscat y Diaz-Meco, 2000). Así, 

está descripto que la PKCζ es crítica en la transducción de señales mitogénicas en 

ovocitos (Berra y col., 1993), mientras que la aPKCτ protege a las células humanas 

leucémicas de la apoptosis inducida por drogas (Murray y Fields, 1997).  Más aún, está 

descripto la inducción del arresto celular y la apoptosis de linfocitos B por el cross-

linking de las inmunoglobulinas (Igs) de superficie, que lleva a la regulación negativa 

del ARN mensajero de PKCζ (Tsutsumi y col., 1992; An y Knox, 1996).  
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Los resultados descriptos en primer lugar evidencian la estrecha interrelación entre los 

caminos enzimáticos de PKC y NOS en células linfoides T tumorales, a diferencia de lo 

que ocurre en células normales, así como también su participación en la proliferación 

celular. La hiperproliferación de las células BW5147 estaría relacionada con una 

hiperactividad de PKC y con una mayor participación de las isoenzimas calcio- 

independientes, principalmente de la PKCζ. Esta actividad es en particular responsable 

de la inducción de la actividad de NOS que podría proteger a las células BW de señales 

apoptóticas, contribuyendo de esta forma a la sobrevida celular y contribuyendo al 

fenotipo maligno de las células tumorales.  

 

 

2. Acciones de las HTs sobre la funcionalidad de linfocitos T normales y 

tumorales. 

 

2.1. Efectos sobre la proliferación 
 

Las hormonas tiroideas ejercen una amplia variedad de efectos sobre la funcionalidad 

linfocitaria, aunque su papel inmunoregulador, así como los mecanismos intervinientes, 

no han sido completamente esclarecidos. Además, existen evidencias que sugieren la 

modulación por hormonas tiroideas de diversos mecanismos que intervienen en 

procesos neoplásicos y se ha descripto la acción de estas hormonas en el desarrollo y 

crecimiento tumoral. Sin embargo,  los resultados hasta la fecha no son concluyentes.  

En este trabajo analizamos el efecto que las HTs ejercen sobre la proliferación de 

linfocitos T normales y tumorales y las cascadas intracelulares involucradas. Dada la 

importancia que las actividades de PKC y NOS presentan en la regulación de las 

funciones celulares y en el control de la proliferación celular, estudiamos la modulación  

mediada por HTs de ambas enzimas. A tiempos cortos de cultivo (hasta las 72 hs para 

las células tumorales y hasta los 5 días para las normales) encontramos que tanto la T3 

como la T4 fueron capaces de estimular la proliferación de los linfocitos tumorales, pero 

no la de linfocitos T normales en reposo, aunque incrementaron la respuesta de células 

normales inducidas mitogénicamente tal como fuera descripto previamente (Keast y 

Taylor, 1982). Los efectos de las HTs fueron dependientes de la concentración 

hormonal tal como quedó evidenciado por las curvas dosis-respuesta evaluadas 

mediante incorporación de [3H]-TdR. Cabe señalar que los efectos de las HTs no fueron 
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evidentes en células BW en crecimiento exponencial en condiciones óptimas de cultivo 

(RPMI 1640 suplementado con 10% de SFB), lo cual estaría relacionado con la 

presencia de otros factores de crecimiento presentes en el SFB que solapan las acciones 

de las HTs. Sin embargo la inducción de la proliferación celular en las células BW fue 

confirmada por los experimentos de marcación con CFSE que mostraron que las HTs 

fueron capaces de inducir la división de células arrestadas. En apoyo de estos resultados 

Alisi y col. (2004) demostraron que las HTs son capaces de controlar la progresión del 

ciclo celular principalmente durante la transición G1/S. 

Es de destacar que las acciones proliferativas fueron mediadas por T3, dado que el PTU 

que inhibe la conversión de T4 en T3 (De Sandro y col., 1991) disminuyó los efectos 

inducidos por T4 en ambos tipos celulares. 

Los inhibidores de PKC, staurosporina y GF109203X, este último en una concentración 

10 μM, fueron capaces de inhibir los efectos  inducidos por HTs sobre la proliferación de 

ambos tipos celulares. Es importante señalar que concentraciones menores (0.1μM) de 

GF109203X, sólo pudieron inhibir la proliferación de las células normales, sin afectar la 

de las tumorales. Estos resultados indican que diferentes isoformas de PKC podrían estar 

involucradas en los efectos mediados por HTs sobre la activación de células T normales 

y tumorales. 

