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Mecanismos involucrados en la inmunosupresión asociada al 

hipotiroidismo experimental. 

 

Resumen  

 

Es sabido que las concentraciones séricas de hormonas tiroideas (HTs) 

modulan el sistema inmune. Con el fin de evaluar el efecto del hipotiroidismo 

sobre la funcionalidad de células inmunocompetentes, desarrollamos un modelo 

de hipotiroidismo en ratones C57Bl/6J (Hipo) mediante tratamiento con 

propiltiouracilo (PTU) durante dos semanas. En los ganglios y linfocitos T de 

dichos ratones se observó un incremento en los niveles de expresión del mRNA 

de la deiodinasa 2 y de los transportadores específicos de HTs, MCT8 y LAT2 

respecto de los animales eutiroideos controles (C), sin diferencias significativas 

en los niveles de expresión de otros transportadores (MCT10, OACTP y LAT1). 

  

La reactividad linfocitaria y la producción de citoquinas tipo Th1 se vio reducida 

en animales Hipo. Este efecto se relacionó con los bajos niveles circulantes de 

HTs, y no a las variaciones de otras hormonas del eje tiroideo (TSH y TRH), de 

acuerdo a los resultados hallados comparativamente entre el grupo tratado con 

PTU y el transgénico que sobreexpresa el gen de TRH. 

  

No observamos diferencias en la distribución de subpoblaciones linfocitarias en 

células provenientes de ganglios linfáticos o bazos de Hipo vs C. Sin embargo, 

los Hipo, pero no así los animales transgénicos, mostraron un aumento 

significativo en el porcentaje y actividad supresora de células Treg (CD4+, CD25+, 

FoxP3+). Más aún, la inducción in vitro de células Treg a partir de células Tnaive y 

la actividad supresora de dichas iTregs también se vio incrementada en animales 

del grupo Hipo. 

 

Interesantemente todos estos efectos se vieron suprimidos en animales Lgals1-/-

indicando que los efectos inmunosupresores muestran una dependencia directa 

de galectina-1, proteína inmunomoduladora con expresión incrementada en y 

células Treg. 
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Estas observaciones indicarían un rol central de las HTs en la regulación de la 

inmunidad ejercida por el eje HPT. La inmunosupresión del hipotiroidismo 

experimental no sería consecuencia de fallas en el metabolismo de HTs a nivel 

linfocitario, sino que estaría relacionada con el aumento del número y 

funcionalidad de células Treg, inducido por los bajos niveles circulantes de HTs. 

Además nuestros resultados resaltan la importancia de controlar el estado 

tiroideo y normalizarlo en aquellas situaciones patológicas que cursan con 

alteraciones en las mismas y pueden afectar la inmunidad. 

 

Palabras clave: Hormonas tiroideas, Hipotiroidismo, Inmunidad, T regulatorias, 

Galectina-1. 

 

Mechanisms involved in the immunosuppression associated to 

experimental hypothyroidism. 

 

 

Abstract 

 

It is known that serum levels of thyroid hormones (THs) modulate the immune 

system (IS). To evaluate the effect of hypothyroidism in the physiology of 

immune cells we used a murine model of hypothyroidism by propylthiouracil 

(PTU) treatment during 2 weeks (Hypo mice). We observed that in lymph nodes 

and also in T cells from the Hypo group the levels of deiodinase D2 mRNA were 

increased, we found that the expression of specific TH transporters MCT8 and 

LAT2 were augmented respect to euthyroid levels (control group). No significant 

differences were detected in the levels of MCT10, OACTP and LAT1 

transporters. 

T cell proliferation and activity, reflected by the production of key cytokines, were 

reduced in the Hypo group. We found that these effects were in response to the 

low levels of THs, and were not related to the increased levels of TSH and TRH 
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found in Hypo mice as shown by our results in transgenic mice over-expressing 

the TRH gen.    

  

When we analyzed the frequency of T and B cells no differences could be 

detected among different mice groups. However, the Hypo group showed an 

increased frequency of Tregs cells (CD4+ CD25+ FoxP3+) which displayed 

enhanced immunosuppressive capacity. In vitro differentiatiation of naïve T cells 

into Tregs cells revealed a higher number and greater immunosuppressive activity 

of iTregs in the Hypo group compared to the euthyroid counterpart. These 

enhanced immunosuppressive functions were abrogated in mice lacking 

galectin-1 (Lgals1-/-), suggesting a major contribution of this immunoregulatory 

lectin to the immunosuppressive phenotype of Hypo mice. 

 

This study highlights the central role that THs play in the regulation of T cell 

responses. In summary, our findings suggest that hypothyroidism induces an 

immunosuppressive state that is not related to a deficient metabolism of THs, 

but instead is the consequence of an increased number and activity of Tregs cells. 

These effects are accompanied by low circulating levels of THs. Collectively, 

results emphasize the importance of restoring euthyroid conditions to control 

immune cell function in pathologies associated with hypothyroidism.   

 

 

Keywords: Thyroid hormones, Hypothyroidism, Immunity, Regulatory T cell, 

Galectin-1 
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Evidencias experimentales amplias han demostrado que la homeostasis del 

organismo es un proceso integrado que involucra las interacciones entre los 

“sistemas” nervioso (SN), endócrino (SE) e inmune (SI) posibilitando la 

regulación mutua de cada una de sus funciones. Todo este complejo circuito 

incluye mecanismos alternativos y aún redundantes que aseguran las funciones 

vitales y otros regulatorios tendientes a favorecer la homeostasis. La 

comprensión integral de estos mecanismos llevaría a una mejor interpretación 

general fisiopatológica del organismo vivo y por lo tanto podría constituir en el 

futuro una herramienta más a tener en cuenta desde el punto de vista 

terapéutico y farmacológico en un amplio contexto.  

Como es ampliamente conocido, las hormonas tiroideas (HTs) cumplen un rol 

crítico en la diferenciación, crecimiento y metabolismo (Yen, 2001). Sin 

embargo, sus acciones sobre el SI han sido muy poco estudiadas, 

especialmente en comparación con los extensos estudios referidos al eje 

hipotálamo-pituitario-adrenal (HPA) (Dorshkind y Horseman, 2000; Wang y 

Klein, 2001). El hipotiroidismo es uno de los desórdenes inmunes más 

frecuentes, afectando alrededor de 4-5% de la población adulta. Varios 

estudios, incluyendo los de nuestro laboratorio, han demostrado que el estado 

hipotiroideo está asociado a cuadros de inmunosupresión, aunque no han sido 

definidos los componentes endócrinos e inmunitarios implicados. La respuesta a 

este interrogante es lo que nos ha motivado a encarar este trabajo de tesis. 

A modo introductorio presentaremos una revisión general sobre algunos 

conceptos referidos al eje hipotálamo-hipófisis-tiroideo, su funcionamiento y el 

efecto biológico de las HTs que incluye su participación en la regulación del 

sistema inmune (SI). Luego profundizaremos en el SI, los mecanismos auto-

regulatorios y su interacción con el sistema neuroendocrino y describiremos 

antecedentes sobre la influencia del SN y del eje tiroideo en la modulación del 

mismo. Los resultados de este trabajo intentan develar, al menos en parte, la 

interconexión entre el SI y el estado tiroideo, a través del análisis del rol de las 

hormonas que constituyen el eje hipotálamo-pituitario-tiroideo (HPT) en la 

modulación de la respuesta inmune adaptativa. También se discutirá sobre la 

importancia que tendría la regulación de los niveles de las HTs a nivel del 

mantenimiento de la homeostasis inmunológica y especialmente en la 
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manipulación de situaciones fisiopatológicas que cursen con alteraciones de la 

inmunidad. 

1.1. HORMONAS TIROIDEAS 

1.1.1. Glándula tiroides 

La tiroides es la glándula encargada de la síntesis y secreción de las hormonas 

tiroideas (HTs): tiroxina (T4) y triiodotironina (T3). Está compuesta por dos 

lóbulos, derecho e izquierdo, respecto de la tráquea y conectados por el istmo. 

Suele encontrarse además un pequeño lóbulo llamado piramidal en contacto 

con el istmo (ver Figura 1.1).  

 

Figura 1.1: Ubicación anatómica de la glándula tiroides. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Se representa la imagen frontal de la glándula tiroides y sus límites. La tiroides, ubicada en la 

región infrahioidea junto al cartílago tiroides, consta de un lóbulo a la derecha y otro a la 

izquierda de la tráquea, unidos por el istmo, el cual puede presentar una prolongación a la que 

se denomina lóbulo piramidal. El istmo se encuentra justo debajo del nivel del cartílago 

cricoides. Se muestra además el ligamento cricotiroideo que une los cartílagos tiroides y 

cricoides. Adaptado de http://i44.tinypic.com/2rogc8y.jpg y http://merckformaciontiroides.com 

/curso-practico-tiroides/mod-1/mod-1_img_2_s.jpg 

 

La glándula está situada en la región infrahioidea en la parte frontal del cuello 

junto al cartílago tiroides, yace sobre la tráquea, a la que rodea hasta alcanzar 
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posteriormente al esófago. La tiroides está recubierta por una vaina 

aponeurótica denominada cápsula de la glándula tiroides que ayuda a mantener 

la glándula en su posición. La porción más externa de la cápsula de la tiroides 

se continúa con la aponeurosis cervical y hacia atrás con la vaina carotidea. Los 

músculos infrahioideos la recubren en su cara anterior y el músculo 

esternocleidomastoideo lo hace lateralmente. Por su cara posterior, la glándula 

está fijada a los cartílagos tiroides y traqueal y al músculo cricofaringeo por 

medio de un engrosamiento de la aponeurosis (Dumont y col., 2008). 

La tiroides tiene un flujo sanguíneo muy alto en relación a su tamaño. Está 

irrigada por las arterias tiroideas superiores, ramificaciones de la carótida 

externa, e inferiores que derivan de la subclavia. Hay tres venas que la drenan, 

que son las venas tiroideas superior, media e inferior y que desembocan en las 

yugulares internas (Dumont y col., 2008). 

 

Los linfáticos forman alrededor de la glándula un plexo paratiroideo. Los troncos 

que parten de él se dividen en linfáticos descendentes, que terminan en 

ganglios situados delante de la tráquea y encima del timo y en linfáticos 

ascendentes, los medios terminan en uno o dos ganglios pre- laríngeos y los 

laterales en los ganglios laterales del cuello (Dumont y col., 2008). La inervación 

es tanto simpática, proveniente del simpático cervical, como parasimpática, que 

proviene de los nervios laríngeos que a su vez proceden del nervio vago. La 

inervación regula el sistema vasomotor y, a través de este, la irrigación de la 

glándula (Dumont y col., 2008). 

 

La tiroides está compuesta por folículos o acinos que pueden ser considerados, 

tanto desde el punto de vista estructural como funcional, como las unidades 

primarias o secretoras del órgano. Las células de los folículos son las 

productoras de las hormonas y el lumen es el depósito. Las paredes del folículo 

están formadas por un epitelio continuo de una célula de profundidad, el 

parénquima tiroideo. Dentro del folículo y contenido en el lumen se encuentra el 

coloide, constituido por una mezcla de proteínas, principalmente la Tiroglobulina 

(Tg), pero también hay otras iodoproteínas de menor peso molecular y proteínas 

séricas, entre ellas la albúmina (Livolsi, 2001) (Figura 1.2). 
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Adicionalmente a las células foliculares hay células individuales o pequeños 

grupos de células que se ubican entre los acinos. Estas células parafoliculares, 

llamadas células C, secretan calcitonina (o tirocalcitonina) en respuesta al 

aumento del calcio sérico. Fuera de los folículos hay células endoteliales y 

fibroblastos (Livolsi, 2001) (Figura 1.2). 

 

Figura 1.2: El folículo tiroideo y sus componentes 

 

 

 

Adaptado de Slideshare, “Hormonas tiroideas” S.G. Cifuentes. 

 

1.1.2. Descripción del eje Hipotálamo-Hipófiso (Pituitario)-Tiroideo (HPT). 

1.1.2.1. Sistema neuroendocrino: hipotálamo e hipófisis 

El hipotálamo es una parte del diencéfalo situado debajo del tálamo y formado 

por varios núcleos de neuronas, muchas de ellas de naturaleza neurosecretora. 

Es la región del cerebro más importante para la coordinación de conductas 

esenciales, vinculadas al mantenimiento de la especie. Regula la liberación de 

hormonas de la hipófisis, mantiene la temperatura corporal, y organiza 

conductas, como la alimentación, ingesta de líquidos, apareamiento y agresión. 

Es el regulador central de las funciones viscerales autónomas y endocrinas. 
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El hipotálamo funciona como un integrador que recibe señales de todo órgano 

sensorial relacionado con el estado del entorno interno y externo respondiendo 

rápidamente con la liberación de sus neurotransmisores y neuropéptidos dentro 

del SNC y hacia la pituitaria. Contiene varios grupos de células que tienen 

fenotipo neuronal y liberan péptidos y neurotransmisores en respuesta a un 

estímulo despolarizante, pero a diferencia de otras neuronas cerebrales no lo 

hacen hacia otra neurona por conexión sináptica sino hacia el plexo capilar 

portal localizado en el tallo infundibular de la glándula hipófisis anterior. 

 

La liberación de una sustancia neuroactiva u hormona directamente dentro del 

sistema circulatorio define a la célula productora de la misma como endocrina. 