Adicionalmente, la incubación con T3 o T4 durante 24 a 72 hs indujo un incremento en 

el contenido total de PKC, y en la actividad de PKC asociada a membrana en ambos 

tipos celulares. En las células BW arrestadas, sólo el aumento en la actividad de PKC 

inducida por HTs es capaz de estimular su proliferación. En cuanto a los linfocitos T 

normales, el aumento de PKC mediado por HTs no es suficiente para estimular la 

proliferación de las células en reposo, ya que es sabido que para ello es necesario el 

incremento de calcio citosólico como señal adicional (Altman y col., 1992; Chakrabarti y 

col., 1999). En efecto, el bloqueante extracelular de calcio, verapamil, así como también 

el quelante intracelular de alta afinidad, BAPTA, inhibieron las acciones de HTs sobre la 

proliferación inducida por Con A en las células normales, pero no tuvieron un efecto 

significativo sobre la proliferación de las células BW 5147. Además, los linfocitos T 

normales pre-incubados por 24 o 48 hs con T4 y estimulados por 15 minutos con Con A, 

presentan una mayor translocación de PKC respecto de los controles pre-incubados en 

ausencia de HTs, sugiriendo que las HTs podrían regular positivamente la PKC a través 

de una acción genómica. En cambio, la translocación rápida y transitoria de PKC 
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inducida por HTs, observada únicamente en las células BW, indicaría que las HTs 

ejercerían acciones tanto genómicas como no-genómicas en este tipo celular. 

Las HTs son conocidos moduladores de las señales de transducción y varias evidencias 

experimentales demuestran que son capaces de inducir acciones genómicas y no-

genómicas sobre la cascada bioquímica de PKC en varios tipos celulares. De hecho, 

Krasilnikova y col., (2002) mostraron en un modelo de hipotiroidismo inducido 

farmacológicamente que la disminución de los niveles séricos de T3 y T4  fue 

acompañada de una menor actividad total de PKC en hígado. En contraste y también en 

condiciones hipotiroideas, se describió la regulación positiva de la expresión y actividad 

de PKC en miocitos ventriculares de rata (Rybin y Sternberg, 1996; Shimoni, 1999). 

También se demostró que la T3 y la T4 regulan el crecimiento de hepatocitos de 

embriones de pollo a través de la activación de PKCα y MAPK (Alisi y col., 2004).  Más 

aún en células HeLa en cultivo, la PKC es crítica para el mecanismo por el cual las HTs 

inducen la fosforilación rápida y la translocación nuclear de MAPK (Lin y col., 1999) y 

la subsiguiente potenciación de las acciones antivirales e inmunomodulatorias del IFNγ 

(Lin y col., 1996). 

 

Para caracterizar la modulación diferencial de PKC mediada por HTs y su papel en la 

proliferación de linfocitos T normales y tumorales, se analizó el patrón de isoenzimas en 

ambos tipos celulares antes y después del tratamiento con HTs.  Se encontró que ni la T3 

ni la T4 modificaron el perfil de expresión de PKC exhibidos por cada tipo celular. Sin 

embargo, en los linfocitos T normales tratados con Con A, ambas hormonas 

incrementaron los niveles de las isoformas de PKC calcio-dependientes, α y ß, mientras 

que en las células tumorales aumentaron la expresión de la isoforma atípica ζ. Es 

importante remarcar que estas son las principales isoenzimas involucradas en la 

modulación de la proliferación de cada tipo celular.  Además, vale recordar que la PKC 

α y ß son isoenzimas calcio-dependientes y esto refuerza el hecho de que sea necesario el 

aumento del calcio intracelular que tiene lugar en presencia de Con A para las acciones 

proliferativas de HTs en los linfocitos T normales. Por otra parte en las células BW, en 

las que la isoforma calcio-independiente ζ es crucial para la proliferación, el estímulo 

HTs es suficiente para inducir la división celular. Se han descripto cambios en los niveles 

de expresión de isoenzimas de PKC inducidos por HTs en otros tipos celulares. Así, 

Rybin and Sternberg (1996) mostraron una reducción en los niveles de PKC α y ε 
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dependiente de T3 en miocitos de ratas neonatas y de PKCε  en miocitos de ratas adultas, 

sin modificaciones en las isoformas δ o ζ. También se encontraron diferencias en los 

niveles de PKCα  inducidos por el hipotiroidismo y modificados por la terapia de 

reemplazo con T4 en hígado de rata (Meier y col., 1991). Se demostró que la T3 

incrementa la PKCα, pero no la ß2 o  la ε, en células endoteliales de vena umbilical 

humana (Baumgartner-Parzer y col., 1997). Teniendo en cuenta estas evidencias y 

nuestros resultados, se puede asignar un papel a las HTs como moduladoras de la 

expresión de isoenzimas de PKC en diferentes tipos celulares y tejidos. 

Se han encontrado resultados diferenciales sobre la participación de NOS en las 

acciones mediadas por HTs en linfocitos normales y tumorales. Las acciones 

proliferativas de HTs fueron acompañadas de un incremento en la actividad de NOS en 

las células de linfoma, pero no en células T normales. La activación de NOS inducida 

por HTs en las células BW 5147 se correlacionó con un incremento en los niveles 

proteicos y de ARNm de iNOS. Datos de la bibliografía muestran que las HTs modulan 

la actividad de NOS en varios tejidos. Se ha encontrado el aumento de la liberación del 

NO por células fagocíticas de líquido bronco-alveolar en ratas adultas hipertiroideas, 

respecto de los valores hallados en controles eutiroideas (Huffman y col., 2000). El 

tratamiento in vivo, por 3 días con T3, induce similares efectos sobre la actividad de 

NOS en hígado de rata, que fueron revertidos a los valores controles después de 3 días 

sin hormona (Fernandez y col., 1997).  También McAllister y col. (2005) mostraron una 

marcada vasodilatación basal, producida por una excesiva producción de NO endotelial, 

en pacientes hipertiroideos, que fue corregida por el restablecimiento del estado 

eutiroideo. 

 

Para investigar la relación entre las actividades de PKC y NOS se analizó el efecto de 

bloqueantes de PKC.  Tanto la staurosporina como el GF109203X a la concentración 

que bloquea todas las isoformas de PKC, fueron capaces de inhibir la activación de 

NOS basal y la inducida por HTs. Además, la preincubación de las células BW con el 

pseudosustrato específico de PKCζ, Myr-PKCζPS a concentraciones que inhiben la 

actividad de PKCζ (Dlugosz y col., 2002; Parmentier y col., 2003) así como también la 

introducción intracelular de un anticuerpo anti-PKCζ, fueron capaces de bloquear tanto 

la actividad de NOS basal como la mediada por HTs. Estos resultados sugieren 

fuertemente el rol de la PKCζ  como un posible mediador río arriba de la activación de 
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NOS inducida por las HTs. Esto fue confirmado pre-incubando a las células BW en 

condiciones basales o estimuladas con T4, con el Myr-PKCζPS o con la staurosporina,  

lo que provocó la reducción de los niveles del ARNm de iNOS. Se ha demostrado que 

la  isoforma ζ de la PKC está involucrada en la inducción de la expresión de iNOS en 

células murinas RAW264.7 (Wu y col., 2003). Más aún se ha comprobado la regulación 

positiva del gen de iNOS por otras isoenzimas de PKC. Por ejemplo, se ha descripto que 

la isoenzima Ca2+-independiente, PKCε, regula positivamente la expresión proteica y 

del ARNm de iNOS en el corazón (Bolli y col., 1998) y parece ser crítica para la 

inducción de iNOS en macrófagos murinos (Castrillo y col., 2001).  

Se estudiaron entonces las cascadas bioquímicas inducidas por las HTs, en las que 

participa la PKCζ y que conducen a la activación de NOS. Comprobamos que las HTs 

son capaces de activar al factor nuclear NF-κB, río abajo de PKCζ, por inducción de la 

degradación del IκB-α e IκB-ß en citoplasma. Este efecto es bloqueado por 

staurosporina y por el pseudosustrato inhibidor específico de la PKCζ. Los caminos 

intracelulares vía PKCζ que llevan a la activación del NF-κB fueron investigados en 

varios tipos celulares. Así, la activación de receptores Toll en células epiteliales y 

monocíticas humanas lleva a la activación de  PKCζ  y subsecuentemente a la 

transactivation de la subunidad  p65/RelA del NF-κB (Teusch y col., 2004). También se 

ha descripto que la estimulación de células miometriales humanas por LPS lleva a la 

activación de PKCζ y a la translocación nuclear de p65 del NF-κB (Dallot y col., 2005). 