Por lo tanto las células hipotalámicas que liberan sus neurotransmisores de esta 

forma se consideran tanto células endocrinas como neuronas, denominándose 

por tal motivo, neuroendocrinas. Además, a pesar de que las sustancias 

secretadas por estas células sean péptidos y neurotransmisores, se las llama 

hormonas o neurohormonas debido a que son liberadas en los vasos 

sanguíneos para actuar en sitios remotos, en algún órgano blanco. 

 

El hipotálamo es un centro clave donde ocurre la regulación del crecimiento, la 

respuesta al estrés, la reproducción, los ritmos circadianos y el metabolismo. En 

la adecuada modulación de este último intervienen también las glándulas 

hipófisis y tiroidea, formando un eje endocrino funcional llamado hipotálamo-

hipofiso (pituitario)-tiroideo (HPT) (Gore y Roberts, 2003). La hormona 

hipotalámica involucrada en este caso es la hormona liberadora de tirotrofina 

(TRH) producida por un grupo específico de células en los núcleos arcuato y 

paraventicular (NPV) del hipotálamo. La TRH es un tripéptido sintetizado a 

través del clivaje de una prohormona (pre-pro-TRH), que produce junto con 

tetrapeptidos pro-TRH precursores inmediatos de la TRH, otros péptidos no 

TRH con actividad potencialmente fisiológica (Nillni y Sevarino, 1999). El 

procesamiento de la pre-pro-TRH tiene lugar durante el transporte axonal luego 

de la remoción de un péptido señal. Los clivajes subsiguientes se van 

produciendo a medida que los péptidos circulan por el axón hacia la terminal del 

nervio (Carr y col., 1993). 
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Como puede observarse en el esquema del eje HPT representado en la 

Figura1.3, la TRH es liberada de las terminales nerviosas en la zona externa de 

la eminencia media al sistema capilar porta. El tripéptido alcanza a sus 

receptores localizados en células de la pituitaria anterior llamadas tirotropos, los 

que son estimulados para la producción y secreción de tirotrofina (TSH). La 

unión del ligando a estos receptores acoplados a proteína G causa la activación 

de la PLC con la consecuente formación de DAG e IP3, seguida de la 

movilización de calcio. Estos eventos conducen a la fosforilación y a cambios en 

las concentraciones de proteínas nucleares que interaccionan con los genes 

involucrados en la síntesis de TSH, incrementando su transcripción. La TSH y 

presumiblemente la TRH, son liberadas de forma pulsátil, con pulsos que 

ocurren por intervalos de 90 a 180 minutos en humanos (Gore y Roberts, 2003). 

Los estudios sobre la liberación pulsátil de TSH en humanos demuestran que 

ésta cambia a lo largo de un periodo de 24 hs, alcanzando su máximo entre el 

atardecer y las 4 hs. Los niveles de TSH descienden al mediodía y permanecen 

bajos hasta que se reinicia el ciclo. Este ritmo circadiano seria controlado por el 

núcleo supraquiasmático del hipotálamo (Gore y Roberts, 2003). 

 

La TSH es una hormona glicoproteica de 30 kDa, es un heterodímero formado 

por dos subunidades,  y , unidas de forma no covalente. La subunidad  es 

idéntica a la de las gonadotropinas, LH y FSH, mientras que la subunidad  le 

confiere especificidad, siendo la que se une al receptor en la célula tiroidea. 

Dado que la subunidad  libre es inactiva, la subunidad  es quien le confiere la 

actividad biológica a la hormona (Grossmann y col., 1997). El receptor de TSH 

está acoplado a proteína G, tiene 7 dominios transmembrana y se localiza 

fundamentalmente en la glándula tiroidea (Graves y Davies, 2000). En la Figura 

1.3 se indica que la TSH liberada de la hipófisis anterior actúa a nivel de sus 

receptores en la glándula tiroidea, induciendo la producción de HTs.  

 

Las hormonas T3 y T4, al ser secretadas al torrente sanguíneo, se mantienen 

en equilibrio con sus proteínas transportadoras. La globulina fijadora de tiroxina 

(TBG), es una glicoproteína que une 70% de las HTs, tanto T3 como T4. El 30% 
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restante es transportado por la proteína pre-albúmina fijadora de tiroxina (TBPA) 

y por la albúmina y menos del 1% permanece en forma libre. 

 

Figura 1.3: Eje endocrino funcional: Hipotálamo-Hipófisis-Tiroides 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Representación esquemática del eje HPT, mostrando las neuronas liberadoras de TRH en el 
NPV proyectando sus terminales a la zona externa de la eminencia media (EM). Esto ocurre de 
forma bilateral, aunque en este esquema se muestra la proyección unilateralmente. La TRH 
viaja a través del sistema vascular porta hipofisario estimulando la síntesis y liberación de TSH 
de los tirotropos. Esta molécula actúa en la glándula tiroides promoviendo la biosíntesis y 
liberación de T3 y T4 a la circulación general para cumplir su importante papel fisiológico. 
Adicionalmente inducen la retroalimentación negativa en los tirotropos de la pituitaria y en las 
neuronas del NPV encargadas de la liberación de TRH. Adaptado de Gore y Roberts, 2003. 
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Las HTs que circulan en forma libre actúan a nivel de sus órganos diana en la 

modulación del metabolismo celular o participan en el mecanismo de 

retroalimentación negativa a nivel del hipotálamo y la hipófisis inhibiendo la 

síntesis y liberación de TRH y TSH respectivamente. 

 

Este control permite mantener constantes las concentraciones de T3 y T4 y así 

evitar tanto el exceso como la carencia de estas hormonas, ambas 

circunstancias sumamente adversas para el organismo, en especial en etapas 

tempranas de su desarrollo (Gore y Roberts, 2003). 

 

Adicionalmente a este mecanismo de retroalimentación negativa, existen otros 

que involucran a la TSH como moduladora de su propia liberación así como 

también la de TRH. Existen evidencias que indican la existencia de un circuito 

de retroalimentación corto, a través del cual la TSH sería capaz de inhibir la 

secreción de TRH probablemente a nivel hipotalámico, donde se han hallado 

receptores para TSH (Crisanti y col., 2001). También se han encontrado estos 

receptores en las células folículo-estrelladas en la adenohipófisis (Prummel y 

col., 2000) lo que a su vez explicaría la existencia adicional de un circuito ultra 

corto de retroalimentación a través del cual la TSH inhibiría su propia liberación 

a nivel hipofisario. La importancia fisiológica de estos mecanismos cortos no ha 

sido dilucidada aún, pero se supone que se trataría de un control fino de la 

homeostasis que podría estar relacionado con la secreción pulsátil de TSH 

(Prummel y col., 2004). 

 Por otro lado la secreción de TSH también resulta modulada por la acción 

inhibitoria de la somastostatina, conocida también como GHIH (Growth 

Hormone Inhibiting Hormone) sobre las células tirotropas. Esta hormona es 

secretada en situaciones donde el organismo se encuentra en condiciones 

catabólicas inhibiendo tanto el eje HPT como la secreción de hormona de 

crecimiento. 

1.1.3. Síntesis y metabolismo de las hormonas tiroideas 

Como se ha mencionado anteriormente la síntesis y la secreción de las HTs 

está regulada por un sistema de retroalimentación negativa que involucra al 
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hipotálamo, la glándula pituitaria y la glándula tiroidea. Cuando la TSH se une a 

su receptor específico estimula la expresión de una variedad de genes tiroideos 

incluyendo el simporter Na+/I+ (NIS), la tiroglobulina (Tg) y la tiroperoxidasa 

tiroidea (TPO). Como veremos los productos de estos genes promueven la 

síntesis de T3 y T4 (Lin X y col., 2004; Riedel y col., 2001). Para la síntesis y 

secreción de las HTs, las células foliculares realizan una serie de funciones 

especializadas esquematizadas en la Figura1.4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.4: Síntesis y secreción de las hormonas tiroideas. Se señalan los pasos que llevan 
a la síntesis de HTs, su almacenamiento en la Tg y finalmente su secreción. Adaptado de 
http://merckformaciontiroides.com/curso-practico-tiroides/mod-1/mod-1_img_9_s.gif  

 

El primer paso implica la captación activa de ioduro mediante el transportador 

NIS, que concentra ioduro de forma sodio dependiente. Luego el ioduro es 

transportado desde la membrana basal a la membrana apical, donde es 

secretado al coloide mediante una proteína transportadora del anión 

denominada pendrina, localizada en la membrana apical. Luego se produce la 

oxidación de ioduro a iodonio, proceso mediado por la enzima TPO, quien a su 
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vez cataliza la incorporación del iodonio a la Tg produciendo iodotirosinas 

hormonalmente inactivas. Así se forman las monoiodotirosinas (MIT) y 

diiodotirosinas (DIT). La TPO nuevamente participa en el acoplamiento de las 

iodotirosinas para formar las iodotironinas T3 y T4.  

 

Para poder disponer de las mismas para su secreción, la célula folicular capta 

gotitas del coloide por pinocitosis. Luego se produce la ruptura proteolítica de 

los enlaces que unen las HTs a la Tg, de modo que tanto T4 como T3 pueden 

acceder al torrente sanguíneo a través de transportadores como MCT8. La 

mayor liberación de HTs se da en la forma de T4, siendo su concentración en 

suero 40 veces mayor que la de T3 (Lester Reed, 2001). Como señalamos 

anteriormente al describir el mecanismo de retroalimentación que regula al eje, 

solo una pequeña proporción de las HTs circula en forma libre con capacidad de 

entrar en la célula y ejercer los efectos biológicos. La mayor proporción de las 

HTs se encuentra unida a proteínas transportadoras. La T4 se une a la globulina 

transportadora de HTs (TBG) en un 70%, a la albúmina en un 20% y a la 

transtiretina (TTR) en un 10%. La T3 se une principalmente a TBG (80%), y el 

resto a TTR y a albúmina. La influencia de esta última, que tiene una afinidad 

más o menos baja por las HTs, se pone de manifiesto porque su concentración 

plasmática es elevada (Lester Reed, 2001). 

 

Una vez en circulación, las HT son metabolizadas en los diferentes tejidos, esto 

implica diferentes procesos como deiodinación, desaminación y decarboxilación 

entre otros. De todos ellos probablemente el proceso más relevante es el de 

deiodinación el cual activa o inactiva a las HTs.  

 

Las iodotironinadeiodinasas (DIO) son selenoproteinas que catalizan la acción 

de remover un átomo de iodo específico de los residuos fenólicos o tirosínicos 

que componen los anillos de la molécula de iodotironina. El peso molecular de 

estas proteínas varía entre 29 y 33 kDa, todas ellas comparten una secuencia 

conservada de 15 aminoácidos que contiene el centro activo el cual está 

constituido por una selenocisteina y todas conservan un domino transmembrana 

(Baqui y col., 2003). Estudios usando modelos celulares indicaron que tanto DIO 

tipo 1 (DIO1) como la DIO3 están localizadas en la membrana celular mientras 
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que la DIO2 ha sido visualizada anclada en el retículo endoplasmático (Curcio y 

col., 2001; Gereben y col., 2008). 

 

La DIO1 y la DIO2, codificadas por los genes DIO1 y DIO2,  respectivamente, 

son capaces de convertir T4 a T3. Esto ocurre mediante la deiodinación del 

anillo externo (fenólico) de la T4. Este camino genera el 80% del total del pool 

de T3 en circulación y es producido por la enzima DIO1 que se encuentra 

expresada en tejidos extratiroideos como el hígado, el riñón y la piel. Por otro 

lado la DIO2 se encuentra en cerebro, pituitaria y tejido adiposo y tiene como 

función la conversión de T4 a T3 para uso intracelular. 

 

Como ha sido señalado, la presencia de DIO1 en la membrana ha podido 

explicar ciertos resultados experimentales que demostraron que la T3 generada 

en el hígado y en los riñones vía DIO1 rápidamente se equilibra con la T3 

plasmática. A su vez explica el leve aporte a la concentración intracelular por 

sobre los valores que ya se encuentran saturando los receptores para hormonas 

tiroideas (TRs) en tales células (Silva y Larsen 1978). 

 

Por otro lado la T3 generada por DIO2 en el citosol encuentra un potencial 

acceso hacia el núcleo celular dada la proximidad física entre el RE y el 

compartimiento nuclear. Esta observación podría explicar el mayor tiempo de 

residencia intracelular de la T3 generada por DIO2. Por lo tanto, aunque no han 

sido dilucidados los mecanismos involucrados en la producción de los niveles 

circulantes de T3 y la contribución de DIO2 en los mismos, es indiscutible que el 

pool generado por DIO1 se equilibra rápidamente con el plasma (30 min) 

mientras que el producido por DIO2 estaría más relacionado con el 

mantenimiento de los niveles intracelulares (Larsen, 1981) 

 

El ciclo metabólico de las HTs finaliza en una etapa de desactivación. La enzima 

DIO3 (y en parte la DIO1) tiene actividad sobre los iodos en grupos tirosilos (o 

llamados también anillos internos) y convierten tanto la T4 como la T3 a sus 

respectivos metabolitos inactivos 3,3',5'-triiodo-L-tironina (rT3) y 3,3'-diiodo-L-

tironina (T2). Todavía no es muy claro cuáles son los efectos biológicos 

desencadenados por estos metabolitos. A su vez rT3 puede también ser 
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metabolizada por DIO1 en T2. Los pasos de deiodinación mencionados se 

esquematizan en la Figura 1.5. 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.5: Metabolismo de las hormonas tiroideas. 