Además se ha comprobado que la expresión de moléculas de adhesión está 

transcripcionalmente regulada por el factor NF-κB vía una cascada de reacciones que 

involucra a la PLC, a la PI3K y a las PKC α y ζ  (Min y col., 2005). Precisamente, 

nuestros resultados señalarían que río arriba de PKCζ participa la PI3-K, dado que el 

bloqueo de la misma por wortmanina llevó a la inhibición de la proliferación  y de la 

actividad de NOS inducidos por HTs. Cabe señalar que la PI3-K es la vía de activación 

preferencial para la activación de isoforma atípica ζ  en varios tipos celulares 

incluyendo los linfocitos (Gomez y col., 1996 ; Martin y col., 2001; Hirai y Chida, 

2003) y que la sulfasalazina, inhibidor de la quinasa que fosforila al IkB, también 

impidió el aumento mediado por HTs tanto de la proliferación como de la actividad de 

NOS.  

Varias evidencias experimentales señalan la capacidad de las HTs de inducir la 

activación de NF-κB en diversas células y tejidos. Por ejemplo se vio que la T3 
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administrada in vivo, en ratas, activa el NF-κB hepático y que esta respuesta coincide 

con el inicio de la calorigénesis y el incremento del consumo de O2 hepática, es decir 

que está relacionado con las acciones biológicas de la T3 en hígado (Tapia y col., 2003; 

Fernandez y col., 2005). Se ha descripto una elevada respuesta inflamatoria pulmonar 

por exposición a ozono en el estado hipertiroideo, que incluye un aumento paralelo en la 

activación del NF-κB y en la regulación positiva de la producción de citoquinas 

(Huffman y col., 2002).  Por otra parte también se ha descripto la inducción de iNOS 

mediada por NF-κB en varias situaciones experimentales (Aktan y col., 2003 ;  He y 

Kogut, 2003).  

Es decir, que el mecanismo involucrado en el aumento de la proliferación en las células 

BW incluiría, la activación de PI3-K con la consecuente estimulación de PKCζ la que 

llevaría a la translocación nuclear de NF-κB con la posterior inducción de la iNOS.  

Finalmente, nosotros aquí mostramos en primer lugar una acción proliferativa de las 

HTs en linfocitos T normales y tumorales involucrando diferencialmente las actividades 

de PKC y NOS. En células normales los efectos están mediados vía activación de las 

isoformas de PKC convencionales y requieren la señal adicional dada por el estímulo 

mitogénico, sin tener efecto sobre la actividad de NOS. Esto podría ser traducido como 

una respuesta controlada y explicaría otros estudios que sostienen el incremento en la 

respuesta inmunológica en condiciones hipertiroideas (Klecha y col., 2000 y 2006).  En 

las células BW, sin embargo, la aPKCζ es la principal isoenzima involucrada en las 

acciones de las HTs y en las mismas cumple un papel importante la NOS. Más 

específicamente hemos encontrado una regulación positiva de la iNOS, isoforma que es 

crucial para la proliferación de estas células tumorales.  

Pillay (1998) ha indicado que la administración de HTs en casos selectivos de 

hipotiroidismo congénito, que están acompañados de una severa inmunodeficiencia, 

permitirían corregir la falla inmunológica. También la deficiencia de HTs podría alterar 

significativamente el balance entre la viabilidad/crecimiento del tumor maligno versus 

la muerte celular (Hercberg, 1999).  