Adaptado de http://www.jci.org/articles/view/29812/figure/1  

 

1.1.4. Transporte celular de hormonas tiroideas  

Hasta la década del 70 el modelo aceptado consistía en que las HTs pueden 

ingresar a la célula atravesando la membrana por difusión pasiva dadas sus 

características lipofílicas. Sin embargo, resultados experimentales señalan que 

la permeabilidad de moléculas no cargadas disminuye notablemente con el 

tamaño y que es muy baja para moléculas con un tamaño molecular >100 (Stein 

y col., 2014). Luego se encontraron evidencias de la existencia de transportes 

facilitados y sitios de unión de alta afinidad para HTs en la membrana 

plasmática de diferentes células y que la entrada celular de las hormonas 



INTRODUCCION 

24 
 

tiroideas es saturable y dependiente de energía y sodio. Así, Friesema y col. 

(1999) han reportado que el ingreso de las HTs y sus metabolitos a hepatocitos 

estaría mediado por las proteínas transportadoras de aniones orgánicos. Sin 

embargo el gran paso lo han dado trabajos del año 2004 cuando se 

relacionaron mutaciones de un gen que codificaba para una ya conocida 

proteína de membrana cuya función fue identificada como transportadora 

específica para HTs y que luego sería renombrada como transportador de 

monocarboxilato 8 (MCT8). Hoy ya se ha demostrado que los derivados de 

iodotironina son ligandos para varios tipos de transportadores, incluyendo el 

polipéptido cotransportador sodio/taurocolato (NTCP), proteínas asociadas a la 

resistencia a múltiples fármacos, transportadores heterodiméricos de 

aminoácidos de tipo L (LAT), a saber LAT1 y LAT2, varios miembros de la 

familia de polipéptidos transportadores de aniones orgánicos (OATP) y los 

transportadores de monocarboxilatos, MCT8 y MCT10. La mayoría de estos 

transportadores no son específicos de HTs, ya que unen una variedad de 

ligandos incluso con mayor afinidad. Por ello, a estos transportadores, con 

excepción de MCT8 y en menor medida de MCT10 y OATP1C1, se los identificó 

como secundarios o accesorios (Visser y Peeters, 2013).  

 

1.1.4.1. Transportador MCT8 

El MCT8 fue identificado como el primer transportador específico de T4 y T3, y 

también se demostró que transporta sus metabolitos inactivos, tales como rT3 y 

3,3'-T2 (Friesema y col., 2008). En este sentido, el transporte de T3 es mayor 

que el de T4 o rT3, respectivamente (T3>T4>T3r~3,3'-T2) (Friesema y col., 

2008). Cabe destacar que el transporte a través de la membrana es 

bidireccional. Para que los sustratos puedan ser transportados por MCT8 en 

humanos, deben poseer al menos un átomo de iodo por anillo aromático, 

preferiblemente en posición 3 y 3', respectivamente. Las tironaminas (excepto 3-

iodotironamina), los metabolitos decarboxilados de iodotironinas y los derivados 

de hormonas tiroideas que carecen de centro quiral y grupo amino no son 

sustratos para MCT8 (Kinne y col., 2011). 
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Se ha demostrado que la expresión de MCT8 en las neuronas es esencial para 

la captación de T3. Por otro lado, ha sido reportada la expresión de MCT8 en la 

microvasculatura cerebral y en la barrera hematoencefálica en el cerebro 

humano y murino. Estos perfiles de expresión sugieren que MCT8 no sólo 

desempeña un papel importante en la acción de las hormonas tiroideas en el 

cerebro de humanos y roedores, sino también en el pasaje de las mismas hacia 

el cerebro a través de la barrera hematoencefálica en humanos. La expresión 

de MCT8 también se ha detectado en numerosos tejidos, incluyendo corazón, 

hígado, riñón, testículos y tiroides (Kinne y col., 2011). 

 

1.1.4.2. Transportadores LAT1 y LAT2  

Los transportadores LAT1 y LAT2 transportan aminoácidos neutros de gran 

tamaño y compuestos relacionados a los mismos, mientras que LAT2 también 

transporta aminoácidos pequeños. El análisis funcional de LAT1 demostró que 

es capaz de transportar iodotironinas, en el orden 3,3'-T2>T3r~T3>T4. También 

se observó transporte de hormonas tiroideas mediado por LAT2.  

LAT1 y LAT2 se expresan en diversos tejidos, por ejemplo, en las membranas 

luminal y adluminal de las células endoteliales de los capilares cerebrales, 

placenta e intestino, mientras que LAT1 además, muestra altos niveles de 

expresión en células tumorales. Ambos transportadores se expresan en la 

barrera hematoencefálica, donde la expresión de LAT1 es mayor que la de 

LAT2. LAT1 y LAT2 forman un heterodímero con la proteína 4F2hc, que se 

expresa de forma ubicua, por ejemplo en tumores, cerebro, riñón, intestino y 

placenta (Kinne y col., 2011) 

 

1.1.5. Mecanismos de acción de las hormonas tiroideas. Mecanismo 

clásico 

Los receptores para HTs (TRs) son factores de transcripción específicos. Estos 

receptores unen preferentemente T3 con una afinidad varias veces superior que 

la de T4. Los TRs se encuentran asociados al ADN aun en ausencia de 

hormona tiroidea, regulando la expresión de genes (Yen y col., 2006). Están 
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codificados por dos genes diferentes, TRy TR. El gen TRgenera por 

empalme (splicing) alternativo de exones dos isoformas, TR1 y TR2, que 

difieren en la región carboxilo terminal donde está ubicado el dominio de unión a 

la hormona. El gen TR origina dos isoformas a través de la elección de un 

promotor alternativo: TR1 y TR2. La expresión de los genes para estos 

receptores es variable, siendo el TR2 el involucrado principalmente en la 

regulación de la producción de la TSH. En el hipotálamo, esta isoforma es 

quizás la única responsable de la regulación negativa del gen de TRH por parte 

de la T3 (Oetting y Yen, 2007). 

 

Una vez que la T3 ingresa al espacio intracelular se une a su receptor en el 

núcleo; generando un cambio conformacional, que permite que el TR dimerice 

formando homodímeros (TR/TR) o heterodímeros con el receptor de rexinoides 

(TR/RXR) que son los que tienen mayor actividad biológica (Lee y Privalsky, 

2005; Tata, 2013) Estos complejos hormona-receptor, se unen a secuencias 

nucleotídicas específicas presentes en los genes cuya expresión está regulada 

por la T3. Estas secuencias nucleotidicas se conocen como elementos de 

respuesta a hormona tiroidea (TRE) (Yen y col., 2006; Tata, 2013; Yen, 2015). 

 

En ausencia de T3, el TR se une constitutivamente a un grupo de proteínas, con 

actividad de histona deacetilasa (HDAC), denominadas correpresores 

nucleares, las que se caracterizan por reclutar otras proteínas accesorias que a 

su vez compactan a los nucleosomas y reprimen el proceso de transcripción 

(Figura 1.6-A). Al unirse la T3, el receptor cambia de conformación y disminuye 

su afinidad por los correpresores, intercambiándolos por coactivadores, lo que 

lleva a que la cromatina se desenrolle, facilitándose por lo tanto la transcripción 

(Figura 1.6-B), (Aranda y Pascual, 2001; Yen, 2001; Oetting y Yen, 2007). En el 

caso de los genes regulados negativamente el proceso es el inverso; estos 

pueden ser estimulados en ausencia de hormonas e inhibidos cuando la T3 se 

une a su receptor. Estos efectos genómicos generan respuestas biológicas que 

llevan desde horas a días (Yen, 2001; You y col., 2010). 
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Figura 1.6: Mecanismo de acción clásico de las hormonas tiroideas. 

Esquema que muestra la unión del TR al ADN. (A) La unión constitutiva del TR al correpresor 
provoca el reclutamiento de proteínas histidina acetilasas (HDAC), lo que causa la 
condensación de la cromatina y la represión de la transcripción. (B) Al unirse la T3 al TR 
provoca el intercambio del correpresor por un coactivador, se descondensa la cromatina y se 
facilita la transcripción. Adaptado Juvenal, 2009  

 

 

El estado de fosforilación del TR podría modular positivamente la unión del 

complejo hormona tiroidea-receptor a las secuencias TRE del ADN. Varias 

evidencias experimentales indican que las HTs podrían inducir la fosforilación 

de su receptor en sitios específicos. En tal sentido, Davis y col. (2000) han 

demostrado que la T4 promueve la asociación entre la proteína quinasa 

activada por mitógeno (MAPK) y el TR, causando su fosforilación en residuos de 

serina específicos. Leitman y col. (1996) han encontrado que la transcripción 

mediada por T3 es potenciada por la estimulación de las vías de señalización a 

través de PKA, sugiriendo una modulación de la actividad transcripcional del TR 

a través de múltiples caminos que involucran a quinasas. 

 

Si bien la mayoría de los efectos de la T3 están mediados por la acción de sus 

receptores nucleares sobre la transcripción de genes específicos, en la 

actualidad se conoce que las HTs ejercen además acciones rápidas, es decir 
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que se producen en solo pocos minutos. Dichos efectos no son afectados por 

inhibidores de la transcripción y traducción, lo cual es incompatible con un 

modelo de acción genómica. Las acciones no genómicas de las HTs han sido 

descriptas en numerosos tejidos y tipos celulares, incluyendo tejido adiposo, 

corazón y glándula pituitaria. Los sitios de acción no genómica de las HTs han 

sido localizados en la membrana plasmática, en el citoplasma y en organelas 

celulares. Las acciones no genómicas incluyen la regulación de canales iónicos, 

la fosforilación oxidativa, la transcripción de genes mitocondriales, la activación 

de la fosfolipasa C (PLC) que conduce a la generación de segundos mensajeros 

intracelulares, como así también, el aumento de Ca2+ intracelular y de AMP 

cíclico y la activación de la cascada de señalización de proteínas quinasas 

(Bassett y col., 2003). 

 

1.1.6. Efectos no-genómicos  

Varias evidencias sugieren que las acciones no genómicas de las HTs son 

mediadas por isoformas de receptores nucleares clásicos en el citoplasma, o 

bien por otros tipos de receptores de membrana con alta afinidad por las HTs 

(Bassett y col., 2003). Davis y col., (2006), han postulado la existencia de 

efectos genómicos y no genómicos de las HTs que actuarían en forma 

cooperativa para la activación de la cascada de las MAPK. Para las acciones a 

nivel de la membrana plasmática se ha demostrado en varios tipos celulares 

que el receptor para los efectos no genómicos de las HTs recae en la molécula 

de integrina v (Davis y col., 2006 y 2011), a través de la cual se transducen 

señales que pueden modular el tráfico intracelular de proteínas y la actividad de 

los canales iónicos en la membrana plasmática (Davis y col., 2011; Hammes y 

Davis, 2015). 

1.1.7. Efectos biológicos de las hormonas tiroideas 

Las HTs ejercen su actividad en todos los sistemas del organismo, ya que sus 

receptores se expresan virtualmente en todos los tejidos. Dado que, cada 

órgano posee una particular expresión de los mismos y de sus isoformas, y 
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presenta desigualdades en la expresión y actividad de transportadores y 

deiodinasas, cabe asumir que existan respuestas sumamente variadas aún 

frente a una concentración de HTs circulante relativamente estable. 

 

Las principales acciones sistémicas de estas hormonas abarcan el aumento del 

metabolismo basal, con estimulación de la termogénesis y regulación del 

consumo de oxígeno celular. Los cambios en la función tiroidea modulan el 

metabolismo de glucosa, la demanda de vitaminas y modifican las 

concentraciones de proteínas y enzimas séricas. En cuanto al metabolismo de 

los lípidos, las HTs tienen diferentes acciones metabólicas en diversos tejidos 

diana, cuyo resultado global ante su incremento es un descenso en la 

concentración plasmática del colesterol total (Hulbert, 2000). 

 

Las HTs ejercen una serie de acciones periféricas fundamentales para el 

correcto funcionamiento de varios órganos y sistemas, de las cuales 

mencionaremos sólo algunas para ejemplificar. Las HTs suprimen la secreción 

de TSH por parte de las células tirotropas hipofisarias regulando negativamente 

la transcripción de sus genes por un mecanismo mediado por la deiodinación 

intracelular de T4 en T3 y la unión de esta última al TR2. A nivel del SN, tienen 

un papel fundamental en el desarrollo del cerebro del feto y durante el periodo 

neonatal. Además regulan proteínas y glúcidos que participan en la 

mielinización (Williams, 2008). En el hígado, estimulan las enzimas que regulan 

la lipogénesis y la lipólisis e inducen la síntesis de transaminasas y de proteínas 

plasmáticas. Son capaces de regular positivamente el número de 

receptoresadrenérgicos en el corazón, aumentando la sensibilidad a 

catecolaminas. Adicionalmente en este órgano presentan un efecto inotrópico y 

cronotrópico positivo a través de mecanismos que disminuyen la resistencia 

vascular sistémica. En el tejido adiposo, la T3 regula el consumo basal de 

oxígeno, el almacenamiento graso, la lipogénesis y la lipólisis. También induce 

la diferenciación del tejido adiposo y estimula la proliferación de los adipocitos 

(Hulbert, 2000). Los efectos hormonales se extienden al musculo esquelético, 

donde favorecen la acción contráctil, la biosíntesis de miosina y de enzimas 

lisosomales, así como también la captación de glucosa. Un correcto 

funcionamiento tiroideo es fundamental para el desarrollo óseo (Gogakos y col., 
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2010). Por otro lado, una secreción inadecuada de estas hormonas se ha 

relacionado con irregularidades a nivel gonadal. 