El mejor entendimiento de los mecanismos bioquímicos inducidos por las HTs en el 

control de la proliferación linfocitaria podría ser útil para caracterizar su rol 

fisiopatológico sobre los procesos normales e hiperproliferativos que cursan con 

anormalidades inmunológicas y sentar las bases para su regulación. 
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2.2. Efectos sobre la apoptosis: 

 

En las células BW el tratamiento in vitro a largo plazo con HTs, contrariamente a lo 

observado a tiempos cortos de cultivo, llevó a la disminución de la respuesta 

proliferativa que se vió acompañada por la inducción de la apoptosis celular. A partir 

del quinto día de cultivo las células comienzan a tener morfología nuclear compatible 

con el proceso apoptótico y fragmentación del ADN nuclear. Dicho proceso se 

incrementa progresivamente hasta que a tiempos más largos de cultivo (21 días) la 

viabilidad es menor al 10%.  Cabe señalar que en linfocitos T normales estimulados 

mitogénicamente no fue posible realizar similares estudios in vitro dado que estas 

células, que presentan el pico proliferativo al tercer día de cultivo, evidencian un alto 

porcentaje de apoptosis ( ≥ 68 %) luego del quinto día, aún en ausencia  de HTs. Estos 

ensayos se han efectuado con T4 dado que es la hormona habitualmente empleada en las 

terapias de reemplazo en pacientes hipotiroideos por su mayor vida media en 

comparación con la de T3.  La tiroxina presenta una potencia constante y una 

prolongada acción a través de su conversión a T3 en los tejidos periféricos. Por esta 

razón y a fin de conseguir en cultivo niveles más constantes de HTs se empleó sólo T4.  

En concordancia con nuestros resultados Mihara y col., 1999 demostraron que el cultivo 

por 15 días con HTs de células Jurkat, linfoma T humano, inducía la apoptosis celular y 

que linfocitos de pacientes con enfermedad de Graves mostraban una apoptosis mayor 

que aquellos correspondientes a individuos normales eutiroideos. Estos resultados y los 

nuestros sugieren que las HTs, tanto in vivo como in vitro, tienen la capacidad potencial 

de inducir la muerte celular por apoptosis de linfocitos sometidos a tratamiento 

prolongado con HTs. 

 

Se ha reportado en bibliografía numerosos estudios que avalan la capacidad de las HTs 

de inducir apoptosis en diversos tipos celulares y tejidos (Varga y col., 1999; Varas y 

col., 2002; Jorns y col., 2002; Lee y col., 2002; Upadhyay y col., 2004) o de potenciar la 

apoptosis inducida por retinoides (Hara y col., 2000). También es conocido el papel 

protector de la apoptosis que las HTs cumplen en la neurogenésis por los importantes 

efectos deletereos del hipotiroidismo en el desarrollo neurológico (Ambrogini y col., 

2005).  
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El tratamiento prolongado con HTs incrementó fuertemente la expresión genómica y 

proteica de la isoforma iNOS, mostrando un máximo de expresión entre el tercer y 

séptimo día de cultivo. Este incremento en la expresión de iNOS se vio acompañado por 

un aumento marcado en la actividad de NOS y en la producción de nitritos. Por el 

contrario, la expresión de PKCζ disminuyó significativamente con tiempos largos de 

tratamiento, aún a aquellos tiempos en los que la actividad de NOS permanecía elevada. 

Es importante señalar que la isoforma ζ de la PKC se encuentra involucrada en 

mecanismos que protegen a las células de la apoptosis y es esencial para la sobrevida 

celular. En tal sentido Díaz-Meco y col. (1996), han demostrado que la PKCζ interactúa 

con par-4 bloqueando su actividad y protegiendo así a las células de la apoptosis. Esto 

es concordante con nuestros resultados, dado que las transfecciones realizadas con una 

dominante negativa de PKCζ disminuyeron la viabilidad celular a valores menores del 

10 %. Los resultados obtenidos nos permiten sugerir que a tiempos cortos de cultivo, la 

PKCζ estaría involucrada en la inducción de iNOS a través de la activación del factor 

nuclear NF-κB, pero a tiempos prolongados, el aumento en la expresión y actividad de 

NOS sería independiente de la actividad de PKCζ. Sin embargo no descartamos la 

posibilidad de que el NF-κB esté mediando la inducción de iNOS utilizando otra vía de 

activación independiente de la PKCζ, ya que existen en bibliografía numerosos reportes 

que señalan al NF-κB como partícipe necesario en mecanismos apoptóticos. En tal 

sentido Trubiani y col., 2005, han demostrado en células humanas de linfoma tímico, 

RPMI-8402, que la activación de NF-κB se encuentra asociada a la regulación positiva 

de la actividad de NOS y a la inducción de la apoptosis.  