 

Por último, definiremos muy brevemente los distintos estados tiroideos. Si el eje 

funcional endocrino funciona correctamente, el individuo se encuentra en estado 

eutiroideo. En el caso de existir patología tiroidea primaria, se pueden dar 

diferentes escenarios. Cuando los niveles hormonales están por encima de los 

normales, nos encontramos ante un estado hipertiroideo. La consecuencia de 

este estado es la exacerbación, de acuerdo a la gravedad de la patología, de 

todas las funciones sistémicas y periféricas señaladas en este apartado 

(Potenza y col., 2009; Hörmann R y Schumm-Draeger P, 2010). 

Cuando la secreción hormonal es insuficiente, nos encontramos ante un caso 

de hipotiroidismo, siendo los síntomas clínicos los opuestos al hipertiroidismo y 

en general se relacionan con una disminución del metabolismo. También se han 

definido estados leves y subclínicos de estos desórdenes, caracterizados por un 

aumento o reducción de la TSH circulante según se trate de hipo o 

hipertiroidismo subclínicos. Como sus nombres lo indican, en estas 

circunstancias los síntomas de la enfermedad son leves o inexistentes 

(Karmisholt y col., 2011; Virgini y col., 2015). También pueden darse casos de 

aumento o reducción de los niveles hormonales pero secundarios a una 

patología hipotalámica o hipofisaria. 

 

1.2. EL SISTEMA INMUNITARIO 

El sistema inmune (SI) con todas sus respuestas (innata y adaptativa) es 

característico de los animales vertebrados. Ha evolucionado a través de los 

años a fin de proteger a los individuos de microbios, toxinas  y tumores. En el 

caso de un microorganismo, dicha respuesta coordinada requiere del 

reconocimiento del agente invasor y la activación de respuestas que terminan 

destruyendo al patógeno.   

 

Para montar una respuesta inmunológica efectiva es necesario coordinar la 

acción de diferentes poblaciones celulares las que serán activadas y luego se 
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dirigirán a sitios de inflamación. En la regulación de estas actividades celulares 

intervienen mediadores solubles llamados citoquinas. Los mismos pueden ser 

sintetizados por diferentes clases de células en respuesta a estímulos 

inflamatorios y a su vez actuar sobre diversos tipos celulares. Las citoquinas 

pueden ejercer sus efectos en forma local, autocrina o paracrina, uniéndose a 

receptores con afinidad elevada en sus células blanco. En algunos casos es 

posible sintetizar citoquinas en cantidades suficientes para que circulen y 

ejerzan acciones endocrinas. Adicionalmente en varios tipos celulares, las 

citoquinas actúan como factores de crecimiento. Aquellos factores solubles con 

capacidad quimioatractante se llaman quimioquinas. Existen citoquinas que 

intervienen en la diferenciación y proliferación de células madre a las que se las 

conoce como factores estimulantes de colonias. Hay otras citoquinas que 

interfieren con la replicación viral como los interferones (IFN) (Parkin y Cohen, 

2001; Abbas y col., 2008). 

 

A nivel estructural los órganos linfáticos se pueden clasificar en primarios o 

centrales, donde se generan las células del SI (médula ósea y timo) y aquellos 

en los cuales se produce el encuentro entre estas células y las sustancias 

capaces de inducir una respuesta inmune, denominadas antígenos (Ags). El 

bazo, los ganglios linfáticos y todo tejido linfoide que se encuentre asociado a 

mucosas (MALT), como por ejemplo el bronquial (BALT) o gastrointestinal 

(GALT) constituyen los órganos secundarios o periféricos. 

 

El bazo está ubicado en la región abdominal y cuenta con circulación sanguínea 

pero no linfática. En cuanto a su estructura, tiene una región que se denomina 

pulpa roja y es el lugar donde se eliminan los eritrocitos que han perdido su 

capacidad de deformación plástica. Tiene además otra zona de pulpa blanca en 

la que se distribuyen los linfocitos T (LT) y B (LB) (Burmester y Pezzutto, 2003). 

 

Los ganglios linfáticos se ubican en cadenas a lo largo de todo el organismo, 

cerca de los órganos más importantes. Los ganglios tienen circulación linfática y 

sanguínea. De estructura ovoide, poseen también una zona cortical y una 

medular, que albergan LB y LT respectivamente (Burmester y Pezzutto, 2003).  
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Desde un punto de vista funcional, el SI se divide en dos niveles: las respuestas 

innatas y las adaptativas o adquiridas, distinguiéndose entre ellas por la 

velocidad y clonalidad de la respuesta y por la capacidad o no de generar 

células con memoria inmunológica. En la práctica están estrechamente 

relacionadas y se ponen en marcha consecutivamente siguiendo una estrategia 

de capas o barreras de defensa sucesivas, cada una más especifica que la 

anterior (Folds, 2008). En la Figura 1.7 se muestran los dos aspectos de la 

inmunidad, la respuesta innata y la adaptativa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 1.7. Inmunidad innata y humoral. Principales mecanismos de la inmunidad innata y de 
la inmunidad adaptativa. Esta última con sus respuestas humorales, mediadas por LB que 
secretan Acs que eliminan los microorganismos extracelulares y las respuestas celulares que 
involucran la activación de LT colaboradores y efectores para la erradicación de células 
infectadas. Adaptado de www.lookfordiagnosis.com 
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1.2.1. Inmunidad Innata 

Como se ha mencionado, una vez superado el primer nivel de defensa que 

incluye a las barreras naturales, físicas, químicas y microbiológicas, que evitan 

que los agentes patógenos penetren en el organismo, el sistema inmunológico 

innato provee una respuesta rápida. Los mecanismos se ponen en marcha al 

poco tiempo de producirse la infección dado que no requieren de una 

exposición previa al patógeno. Esta respuesta está dirigida contra patrones 

moleculares presentes en distintos microorganismos lo que la hace específica. 

A su vez este tipo de respuesta carece de memoria inmunológica, definiendo de 

este modo la inmunidad innata. 

 

La misma, involucra una orquesta de componentes celulares constituida por 

neutrófilos, monocitos, macrófagos y células dendríticas entre otras. A su vez, 

recientemente se han identificado poblaciones celulares linfoides involucradas 

en la respuesta inmune innata. Estas células, en respuesta a citoquinas y 

quimioquinas, se activan de forma inmediata, se movilizan hacia el foco de la 

infección, reconocen y toman contacto con el antígeno extraño, al cual 

destruyen mediante el proceso de fagocitosis y posterior lisis intracelular. Las 

células fagocíticas activadas incrementan la producción de mediadores 

inflamatorios, incluídas citoquinas (IL-1, IL-6 e IL-12 y el factor de necrosis 

tumoral TNF-α), prostaglandinas y leucotrienos y secretan especies reactivas 

del oxígeno y nitrógeno que contribuyen a la destrucción del agente agresor 

(Storek y Monack, 2015). Adicionalmente, participan también de este tipo de 

respuestas, otras células, como basófilos, mastocitos y eosinófilos, las células 

asesinas naturales o natural killer (NK) y un conjunto de componentes 

moleculares incluídas citoquinas pro- y anti-inflamatorias, sistema complemento 

(vía activación alterna) y proteínas de fase aguda. La efectividad de este tipo de 

respuesta ha quedado demostrada por su alta conservación en la naturaleza, ya 

que se encuentra presente aún en los animales menos evolucionados (Parkin y 

Cohen, 2001; Beutler, 2004).  

 

Las células de la inmunidad innata reconocen en los patógenos, estructuras 

concretas denominadas “patrones moleculares asociados a patógenos” 
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(PAMPs), presentes en los microorganismos pero no en las células del 

huésped, y lo hacen mediante receptores que se denominan “receptores de 

reconocimiento de patrones” (PRRs). Entre los PRRs se encuentran los 

“receptores tipo Toll” o TLRs (Toll-like receptors), de los cuales se han descripto 

al menos una decena en células humanas, fueron inicialmente identificados en 

insectos y poseen localización intra- o extracelular (Chuang y Ulevitch, 2000 y 

2001; Du y col., 2000; Sasai y Yamamoto, 2013). Cada TLR confiere la 

capacidad de reconocer un número discreto de ligandos, presentes en 

bacterias, hongos, protozoos y virus (Campos y col., 2001; Alexopoulou y col., 

2001; Bauer y col., 2009;  Jiménez-Dalmaroni, 2015). 

 

Estos receptores permiten la estrecha relación existente entre las respuestas 

innatas y específicas ya que el reconocimiento de patrones externos presentes 

en microbios es importante para la posterior presentación antigénica a las 

células T específicas, quienes en última instancia amplificarán la respuesta 

inflamatoria innata. 

  

1.2.2. Inmunidad Adaptativa 

La respuesta inmune adaptativa se caracteriza por ser sumamente específica y 

clonal y generar memoria Los linfocitos B y T constituyen los elementos 

celulares de esta respuesta. Estas células presentan receptores específicos 

dirigidos contra un determinado epitope antigénico presente en un dado agente 

patógeno. Los receptores mencionados tienen la peculiaridad de ser únicos, es 

decir una única célula presenta un tipo de receptor dado.  

 

De esta forma la respuesta adaptativa se inicia con el reconocimiento antigénico 

mediado por la unión a estos receptores específicos presentes en las células B 

(BCR) o T (TCR), lo cual confiere clonalidad al sistema. El reconocimiento junto 

con la participación de otras señales (moléculas co-estimulatorias), conducen en 

conjunto a la activación linfocitaria. Las células B reconocen Ags como 

moléculas solubles en forma nativa y tienen la habilidad de diferenciarse a 

células secretoras de anticuerpos al ser apropiadamente estimuladas. En 
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contraste, las células T no reconocen Ags solubles sino que requieren de un 

sistema molecular especializado (Pacheco y col., 2012). Este sistema se basa 

en la ruptura proteolítica de las proteínas antigénicas en pequeños péptidos por 

enzimas presentes en células presentadoras de antígenos (CPAs). Estos 

péptidos se unen a moléculas del complejo de histocompatibilidad (CMH) tipo I 

o II de acuerdo a la naturaleza del antígeno y son expresadas en la membrana 

celular de CPAs. Estos complejos proteicos constituyen los ligandos del TCR. 

Este es un sistema que requiere dos señales: además del reconocimiento 

antigénico es necesaria la participación de otras moléculas co-estimuladoras y 

de ciertas citoquinas, las cuales en forma conjunta determinarán la activación 

celular. Como veremos más adelante este fino control es un mecanismo que 

garantiza la respuesta específica, únicamente cuando es requerida y, por lo 

tanto, refuerza los mecanismos de homeostasis inmunológica. Así, cuando una 

célula es activada, sufre un proceso de expansión clonal, generando miles de 

células con idéntica especificidad antigénica, por lo tanto este clon ahora se 

encuentra ampliamente representado en la población linfocitaria facilitando el 

encuentro antigénico. Dichos clones mediarán funciones efectoras potenciando 

la respuesta inmunológica. Algunas células derivadas de esta expansión clonal 

se diferenciarán a células de memoria, lo cual permitirá montar una respuesta 

más rápida y vigorosa ante una reexposición al mismo antígeno, lo que se 

denomina memoria inmunológica (Folds, 2008; Fainboim y Geffner, 2005).  

 

El término adaptativa con el que se refiere a este tipo de respuesta surge 

porque la misma tiene una actividad dinámica. Dicha respuesta adaptativa 

puede dividirse virtualmente en dos tipos mutuamente interactivos: la inmunidad 

humoral y la celular según sea mediada por anticuerpos (Acs) o por acciones 

ejercidas por las células T (cooperación, producción de citoquinas y citoxicidad) 

respectivamente. Si bien se trata de una división reduccionista, es, en general, 

el resultado funcional de la respuesta inmune adquirida la cual puede 

diferenciarse en distintas subpoblaciones celulares (Coico [a] y Sunshine, 2009). 

 

 

1.2.3. Respuesta inmunológica 
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1.2.3.1. Subpoblaciones celulares 

Las diferentes poblaciones leucocitarias se caracterizan fenotípicamente a partir 

de sus Ags de superficie. La inmunofenotipificación de estas subpoblaciones se 

realiza por medio de determinados paneles de Acs monoclonales que 

reconocen Ags de superficie característicos denominados por ello cluster de 

diferenciación (CD).  

Los LB se caracterizan por los marcadores de superficie CD19 y CD21. En el 

caso de los LT, el marcador general es CD3, y se coexpresan con otros 

marcadores que permiten distinguir diferentes subpoblaciones. Una de ellas 

presenta el marcador CD4 y corresponde a los LT colaboradores o helper (Th), 

fundamentales para activar tanto respuestas efectoras como humorales ya que 

interactúan tanto con LB como con otros LT para inducir una respuesta inmune 

eficiente.   

La otra subpoblación expresa en su membrana moléculas CD8 y corresponde a 

células que presentan actividad predominantemente citotóxica necesaria para la 

eliminación de virus y tumores por lo cual se denominan LT citotóxicos (Tc) 

(Chaplin, 2010). Describiremos la funcionalidad de estos tipos celulares en 

detalle más adelante. Daremos una breve descripción de cada uno de estos 

tipos de respuestas haciendo mención a la interrelación dinámica entre las 

mismas.  

Primeramente, haremos una reseña de los eventos que llevan a la activación de 

las células de la inmunidad humoral, su expansión clonal, su diferenciación a 

células secretoras de anticuerpos y la generación de células B de memoria. 

 

1.2.3.2. Respuesta inmune humoral 

La respuesta inmune humoral es mediada por los LB que al activarse proliferan 

y se diferencian a células plasmáticas secretoras de Acs. La mayoría de las 

células B (particularmente las llamadas B2) dependen de la colaboración de las 

células T CD4+ para activarse y por ese motivo a estas respuestas se las 

denomina T-dependientes. Los Ags que disparan estas respuestas se unen a 
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los BCR, son internalizados y procesados en pequeños péptidos en la célula B y 

luego son presentados en la superficie celular unidos a moléculas del CMH de 

clase II (Delves y Roitt, 2000). 

 Las células T CD4+ circundantes cuyos TCR reconocen a estos 

complejos Ag-CMH-II expresados por las células B (llamadas células T helper 

foliculares o THF), establecen con las mismas la sinapsis inmunológica, la cual 

es estabilizada por moléculas coestimuladoras como el ligando de CD40 

(CD40L) del THF que interactúa con el CD40 expresado en el LB. La señal 

generada conduce a la iniciación de los procesos de hipermutación somática y 

del cambio (switch) de clase de inmunoglobulinas (Igs). La colaboración también 

es provista por citoquinas, como IL-2 e IL-21, liberadas por las células T 

colaboradoras o helper. Una vez activado el LB comienza a dividirse generando 

células plasmáticas que liberan millones de copias del Ac con especificidad para 

ese Ag. Como ya hemos mencionado, ciertos LB activados se diferencian a 

células de memoria. Estos se dividen rápidamente al entrar en contacto de 

nuevo con el Ag permitiendo que el agente agresor sea destruido en forma más 

rápida y eficiente (Chaplin, 2010).  

 
Existen además, Ags capaces de activar a las células B sin la asistencia de las 

células T, respuestas designadas como T-independientes. Los Ags T 

independientes son homopolímeros: moléculas grandes con determinantes 

antigénicos repetidos como polisacáridos. Estos se unen con gran avidez a las 

células B (particularmente a aquellas denominadas B1 y BZM, dependiendo de 

su localización en compartimientos pleurales y peritoneales o en el bazo) y 

gatillan una serie de señales que llevan a su activación sin la necesidad de 

señales colaboradoras de linfocitos THF CD4+. Los Ags T independientes no 

inducen la formación de centros germinales y no son capaces de inducir la 

generación de células B de memoria o la hipermutación somática que resulta en 

la producción de Acs de elevada afinidad (Delves y Roitt, 2000; Paul, 2003). 

 

 

1.2.3.3. Respuesta inmune celular 
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La respuesta inmune de tipo celular cumple una importante función actuando 

principalmente frente a bacterias intracelulares y virus, así como también 

limitando la aparición y el desarrollo de tumores. Este tipo de respuesta es 

compleja dada la gran variedad de actores celulares implicados. Las células 

efectoras cruciales son los LT que representan el 60-70% de los linfocitos 

periféricos y que se encuentran ubicados en las regiones paracorticales de los 

ganglios linfáticos y periarteriolares del bazo.  

Los LT se activan a través de su TCR por interacción con CPAs. Las células 

dendríticas (CDs) son las CPAs más potentes especializadas en la iniciación de 

las respuestas inmunes adaptativas por dirigir la activación y diferenciación de 

células T naïve (Lanzavecchia & Sallusto, 2001). Las CDs pueden capturar los 

Ags en diversos tejidos y migrar hacia los órganos linfáticos secundarios como 

bazo y ganglios linfáticos, para presentar los Ags, procesados y expresados en 

el contexto de las moléculas CMH II, a las células T. La interacción CD-LT 

puede controlar y regular la activación de las células T, la polarización del 

fenotipo efector y la inducción de tolerancia inmunológica (Friedl y col., 2005). 

Los componentes de importancia funcional de la sinapsis CD-LT involucran 

moléculas solubles, receptores y ligandos de membrana expresados en la 

superficie de ambos tipos celulares e incluyen:  

- La interacción TCR/pMHC, que determina la especificidad de la activación e 

induce la señalización intracelular necesaria para que dicha activación tenga 

lugar. 

- Las moléculas coestimuladoras, CD80 y CD86, que se inducen en las CDs al 

madurar tras la captura antigénica y contribuyen a la inmunogenicidad de las 

CDs (Zheng y col., 2004). Las moléculas CD80 y CD86 pueden unirse a la 

molécula CD28 expresada en LT, brindando señales coestimulatorias que 

complementan las señalización “gatillada” por el TCR, llevando a la 

activación eficiente de los LT. Precisamente la expresión diferencial de estas 

moléculas coestimulatorias en la superficie de las CDs permite modular la 

naturaleza de las respuestas T, promoviendo ya sea la inmunidad o la 

tolerancia. 

- Las citoquinas, importante sistema de proteínas solubles y sus receptores de 

membrana asociados, a través de las cuales las CDs y LT regulan el 

resultado de la respuesta inmune. Un grupo de citoquinas secretadas por las 
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CDs, al estimular sus receptores expresados en la superficie de las células T 

CD4+, modulan la adquisición de diferentes fenotipos funcionales (Th1, Th2, 

Th17, THF, Th9, Th22, y Treg como se verá más abajo) y consecuentemente, 

definen la naturaleza de la respuesta de inmunidad adaptativa frente un Ag 

particular (Coico [b] y Sunshine, 2009). 

 

Como ya dijimos, los LT que tienen funciones colaboradoras (Th), se identifican 

por ser CD4+ y activarse por antígenos asociados a móleculas del CMH de clase 

II. También nos referimos a la importancia de las citoquinas presentes durante 

la activación de linfocitos Th en la diferenciación de las células Tnaive CD4+ hacia 

un subtipo particular: Th1, THF, Th2, Th17, Th9, Th22 o Treg. Estos subtipos se 

distinguen, a su vez, por los factores solubles que secretan, por su función y, en 

algunos casos, también por la expresión de CD y/o factores de transcripción 

característicos (Figura 1.8).  

En presencia de IL-12 los linfocitos Tnaive CD4+ se diferencian hacia un perfil 

inflamatorio Th1 y secretan citoquinas características y necesarias para ese tipo 

de respuesta. La IL-12 suele ser sintetizada tempranamente en la respuesta 

inmune contra bacterias y virus por las CDs (Zhan y col., 2010). Por su parte, la 

diferenciación hacia un perfil Th2 ocurre en presencia de IL-4. Aún no se ha 

identificado qué tipo celular produce inicialmente esta citoquina, pero diferentes 

estudios mostraron que entre los posibles candidatos están los mastocitos, las 

células NKT y otras células CD4+ activadas (Oh y col., 2007; Coico [b] y 

Sunshine, 2009). A su vez, la IL-21 es crítica para la gestación y amplificación 

de una respuesta THF.  

El perfil de citoquinas secretadas por los linfocitos Th polariza la inmunidad 

hacia una respuesta predominantemente inflamatoria o bien hacia otra 

preponderantemente humoral. Dichas respuestas son antagónicas entre sí, 

creando una especie de regulación cruzada muy particular, porque las 

citoquinas que favorecen la inmunidad humoral inhiben las acciones de las 

citoquinas que ayudan a la inmunidad celular y viceversa.   
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Los linfocitos Th1 inducen la respuesta inmune celular fundamentalmente hacia 

patógenos intracelulares y se caracterizan por expresar selectivamente el factor 

de transcripción T-bet que activa los programas genéticos y epigenéticos 

característicos de un perfil Th1 y al mismo tiempo inhibe los característicos de 

otras respuestas como Th2, THF y Th17. Estas células liberan IFN-ɣ, que es el 

principal activador de macrófagos, células Tc y NK y producen IL-2 como factor 

autócrino de proliferación de LT (Szabo y col., 2000). En tanto la respuesta 

inmune humoral es inducida por linfocitos THF, cuya citoquina característica es 

la  IL-21 (Coico [b] y Sunshine, 2009), y se caracterizan por expresar el factor de 

transcripción Bcl-6.   

 

 

Figura 1.8: Diferenciacion de linfocitos Th 

Resumen de los distintos tipos de Th, sus factores de transcripción característicos, las 
citoquinas en presencia de las cuales se desarrollan y sus productos. Adaptado de Russ y 
col., 2013. 
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Según estudios realizados en ratones, las células Th17 requerirían para su 

diferenciación de la presencia de TGF-β, IL-6 e IL-23, citoquinas producidas por 

varias células de la inmunidad innata. A su vez, estas células producen la 

citoquina pro-inflamatoria IL-17 lo cual les confiere un rol fundamental en los 

procesos inflamatorios, pero también en la inmunidad contra bacterias 

extracelulares y hongos y en la activación de neutrófilos (Zhu y Paul, 2008 y 

2010). 

 Por su parte, las células T regulatorias (Tregs) se desarrollan a partir de LT 

naïve en presencia de TGF-β e IL-2. Los linfocitos Treg CD4+ CD25+ FoxP3+ que 

se generan en los corpúsculos de Hassal del timo son conocidos como células 

Tregs naturales. A su vez estas células pueden diferenciarse en la periferia, en 

cuyo caso se llaman Treg inducibles (iTregs). Las mismas tienen acción supresora 

al interactuar con otras células y producen ambientes supresores mediante la 

secreción de TGF-β y IL-10. Existe una variedad de LT reguladores que no 

expresan FoxP3 y son generados en presencia de IL-27, son los Tr1, que 

producen IL-10. Otros, abundantes en mucosas, son conocidos como Th3 y 

secretan TGF-β. Su acción supresora limita las respuestas de células Th1 y Th2 

de manera no específica (Zhu y Paul, 2008; Coico [b] y Sunshine, 2009). 

 
Por otra parte, dentro de las células efectoras participantes de la inmunidad 

celular se posicionan los linfocitos Tc, que, como ya describimos, expresan la 

glicoproteína CD8 y se activan en contexto de Ags asociados a moléculas del 

CMH de clase I. Los linfocitos Tc desempeñan una función de vigilancia 

reconociendo y destruyendo las células que muestren un potencial daño y que 

expresen péptidos derivados de proteínas celulares mutantes o de proteínas de 

virus que se estén duplicando en su interior. Una vez activas producen 

perforinas, granzimas, esterasas de serinas e IFN-γ o TNF-α, que llevan a la 

destrucción de la célula infectada por virus o de la célula tumoral (Mitra y col., 

2003).   
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1.2.4. Inmuno-regulación  

1.2.4.1. Tolerancia inmunológica 

Hemos repasado sobre la efectividad e intensidad de las respuestas que monta 

el sistema inmune contra los antígenos específicos. Cabe por lo tanto esperar 

que dicho sistema posea también mecanismos homeostáticos para mantener un 

control preciso, donde se permita desencadenar una respuesta cuando sea 

necesaria pero evitando que tales respuestas sean exacerbadas y finalmente 

perjudiciales para el organismo.  

 

Así, distinguimos dos grupos de sistemas regulatorios, los que incluyen 

mecanismos homeostáticos intrínsecos a la activación celular, así como también 

otros extrínsecos, mediados por células regulatorias supresoras (Jiang y Chess, 

2004). De esta forma es posible encontrar diferentes niveles de regulación entre 

los mecanismos homeostáticos regulatorios intrínsecos a la activación.  

 

El primer nivel es dependiente de la activación clonal inicial del propio TCR por 

los complejos péptido-CMH y está dado por la afinidad del TCR por el Ag. Así, 

hay un umbral de afinidad necesaria para la activación óptima, si el TCR 

interviniente es de muy alta afinidad puede inducir caminos apoptóticos que 

llevan a la muerte celular inducida por activación (Lenardo y col., 1999; Saibil y 

col., 2007). El segundo nivel está relacionado con el rol homeostático de las 

moléculas co-estimulatorias. Recordemos que además de la señal inducida por 

el TCR las células T requieren de una segunda señal proporcionada por 

moléculas co-estimulatorias como CD80 y CD86. La interacción entre moléculas 

presentes en la membrana de la CPA con ligandos del LT es importante para 

decidir si el mismo responde o no al Ag presentado, la polarización del tipo de 

respuesta de dicho LT y su progenie clonal (St. Clair y col., 2007). Así, el tercer 

nivel estaría dado por la diferenciación de células T CD4+ en subpoblaciones 

que expresan diferentes perfiles de citoquinas. La diferenciación en Th1 o Th2 

se determina en la sinapsis inmunitaria en función de las citoquinas que están 

presentes, las que funcionan como terceras señales durante el proceso de 

activación. Recordemos que las células Th1, producen principalmente IFN-ɣe 
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IL-2 para promover la inmunidad dirigida contra los patógenos intracelulares, 

mientras que las células Th2 generan IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 que conducen 

hacia las respuestas alérgicas y las células THF generan IL-21 crítica para 

respuestas de Acs.  

 

Una de las subpoblaciones más interesantes en cuanto a su naturaleza 

tolerogénica es representada por las células T regulatorias CD4+CD25+ (Tregs). 