 

 

 

3. Consideraciones Finales  

 

Teniendo en cuenta nuestros resultados y las evidencias experimentales reportadas en 

bibliografía, podemos concluir que las HTs son capaces de regular la funcionalidad 

linfocitaria modulando las cascadas bioquímicas implicadas en la respuesta biológica 

desencadenada en cada tipo celular. Así, sobre la proliferación del linfoma T BW 5147, 

las HTs ejercen un efecto dual, mostrando a tiempos cortos de cultivo una modulación 

positiva y a tiempos mayores un efecto negativo que conduce a la muerte celular por 
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apoptosis.  En la estimulación de la proliferación inducida por HTs observada hasta los 

3 días de cultivo con dichas hormonas, participan mecanismos genómicos mediados por 

sus receptores nucleares que conducen al incremento del contenido y actividad total de 

PKC y de la expresión de la isoforma ζ crucial para el crecimiento de esta línea celular.  

Adicionalmente en las células BW, las HTs pueden llevar a la activación no genómica 

de PKC y, a través de la PI3-K, a la activación de la isoforma PKCζ. Esta isoenzima a 

su vez activa al factor nuclear NF-κB que interviene en la inducción transcripcional de 

la iNOS. El aumento limitado de la producción de NO generaría un efecto positivo 

sobre la proliferación y el incremento de la expresión de la PKCζ contribuiría a la 

supervivencia celular favoreciendo el fenotipo maligno. Así, se ha comprobado una 

importante inhibición de mecanismos apoptóticos mediados por esta isoenzima en 

linfomas T humanos (Leroy y col., 2005). Este aumento de las proliferación llevaría con 

el tiempo a incrementar la probabilidad de que células individuales adquieran 

alteraciones genéticas que culminen con la incapacidad de reparación de dichos errores 

y conduzcan, por ende, a la muerte celular. De hecho, el cultivo con HTs por tiempos 

prolongados (mayores a 5 días) incrementa fuertemente la  expresión y la actividad de 

NOS, independientemente de la expresión de PKCζ, lo que lleva a un aumento 

exacerbado de NO responsable de la muerte por apoptosis de las células BW.  Nuestros 

resultados son coincidentes con los que describen una fuerte correlación entre la 

producción de NO y la apoptosis de células T (Levytsky y col., 2004; Valenti y col., 

2005;  Nagy y Perl, 2006). Los mecanismos descriptos están esquematizados en la 

Figura 29. 

 

En los linfocitos T normales por otra parte, las HTs activan los caminos intracelulares 

que involucran las isoenzimas convencionales implicadas en la proliferación y 

diferención celular. Esto es compatible con la dependencia del calcio de los efectos 

inducidos por las HTs. Pero las acciones hormonales no involucran la actividad de 

NOS, por lo que parecería poco probable que, de inducirse apoptosis a largo plazo por 

HTs, efecto que no pudimos estudiar in vitro, se encuentre implicada dicha enzima. Esto 

se traduciría en una respuesta controlada y permitiría explicar los estudios que avalan el 

aumento de las respuestas inmunológicas en pacientes hipertiroideos (Fabris y col., 

1995).   
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Los resultados obtenidos nos permiten puntualizar la importancia de las HTs en la 

modulación de la actividad linfocitaria regulando el balance entre la proliferación y la 

apoptosis celular que tendría un importante papel en el control neuroendócrino de la 

respuesta inmunológica y en la fisiopatología de células linfoides. Además, el mejor 

entendimiento sobre los mecanismos bioquímicos enzimáticos, inducidos por las HT en 

el control de la proliferación celular, tanto en las respuestas hiperproliferativas 

tumorales, como las que resultan del estado de activación celular fisiológico, permitirían 

comprender los eventos moleculares responsables del desarrollo y/o establecimiento de 

la transformación tumoral y abrir el camino para la propuesta del empleo de agentes 

tiroideos o anti-tiroideos en el tratamiento de patologías que afecten la funcionalidad de 

células linfocitarias. 
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Figura 29: Esquema de los mecanismos genómicos y no-genómicos involucrados en 

los efectos de las HT en las  células del linfoma T BW5147 
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Las HTs pueden actuar a través de un hipotético receptor de membrana y activar por efecto no-
genómico la cascada PI3-K, PKCζ y NF-κB el que trasloca al núcleo y lleva a la inducción de la 
iNOS. Por otra parte pueden atravesar la membrana celular y en el interior, la T4 por acción de 
una deiodinasa (D2) es convertida a T3, la cual al unirse a su receptor nuclear lleva también al 
incremento de la iNOS vía PKC. Estos efectos modularían el balance entre la proliferación y la 
apoptosis celular. 
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9. ABREVIATURAS 