Los linfocitos Tregs fueron identificados por Sakaguchi y col. (1995) como un 

subtipo natural de linfocitos T CD4+ (aproximadamente 5-10 % de los LT 

presentes en sangre periférica) que expresan constitutivamente la molécula 

CD25 (receptor inducible para IL-2) y que suprimen respuestas de LT efectores 

(CD4+ y CD8+) in vivo. Se ha propuesto al factor de transcripción forkhead box 

P3 (FoxP3) como un marcador intracelular confiable de estas células. En 

pacientes con diferentes tipos de tumores, entre los que se destacan los de 

pulmón, páncreas, mama, ovario y piel, se encontró un número incrementado de 

células Tregs CD4+CD25+FoxP3+ tanto en circulación como en infiltrados peri- e 

intratumorales (Rabinovich y col., 2007). Se conocen diferentes mecanismos a 

través de los cuales las células Treg median su actividad inmunosupresora 

(Mougiakakos y col., 2010). El primer mecanismo descripto fue la 

inmunosupresión mediada por el contacto célula-célula. Las Tregs interactúan 

con células T efectoras y NK a través de la presencia de TGF-β de membrana. 

Mediante otros factores de membrana también interactúan con CPAs, lo que 

lleva a la atenuación de la co-estimulación y la presentación antigénica y al 

aumento de la actividad de indoleamina 2,3 dioxigenasa (IDO), que tiene un 

impacto negativo sobre las células T. Las Tregs también secretan factores 

solubles como galectina-1 (Gal-1) y prostanglandina E2 (PGE2), que suprimen 

la actividad de células T efectoras y NK, o factores como perforinas y 

granzimas, que inducen la muerte celular de las mismas. Sobre la superficie 

celular, las Tregs presentan ectoenzimas (CD39, CD73), que median la 

metabolización del ATP a adenosina, un potencial supresor de células T 

(Antonioli y col., 2013). Adicionalmente, la actividad de CPAs también es 

inhibida por factores solubles secretados por Tregs, como IL-10 y TGF-β soluble 

(André y col., 2009). 
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Por otro lado se ha visto que células Tnaive en la periferia, por estimulación de 

bajas dosis de Ag o por estimulación de citoquinas inmunosupresoras, pueden 

orientarse hacia un perfil inmunosupresor originando una subpoblación de Treg 

llamadas inducibles, que al igual que las naturales expresan el factor de 

transcripción FoxP3 (Apostolou y von Boehmer, 2004; Kretschmer y col., 2005; 

Wei y col., 2007). Estas células participan en el mantenimiento de la tolerancia a 

componentes propios (con la consiguiente prevención de enfermedades 

autoinmunes), la regulación de la respuesta a patógenos microbianos, la 

capacidad de prevenir el rechazo del transplante, el mantenimiento de la 

tolerancia gastrointestinal y la tolerancia materna a Ags fetales 

semialogeneicos. 

 

1.2.4.2. Tolerancia inmunológica mediada por galectinas 

Las galectinas son proteínas solubles que actúan en el espacio extracelular   

interactuando con distintos tipos de ligandos glicosilados que se expresan en 

diferentes compartimientos celulares (Rabinovich y Toscano, 2009). De forma 

llamativa las galectinas no se secretan por una vía clásica ni poseen péptido 

señal, siendo la mayoría externalizadas a través de un mecanismo no clásico 

aún poco conocido. Dichas lectinas también participan a nivel intracelular 

modulando el comportamiento y el destino celular (Liu y col., 2012).  

Hasta la fecha la familia de las galectinas se compone de un total de 15 

proteínas altamente conservadas a través del reino animal (Gray y col., 2004). 

En general se encuentran distribuidas en la mayoría de los tejidos (Yang y col., 

2008), aunque ciertas galectinas son específicas de determinados tejidos y 

órganos. En particular diversas galectinas son expresadas en células del 

sistema inmunológico (Kopcow y col., 2008; Rabinovich y Toscano, 2009). 

Estructuralmente las galectinas contienen un domino de unión (reconocimiento) 

a carbohidratos (en ingles DRC), que en general suele ser único. Ciertas 

galectinas (Gal-5, -7, -10) (Camby y col., 2006) son biológicamente activas 

como monómeros mientras que otras requieren una estructura de homodímero 

para funcionar (Gal-1, -2, -11, -13, -14 y -15). Una clasificación clásica basada 
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en la arquitectura de la molécula engloba a estas galectinas como el grupo de 

“Galectinas Proto-tipo”. Otro grupo es definido porque contienen 2 diferentes 

DRC unidos por un péptido corto, llamadas “Galectinas con repeticiones en 

tándem” y finalmente se describió un tercer grupo que incluye a las Galectinas 

tipo quimeras en el que, hasta ahora, se encuentra únicamente la Gal-3, la cual 

contiene un DRC fusionado a un dominio no-lectina y que puede formar 

complejos con otros monómeros de este grupo hasta formar un pentámero. 

Las Galectinas se unen a múltiples glicoconjugados que contengan el terminal 

N-acetil-lactosamina (LacNAc) en glicanos unidos a través de ramificaciones de 

tipo N u O (Baum y col.,  1995; Perillo y col., 1995). Así, una de las 

características más interesantes de estas moléculas es su interacción con 

receptores preferenciales (no específicos), la cual depende del tipo de 

glicosilación y de la conformación proteica del receptor en cuestión.  

 

La Gal-1, un miembro de esta familia formado por dos monómeros de 14.5 kDa, 

posee 6 residuos de cisteínas, por lo cual requiere de un ambiente reductor para 

mantener su estabilidad y de este modo ejercer su actividad biológica (Cho y 

Cummings, 1995). Gal-1 es una molécula pleiotrópica cuyas funciones varían 

desde la inducción de apoptosis de LT activados Th1 y Th17, la modulación de 

la capacidad tolerogénica de CDs, el potencial inmunosupresor de Tregs y la 

capacidad de polarizar macrófagos hacia un perfil M2. Estas actividades 

celulares le permiten crear microambientes inmunosupresores que impactan 

sobre el privilegio inmunológico en el embarazo, la resolución de la respuesta 

inflamatoria y el escape tumoral (Dias-Baruffi y col., 2003; Garin y col., 2007; 

Ilarregui y col., 2009; Rubinstein y col., 2004). Por otro lado Gal-1 ejerce efectos 

independientes del sistema inmune como la inducción de angiogénesis, 

diferenciación, adhesion celular, etc (Woynarowska y col., 1994; Thijssen y col., 

2006; Gaudet y col., 2005; Croci y col., 2014). Se sabe que Gal-1 en el espacio 

intracelular se encuentra en estado monomérico y modula funciones celulares 

como el crecimiento celular (Paz y col., 2001). Sin embargo la actividad de tipo 

lectina depende fundamentalmente de interacciones con β-galactósidos que 

encuentra frecuentemente en el espacio extracelular (aunque también se han 

descripto interacciones proteína-glicano en el compartimiento intracelular). Gal-1 
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al ser secretada dimeriza espontáneamente y actúa tanto de forma autocrina 

como paracrina (Earl y col., 2011).  

Complejizando aún más el panorama, sabemos que los glicanos son 

componentes de estructuras que decoran las membranas celulares y pueden 

ser modificados por la acción de glicosiltransferasas y glicosidasas, que son 

enzimas capaces de remodelar el glicoma generando de este modo ligandos 

para galectinas. 

 

Se ha demostrado que Galectina-1 se expresa en forma incrementada en 

células T y B activadas, macrófagos inflamatorios, CDs tolerogénicas y Tregs 

CD4+ CD25+. Diferentes factores intrínsecos y extrínsecos controlan la actividad 

biológica de las galectinas incluyendo el estado de oligomerización, su 

estabilidad en ambientes oxidativos o reductores y el remodelado activo de N- u 

O-glicanos en células blanco (Rabinovich y Toscano, 2009). 

 

Desde el punto de vista funcional, las interacciones entre lectinas y glicanos 

juegan un rol fundamental en el control de programas inflamatorios o 

tolerogénicos mediados por CPAs. Gal-1, al unirse a glicanos conteniendo 

residuos de poliLacNAc en CDs positivas para CD43, inicia un circuito 

tolerogénico que promueve la secreción de IL-27, la cual a su vez genera la 

expansión de células Tr1 productoras de IL-10. Este mecanismo, que suele 

ocurrir en patologías autoinmunes y cáncer, se ha verificado en modelos 

animales utilizando ratones deficientes en los genes que codifican para Gal-1 

(LGALS1) e IL-10. A su vez, CDs provenientes de animales deficientes en Gal-1 

mostraron ser más inmunogénicas que CDs wild-type y fueron capaces de 

generar un perfil pro-inflamatorio capaz de desviar la respuesta hacia un patrón  

Th1 y Th17 (Ilarregui y col., 2009; Mobergslien y Sioud, 2012). Es más, ratones 

deficientes en Gal-9 o Gal-1 mostraron una gran susceptibilidad a desarrollar 

inflamación crónica y enfermedades autoinmunes, un incremento en la 

frecuencia de linfocitos Th1 y Th17 y mayor tráfico de células T hacia tejidos 

inflamados en comparación con sus controles wild-type (Toscano y col., 2007; 

Seki y col., 2008; Norling y col., 2008).  
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Se ha observado que subpoblaciones de Tregs incluyendo las Tregs Foxp3+, Tr1 y 

Th3 promueven su acción supresora a través de mecanismos de interacción 

célula-célula o liberando citoquinas inmunosupresoras (Bluestone y col., 2010). 

De hecho células Tregs CD4+ CD25+ expresan niveles incrementados de Gal-1, 

Gal-9 y Gal-10 lo cual contribuye a su función supresora (Garín y col., 2007; 

Kubach y col., 2007; Wang y col., 2009). Además se ha observado que Gal-1 y 

Gal-9 contribuyen a la expansión de Tregs in vivo, mientras que Gal-3 muestra el 

efecto opuesto (Toscano y col., 2006; Seki y col., 2008; Jiang y col., 2009; 

Dalotto Moreno y col., 2013). Aún más, se ha observado que la administración 

de Gal-1 o Gal-9 en enfermedades autoinmunes resultó en supresión de 

manifestaciones inflamatorias a través de mecanismos que involucraron 

depleción selectiva de poblaciones Th1 y Th17, una desviación de citoquinas 

hacia un perfil Th2, expansión de células Tregs e inducción de CDs tolerogénicas 

(Rabinovich y Toscano, 2009).  

En resumen, el sistema inmunológico ha evolucionado para proteger a los 

organismos de una enorme variedad de agentes patogénicos, pero evitando 

aquellas respuestas perjudiciales contra componentes propios. Para evitar el 

ataque autoinmune directo y el daño colateral que pueden ocasionar los 

potentes mecanismos de protección inmune inducidos para la erradicación de 

agentes patógenos, existe una precisa y estricta combinación de mecanismos 

autorregulatorios que contribuyen al delicado equilibrio que lleva al 

funcionamiento normal y adecuado del SI.  

Además de estos mecanismos autorregulatorios, el SI está influenciado por el 

sistema neuroendócrino. Existe entre ambos un verdadero circuito de control 

que comprende distintos niveles: el cerebro, la hipófisis, el sistema nervioso 

periférico y las células que participan en las respuestas inmunológicas (Mc 

Cann, 1998; Melmed, 2001). Dicha interacción, en la que intervienen receptores 

celulares y sus señales de transducción, es bidireccional y estaría involucrada 

en el mantenimiento de la homeostasis inmunológica y fisiológica.  
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1.3. CONTROL NEUROENDÓCRINO DE LA RESPUESTA INMUNE 

1.3.1. Regulación recíproca entre el sistema inmune y el neuroendocrino 

Tradicionalmente el estudio de la regulación del SI ha hecho énfasis, casi 

exclusivamente, en los factores celulares y moleculares que forman parte del 

mismo y que tienen la capacidad de modular su función. Sin embargo, existen 

actualmente sobradas evidencias que valorizan la participación de otros factores 

extra inmunitarios, incluyendo hormonas, neuropéptidos y neurotransmisores. 

Es decir que moléculas derivadas del SN y del SE pueden actuar como 

moduladores del correcto funcionamiento del SI a todos sus niveles. Este 

sistema de modulación cumple un rol fundamental en la determinación de la 

susceptibilidad y resistencia a diversas enfermedades infecciosas. También 

participa en la definición del curso, severidad y expresión de un amplio rango de 

enfermedades, entre ellas las de carácter inflamatorio, autoinmune, alérgico y 

tumoral donde una adecuada regulación de la respuesta inmune es esencial 

(Sternberg y Webster, 2003). A su vez, varios estudios han demostrado que las 

células del SI, y principalmente las células T CD4+, contribuyen al desarrollo y 

regulación de diversos procesos del SN, tales como el aprendizaje y la memoria 

o han demostrado la participación clave de respuestas mediadas por células T 

en el desarrollo y progresión de enfermedades neurodegenerativas y otros 

escenarios patológicos (Sternberg y Webster, 2003; Derecki y col., 2010; 

Reynolds y col., 2010).  

 La interdependencia entre el SI y el sistema nervioso central (SNC) 

involucra la intervención de factores comunes. Así por ejemplo, las citoquinas 

actúan tanto en el cerebro como en el SI. Estos ligandos compartidos son 

utilizados como un lenguaje químico común y para comunicarse con el SE, que 

a su vez aporta hormonas capaces de conectarse tanto con el cerebro como a 

nivel inmunológico (Haddad y Mashaly, 2008; Quan, 2014). Los tres sistemas 

interactúan en múltiples niveles que se pueden esquematizar como lo muestra 

la Figura 1.9. Estas interacciones se pueden clasificar en circuitos largos y 

cortos.  
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Figura 1.9: Red de circuitos de interconexión neuro-inmuno-endócrina. 

Los sistemas inmune, endócrino y nervioso pueden interactuar a múltiples niveles. 
Esquemáticamente estas interacciones pueden clasificarse en largas (líneas azules o cortas 
(líneas verdes). También hay interacciones dentro del cerebro (círculo rojo) y las flechas 
ramificadas (de color marrón) representan otras consecuencias homeostáticas de las mismas. 
El funcionamiento de estas interacciones puede ser modificado por estímulos que actúan 
principalmente sobre el sistema inmune o en el cerebro, por ejemplo estímulos psicosociales. El 
resultado de las interacciones inmuno-neuro-endocrinas puede generar modulación inmune y / o 
de comportamiento. Adaptado de Besedovsky y Del Rey, 2007 

 

Los circuitos largos involucran mecanismos inmológicos periféricos y respuestas 

endócrinas bajo el control cerebral. Si bien la actividad del sistema nervioso 

simpático (SNS) está integrada centralmente, la demostración de que las 
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células inmunes y las fibras noradrenérgicas están en íntimo contacto en los 

órganos linfáticos, llevó a proponer a Besedovsky y Del Rey (2007) la existencia 

de circuitos cortos inmunorregulatorios. La mayoría de los órganos linfáticos 

también reciben inervación de esta índole principalmente confinada al 

parénquima. Pueden encontrarse en esta localización péptidos tales como 

sustancia P, neuroquinina A y péptido intestinal vasoactivo, entre otros.  

Además existen circuitos circunscriptos al área cerebral y hay también señales 

homeostáticas que se generan a partir de estas interacciones. La ejecución de 

estas conexiones puede desencadenarse y modificarse a través de estímulos 

que actúen en principio en el SI o bien en el cerebro, como puede ser un factor 

psicosocial. Como consecuencia del funcionamiento de esta red se obtiene la 

modulación de respuestas inmunes y/o del comportamiento (Besedovsky y Del 

Rey, 2007). Adicionalmente se reconoce que la respuesta inmune por sí misma 

puede generar respuestas neuroendocrinas y que productos que derivan de las 

células inmunes pueden mediar estas respuestas, considerándose al SI como 

un órgano sensorial, un receptor capacitado para transmitir información al 

cerebro sobre el entorno externo o interno. Esto permite a su vez que el SE 

contribuya a su modulación para dar el ajuste perfecto a la respuesta inmune 

(Blalock y Smith, 2007; Haddad y Mashaly, 2008).   

Una de las clásicas formas en que se pone de manifiesto el modo en que el SI 

afecta a la función del SN y del SE es a través del llamado “síndrome de la 

enfermedad” que está mediado por citoquinas y caracterizado por malestar 

general, fiebre, fatiga, entumecimiento, sensación de frío, dolores musculares y 

articulares, disminución del apetito, aumento de la somnolencia y de la 

sensibilidad dolorosa. Cualquiera que haya experimentado un episodio de 

infección viral o bacteriana conoce bien la sintomatología de este síndrome. Si 

bien a este proceso de debilitamiento inducido por patógenos, se lo considera 

incómodo y se le resta importancia, tiene una gran implicancia fisiológica. Los 

componentes psicológicos y de comportamiento que acompañan a este 

síndrome, junto con la respuesta de fiebre y los cambios neuroendocrinos 

asociados, representan una estrategia altamente organizada del organismo para 

combatir las infecciones (Sternberg, 2006). Este síndrome es consecuencia de 

los factores solubles producidos por el proceso inflamatorio que acompaña la 
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respuesta inmune dirigida contra el agente infeccioso que lo induce, es decir por 

las citoquinas proinflamatorias, IL-1 (α y β), IL-6 y TNF-, producidas por células 

del sistema inmune innato activadas por PAMPs (McCusker y Kelley, 2013). Las 

señales inmunes que lo ocasionan pueden llegar al SNC por activación directa 

de aferentes de nervios (vago, trigémino), que le “avisan” al cerebro sobre la 

inflamación. Esta activación se produce a través de las citoquinas liberadas por 

las CDs y macrófagos asociados a estos nervios (Goehler y col., 2000; 

Andersson y Tracey 2012). La activación de esta vía lleva a su vez a la 

producción de citoquinas en el SNC por parte de la microglia. Muchos sitios 

relacionados con la respuesta a la infección (por ejemplo, el hipotálamo) tienen 

receptores para citoquinas y para la PGE2.  El mayor tenor de la información 

sensorial que llega al nervio vago es recibido por las neuronas del núcleo del 

tracto solitario (NTS) que coordinan las funciones autónomas e interaccionan 

con el SE (Blalock, 2002; Tracey 2009). Las proyecciones ascendentes del NTS 

alcanzan al hipotálamo a través del NPV, que está involucrado en el 

funcionamiento del eje HPA (Steinman, 2010). Algunas neuronas especializadas 

en el NPV sintetizan la hormona liberadora de corticotropina (CRH) que es 

secretada en el sistema portal venoso e induce la síntesis de la hormona 

adrenocorticotrófica (ACTH) por la hipófisis anterior. La ACTH es la principal 

inductora de la síntesis y de la liberación de los glucocorticoides a través de las 

glándulas adrenales. Las señales inflamatorias o de infección sistémica 

modifican la secreción hormonal activando el eje HPA y aumentando la 

producción de glucocorticoides (Kariagina y col., 2004). Estos ejercen sus 

funciones a través de su unión a sus receptores intracelulares y la posterior 

activación o inactivación de la expresión de genes. En concentraciones 

fisiológicas bajas los glucocorticoides deprimen la inmunidad celular y producen 

un cambio hacia respuestas inmunes de tipo Th2 (Sternberg, 2006). En 

concentraciones altas, tales como las que se producen durante el estrés 

inflamatorio, tienen un efecto antiinflamatorio e inmunosupresor más 

generalizado (Webster y col., 2002; Silverman y Sternberg, 2012). De esta 

forma los individuos activan las rutas neuroendócrinas del eje HPA y del sistema 

nervioso autónomo (SNA) simpático, para controlar la inflamación a través de 

mecanismos inhibitorios que contribuyen a minimizar el daño colateral a las 

células del propio organismo. En aquellas circunstancias en las cuales se 
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percibe una amenaza a la homeostasis del organismo o cuando este equilibrio 

se altera, tal como ocurre por ejemplo con cualquier desafío inmunológico, el 

individuo se encuentra bajo los efectos del estrés. En esta situación se ponen 

en marcha respuestas adaptativas tendientes a recomponer la homeostasis. Un 

resumen de estos mecanismos regulatorios se presenta en la Figura 1.10. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 1.10: Respuestas adaptativas al estrés. 
  
 
Los estímulos estresantes y agentes patógenos favorecen la producción de citoquinas, en 
respuesta a esa noxa. La inmunomodulación central es activada por la ruta colinérgica 
antiinflamatoria, el eje HPA y el SNS. Referencias del gráfico: Ach, acetilcolina; A, adrenalina; 
ACTH, Adrenocorticotrofina; AP, área postrema; DMN, núcleo motor dorsal; GC, 
glucocorticoides; LC, locus coeruleus; NA, noradrenalina; NTS, núcleo del tracto solitario; NPV, 
núcleo paraventricular; RVM, médula rostral ventrolateral; SNS, sistema nervioso simpático. 
Adaptado de Hernández y col., 2007. 

 

Paralelamente, el estrés ha sido asociado con un deterioro de la respuesta 

inmune producido por la activación del SNC, el eje HPA y el SNA, lo que 

conlleva no sólo a la producción de niveles alterados de los inmunomoduladores 
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ACTH y glucocorticoides sino también de catecolaminas. Esta condición puede 

desencadenar varias patologías como consecuencia de las alteraciones 

neuroendocrinas y de la respuesta immune (Reiche y col., 2004; Glaser y 

Kiecolt-Glaser., 2005; Silverman y Sternberg., 2012). El deterioro a nivel 

inmunológico se evidencia por la reducción de la actividad citotóxica, de la 

proliferación linfocitaria T en respuesta a mitógenos (Silberman y col., 2002), por 

alteraciones en la producción de Acs (Silberman y col., 2004) y de citoquinas 

(Merlot y col., 2004) y, en animales portadores de tumor, por alteraciones en la 

respuesta inmune anti-tumoral (Frick y col., 2009).  

 

El eje HPA está regulado a través de la retroalimentación negativa por su 

producto final, los glucocorticoides.  La ACTH también inhibe la síntesis de CRH 

en el NPV. El circuito hipotálamo-hipófisis es regulado por mecanismos 

mediados por neurotransmisores entre los que se encuentran la acetilcolina, las 

catecolaminas, el GABA, la serotonina y la histamina (Locatelli y col., 2010). Por 

otra parte, y como se esquematiza en la Figura 1.11, las citoquinas pueden 

influenciar la producción de esteroides suprarrenales, hecho bien demostrado 

para el TNF-α. Esta citoquina antagoniza el efecto estimulante de la 

corticotrofina, inhibe la esteroidogénesis en general y la producción de cortisol 

en particular, y también la producción adrenal de andrógenos (antiinflamatorios) 

mientras que favorece la de estrógenos (que tienden a estimular la inmunidad 

humoral y deprimir la celular) (Di Comite y col., 2007; Priyanka y ThyagaRajan; 

2013).  
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Figura 1.11: Reseña de los factores involucrados en el diálogo entre los sistemas inmune 
y neuroendócrino.  
 
El control neuroendócrino del SI es ejercido a través del flujo sanguíneo en los tejidos periféricos 
o directamente en los órganos linfoides. control neuroendocrino del SI es ejercido a través de 
las hormonas presentes en el que el flujo sanguíneo que irriga a los tejidos periféricos o por 
neurotransmisores que llegan directamente a través de la innervación de los órganos linfoides. 
Una vez que el SNC detecta a las citoquinas proinflamatorias ejerce a través del hipotálamo un 
control sistémico de este fenómeno inflamatorio. El eje hipotálamo-hipofisario eventualmente 
modula (líneas negras) la liberación no sólo de glucocorticoides por las adrenales, sino de otras 
hormonas involucradas en la regulación de la respuesta inmune como los esteroides sexuales 
(a través de las gónadas, indicado con líneas rojas). El hipotálamo también libera AVP (arginina 
vasopresina). La secreción de catecolaminas por la adrenal está bajo el control de fibras 
colinérgicas. Las fibras adrenérgicas (líneas azules) y colinérgicas (verdes) liberan 
noradrenalina, neuropéptidos y acetilcolina (ACh) en los órganos linfoides o tejidos periféricos. 
Las terminales nerviosas en los tejidos directamente controlan a las células inmunes y 
neuroendócrinas, que luego liberan neurotransmisores (línea de puntos). Terminales nerviosas 
sensibles liberan diferentes neuropéptidos a los tejidos y a la circulación sistémica (línea 
violeta). Adaptado de Di Comite y col., 2007. 
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1.3.2. Interacciones dinámicas entre el eje tiroideo y el sistema inmune. 

Las interacciones entre las hormonas del eje tiroideo y el SI han sido 

principalmente sustentadas por la presencia de TRs en células 

inmunocompetentes y por las alteraciones de la inmunidad frecuentemente 

observadas durante las fluctuaciones fisiológicas o patológicas de las HTs 

(Fabris y col., 1995; Stagi y col., 2005).  

 

La presencia de receptores para hormonas del eje HPT ha sido demostrada en 

células inmunocompetentes y se han descripto efectos directos sobre las 

mismas mediados por las hormonas del mencionado eje neuroendocrino (De 

Vito y col., 2011). Al respecto, se han encontrado receptores de tirotrofina (TSH) 

en células linfoideas, siendo la expresión de los mismos mayor en células NK y 

en monocitos que en linfocitos LT y LB. No obstante la unión de TSH aumenta 

en estos últimos cuando se los estimula con Staphylococcus aureus, pero no así 

en las células T estimuladas con fitohemaglutinina (PHA) (Coutelier y col., 

1990). Además, se ha descripto la presencia del ARN mensajero para TR1 en 

linfocitos humanos en niveles semejantes a los encontrados en tejido tiroideo 

normal, sin registro de regulación positiva de los mismos en el hipotiroidismo, 

pero sí con una tendencia a la regulación negativa en el hipertiroidismo (Meier- 

Heusler y col., 1995). El TR ha sido caracterizado en linfocitos humanos 

normales (Jaffiol y col., 1990) y en núcleos de células tumorales de la línea de 

leucemia murina L1210, cuya tasa de proliferación y de fosforilación de 

proteínas aumenta en presencia de T3 (Brtko y col., 1992). Asimismo nuestro 

grupo demostró la presencia del TR1 tanto en células T normales como 

tumorales humanas (Cayrol y col., 2015). En concordancia con estos resultados, 

existen evidencias que indican que las HTs pueden alterar la reactividad 

linfocitaria, aunque la dirección y magnitud de la alteración dependería de la 

hormona tiroidea que se encuentre frente a las células respondedoras, de su 

concentración y de la especie portadora de células linfoides (Balazs y col., 1980; 

Keast y Taylor, 1982; Ong y col., 1986). Además, en todos estos estudios, los 

mecanismos subyacentes a los efectos de las HTs han sido poco evaluados. De 

este modo, se ha demostrado que la proliferación de linfocitos, tanto de sangre 

periférica humana (Balazs y col., 1980), como aquéllos purificados de órganos 
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linfáticos murinos (Keast y Taylor, 1982; Barreiro Arcos y col., 2006) aumenta en 

presencia de T3 y T4 de manera dosis-dependiente. Efectos similares se han 

observado con T4 en cultivos de linfocitos de sangre periférica de conejo 

estimulados con PHA o concanavalina A (Con A)  (Ong y col., 1986). También 

se ha descripto que el crecimiento de células mononucleares de sangre 

periférica en respuesta a PHA es estimulado en presencia de T3 (Bloehr y col., 

1992) y se ha demostrado que cuando las células mononucleares de sangre 

periférica humana son cultivadas a largo plazo con T3 aumenta 

significativamente la producción de receptor soluble de IL-2 en respuesta a Con 

A (Nakanishi y col., 1999). Algunos estudios han indicado que la concentración 

de esta hormona en células inmunológicas sería regulada por TSH al igual que 

ocurre en la glándula tiroides (Csaba y Pallinger, 2009). Además, las citoquinas 

liberadas por el SI influyen en gran medida en la regulación del eje HPT 

(Boutzios y Kaltsas, 2015). 