AG                       

aPKC                

ARNm              

BAPTA-AM 

 

BH4               

BW                      

CFSE                   

Con A                  

cPKC                   

DAG                    

DPI                      

EGTA                 

eNOS              

FAD          

FMN         

FS                        

GF-109203X        

 

HTs                      

IκB-α y β             

IKK                      

IL                         

INFγ                     

iNOS                    

IP3                                    

L-NMMA            

LPS                      

MAPK                 

NADPH               

NCDC                  

NF-κB                  

NIS                      

Aminoguanidina 

Proteína quinasa C atípica 

ARN mensajero 

1,2-Bis(2-aminofenoxi)etano-N,N,N′,N′ -ácido tetraacetico tetrakis 

(acetoximetil ester) 

Tetrahidrobiopterina 

Línea celular BW5147 

Carboxifluoresceína succimidil ester 

Concanavalina A 

Proteína quinasa C clásica  

Diacilglicerol 

Difenileneiodonio 

Etilenglicol-O, O’-bis (2-aminoetil)-N,N,N’, N’-ácido tetraacético 

Oxido nítrico sintasa endotelial 

Flavina adenina dinucleótido 

Flavina mononucleótido 

Fosfatidilserina 

3-[1-[3-(Dimetilamino)propil]-1H-indol-3-yl]-4-(1H-indol-3-yl)-1H-

pirrol-2,5-diona . 

Hormonas tiroideas 

Inhibidor del factor de transcripción nuclear kappa B 

Complejo quinasa de IκB 

Interleuquina 

Interferón γ 

Oxido nítrico sintasa inducible 

Inositol trifosfato 

NG-monometil-L-arginina monoacetato 

Lipopolisacárido 

Proteína quinasa activada por mitógenos 

Nicotinamida adenina dinucleótido fosfato 

2-nitro-4-carboxifenil-N,N-Difenilcarbamato 

Factor nuclear de transcripción kappa B 

Simporter Na+ / I- 
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9. ABREVIATURAS 

nNOS                   

NO                       

NOS                    

nPKC                   

PBS                      

PCR                     

PDK1                  

PI3-K                  

PIP2                     

PIP3                       

PKA                    

PKC                    

PLC                    

PM                      

PMA                   

PS                       

Ps-Myr PKCζ     

PTU                    

RT                      

SFB                    

SMT                   

T3                       

T4                       

Tg                       

[3H]- TdR           

TNF-α                

TPK                    

TPO                    

TREs                  

TRH                   

TRs                     

TSH                    

 

Oxido nítrico sintasa neuronal 

Oxido nítrico 

Oxido nítrico sintasa 

Proteína quinasa C novel 

Buffer fosfato salino 

Reacción en cadena de la polimerasa 

Quinasa dependiente de fosfoinosítidos 1 

Fosfatidilinositol-3-quinasa 

Fosfatidilinositol 4,5-bifosfato 

Fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato 

Proteína quinasa A 

Proteína quinasa C 

Fosfolipasa C 

Peso molecular 

Forbol 12-miristato 13-acetato 

Pseudosustrato 

Pseudosustrato permeable miristoilado de PKCζ 

Propiltiouracilo 

Transcripción reversa 

Suero fetal bovino 

S-metilisotiourea 

3 3’ 5-Triiodo-L-Tironina 

L-Tiroxina 

Tiroglobulina 

Timidina tritiada 

Factor de necrosis tumoral α 

Proteína tirosina quinasa 

Peroxidasa tiroidea 

Elementos de respuesta a hormonas tiroideas 

Hormona liberadora de tirotrofina 

Receptores nucleares para hormonas tiroideas 

Tirotrofina 
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