 

Por otra parte y como hemos referido, las fluctuaciones de las HTs pueden 

llevar a alteraciones de la inmunidad. Así, tanto el hipotiroidismo en humanos 

como el inducido en roedores reducen la actividad tímica, efectos que se 

revierten mediante el tratamiento con HTs (Fabris y col., 1995; Barreiro Arcos y 

col., 2010; Genaro y col., 2010; De Vito y col., 2012). Adicionalmente se ha 

demostrado que el hipotiroidismo experimental produce la involución del bazo y 

de los ganglios linfáticos y deprime las respuestas inmunes humoral y celular 

(Chaterjee y Chandel, 1983; Ohashi e Itoh, 1994; Bendyug y col., 2003). Se ha 

descripto en humanos, la disminución en circulación del número de leucocitos, 

de células mononucleares y de linfocitos en sujetos hipotiroideos (Jafarzadeh y 

col., 2010). Adicionalmente se demostró la supresión de la inmunidad mediada 

por células en el hipotiroidismo severo, como así también el restablecimiento de 

la función linfocitaria durante el gradual retorno al estado eutiroideo (Schoenfeld 

y col., 1995). Las consecuencias deletéreas del hipotiroidismo sobre la 

inmunidad incluyen la mayor gravedad de la infección con el virus sincicial 

respiratorio en ratones (Watanabe y col., 2008). Además podría influenciar el 

desarrollo y resolución de enfermedades virales graves y de cuadros de sepsis 

(Ho y col., 2004; Afhami y col., 2007; Golombek, 2008). También se describió 

una deficiencia importante de IgA e IgM séricas en niños con hipotiroidismo 
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congénito y la gravedad de la patología se correlacionó negativamente con los 

niveles circulantes de T4 libre (Stagi, 2005). Resultados previos de nuestro 

laboratorio demostraron claramente que el estado tiroideo regula la inmunidad 

demostrando que el hipotiroidismo lleva a la inmunosupresión frente a diferentes 

desafíos antigénicos. Hasta el momento se ha demostrado que el principal 

componente celular involucrado es la hipofuncionalidad de células T y la 

producción disminuida de citoquinas de tipo Th1 (IFN- e IL-2) (Klecha y col., 

2000, 2005, 2006; Genaro y col., 2010). 

 

Respecto a los efectos del hipertiroidismo sobre las respuestas celular y 

humoral la situación no es tan clara. En este sentido, se ha observado tanto el 

aumento como la reducción de las respuestas primarias de Acs (Fabris y col., 

1995), como así también de la proliferación linfocitaria T o B (Chaterjee y 

Chandel, 1983). Estos resultados contradictorios podrían deberse a que fueron 

obtenidos en distintas especies animales o bien a diferencias en los 

tratamientos hormonales aplicados en estos estudios. Cabe señalar que en la 

mayoría de ellos no se realizó una completa evaluación del eje HPT. Estudios 

realizados en nuestro laboratorio en modelos murinos demostraron que los 

linfocitos B y T de ratones hipertiroideos presentan una mayor proliferación 

inducida por mitógenos o por antígenos en comparación con animales 

eutiroideos, lo cual fue relacionado con un incremento en la señalización 

intracelular, principalmente PKC, implicada en la activación linfocitaria. También 

se detectó en ratones hipertiroideos un incremento en los niveles de citoquinas 

que son cruciales en la activación de células T, principalmente IL-2 e IFN-γ 

luego de una estimulación antígeno específica e IL-6 y TNF-α como resultados 

de un estímulo inflamatorio (Klecha y col., 2000 y 2006). 

 

Evidencias basadas en el análisis del desarrollo y de la función linfocitaria de 

ratones con defectos genéticos en la expresión de HTs o de sus receptores 

sugirieron que estas hormonas no son imprescindibles para el desarrollo de una 

respuesta inmune normal, sino más bien que estarían involucradas en el 

mantenimiento de la homeostasis del SI en respuesta a los cambios del medio 

ambiente o a la inmunosupresión mediada por el estrés (Davis, 1998; Dorshkind 

y Horseman, 2000 y 2001). En efecto, no se encontraron alteraciones 
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importantes en la inmunidad humoral o celular en ratones dwarf con defectos en 

los genes que codifican para varias hormonas anabólicas (incluyendo a las 

tiroideas) o en ratones knock-out hyt/hyt deficientes en HTs (Foster y col., 

2000). Si bien los estudios en estos animales han demostrado que la deficiencia 

hormonal no es incompatible con la vida, varios de los efectos hallados en los 

tejidos periféricos fueron más leves que aquéllos encontrados en el 

hipotiroidismo congénito (Yen, 2001). Más aún estos animales requieren, para 

su óptima crianza de alojamiento en ambientes libres de gérmenes, y se indica 

específicamente, que aquellos estudios en los que se han observado 

modificaciones en la respuesta inmune estarían relacionadas con esta falta de 

cuidado (Foster y col., 2000).  Además, es conocido que el organismo tiene en 

muchos casos mecanismos redundantes que se pueden manifestar ante la 

existencia de defectos genéticos o en aquellos casos en que se anula 

experimentalmente la función de algún gen.   

Sin bien es muy difícil elucidar los efectos de las hormonas tiroideas sobre la 

respuesta inmune en individuos sanos eutiroideos debido a que su regulación 

es dependiente de un conjunto intrincado de interacciones con diversas 

hormonas y factores, un estudio en individuos sanos de edad avanzada sin 

patología tiroidea ha demostrado que la concentración de HTs está asociada 

positivamente con marcadores de inflamación, células NK, expresión de IL-6 en 

monocitos activados, porcentaje de LT de memoria y una aumentada densidad 

de receptores para IL-2 en células T (Hodkinson y col., 2009). Adicionalmente, 

se encontró una asociación negativa entre la concentración de HTs y la 

apoptosis temprana de linfocitos y la relación entre células Tnaive y linfocitos Tc 

(Hodkinson y col., 2009). En ratones envejecidos se observaron resultados 

similares, indicando que las HTs podrían estar involucradas en una reducción 

de la respuesta inmune con la edad, que puede ser revertida por el tratamiento 

con T4 (El-Shaikh y col., 2006). 

Todos estos antecedentes indican que las HTs son capaces de afectar la 

respuesta inmune, lo cual nos ha estimulado a comprender en forma más 

acabada el impacto del sistema tiroideo en la regulación in vivo del SI, y 

profundizar en los mecanismos involucrados en los efectos deletéreos que 

acompañan al hipotiroidismo experimental. 



 

 

2. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
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2.1. HIPÓTESIS DE TRABAJO 

En base a los antecedentes descriptos nos planteamos como hipótesis de 

trabajo que el fenómeno de inmunosupresión que acompaña al estado 

hipotiroideo podría asociarse a los bajos niveles de HTs circulantes y, estaría 

vinculado con la frecuencia y actividad de células Treg productoras de Gal-1. 

Estos mecanismos involucrarían a su vez la regulación del metabolismo y/o de 

los receptores de HTs en células linfocitarias. 

 

2.2. OBJETIVOS 

2.2.1. Objetivos generales 

Para lograr responder a la hipótesis enunciada nos proponemos como objetivo 

general determinar la acción de las distintas hormonas del eje HPT a nivel de la 

activación y distribución de subpoblaciones de células T, con especial referencia 

a las células Treg encargadas de modular negativamente las acciones de los 

otros subtipos linfocitarios. Adicionalmente estudiaremos si modificaciones en 

los receptores nucleares para HTs, en las enzimas encargadas del transporte 

intracelular de HTs o de aquéllas involucradas en la generación de la hormona 

biológicamente activa T3, cumplen algún papel en los efectos inmunológicos 

inducidos durante el estado de hipotiroidismo experimental.  

Para cumplir este objetivo general planteamos los objetivos específicos que se 

detallan a continuación. 

2.2.2. Objetivos específicos  

1. Estudiar el efecto directo de las hormonas circulantes del eje HPT sobre 

células linfoides: 

a. Análisis de la expresión de receptores para HTs y TSH. 

b. Evaluación in vitro del efecto del tratamiento con T3, T4 y TSH sobre 

linfocitos T. 
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2. Confirmar el impacto del hipotiroidismo experimental analizando el efecto del 

tratamiento con PTU temporalmente:  

a. Estudio de los cambios inducidos en los niveles hormonales de HTs y 

TSH. 

b. Estudio de los cambios morfológicos en los órganos linfoides, 

c. Análisis de la reversión de los efectos observados por tratamiento in vivo 

con  T3. 

 

3. Evaluar el metabolismo de HTs en células linfoides de animales normales e 

hipotiroideos: 

a. Análisis de la expresión y actividad de transportadores  

b. Determinación de la expresión y actividad de deiodinasas.  

 

4. Analizar las respuestas proliferativas de células T en animales eu-, 

hipotiroideos y aquéllos en los que se haya revertido el estado hipotiroideo 

por administración de T3. 

 

5. Estudiar la influencia de los distintos componentes del eje tiroideo sobre la 

funcionalidad de linfocitos T. 

a. Evaluación completa del eje tiroideo en animales eu-, hipotiroideos y en 

animales transgénicos que sobreexpresan el gen de TRH (Tg-TRH+). 

b. Estudio de la funcionalidad de células T y la distribución de 

subpoblaciones linfocitarias en ratones Tg-TRH+ en comparación con 

animales wild type (Wt) eu- e hipotiroideos.   

c. Determinación de la distribución de poblaciones y subtipos linfocitarios 

analizando comparativamente la frecuencia y actividad de células Treg  

 

6. Analizar si los mecanismos inmunosupresores asociados al estado 

hipotiroideo son dependientes de la expresión de Gal-1 evaluando la 

reactividad linfocitaria y la proporción y funcionalidad de células Treg en 

ratones deficientes en Gal-1 (Lgals1-/-) eu- o hipotiroideos en comparación 

con los WT con los mismos estados tiroideos.  

 



 

 
 

3. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



MATERIALES Y MÉTODOS 

63 
 

3.1. CULTIVOS CELULARES 

3.1.1. Suspensiones celulares y condiciones de cultivo. 

Los bazos ó ganglios de los animales de los distintos grupos fueron procesados 

para la obtención aséptica de suspensiones celulares de órganos linfáticos. Las 

mismas fueron purificadas por técnicas convencionales. Brevemente, los 

órganos linfáticos fueron removidos, disgregados a través de una malla de metal 

de 1 mm y filtrados por un poro de 40 um. Las células fueron lavadas y 

resuspendidas en RPMI 1640 (GIBCO-Life Technologies, Grand Island, NY, 

USA) suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB), 2 mM de glutamina y 

100μg/ml de estreptomicina (Invitrogen, Carlsbad, California, USA). En el caso 

de las suspensiones de células provenientes de bazo, éstas fueron previamente 

incubadas durante 5 minutos en hielo con un buffer conteniendo NH4Cl 0,15 M, 

KHCO3 1 mM y EDTA 0,1 mM para lisar los glóbulos rojos, y posteriormente 

centrifugadas. Las células fueron luego contadas con la coloración de exclusión 

Azul Tripan que permite calcular la viabilidad celular, la cual siempre superó el 

95%. 

 

Para la obtención de poblaciones enriquecidas en células T, se utilizó el kit de 

selección positiva CD90.2 Microbeads (Miltenyi Biotech) y se siguió el protocolo 

indicado por la compañía. Brevemente, las suspensiones celulares provenientes 

de ganglios fueron incubadas con Acs anti-CD90+ acoplados a perlas 

magnéticas por 15 minutos a 4ºC y posteriormente procesadas en una columna 

MS dispuesta en el soporte magnético, quedando retenidas en la misma las 

células de interés. Dichas células fueron posteriormente eluídas de la columna, 

obteniéndose una suspensión de células T con una pureza mayor al 97%, 

estimada por inmunofluorescencia con Acs anti-CD3 (Sigma Aldrich). La 

viabilidad celular fue estimada mediante el colorante de exclusión Azul Tripan. 

Las células purificadas fueron luego centrifugadas a 400g durante 5 minutos y el 

pellet obtenido fue congelado a -20ºC, para realizar posteriormente la extracción 

de proteínas, o resuspendido en Tri Reagent (Molecular Research Center, 

Cincinnati, Ohio, USA) para la posterior extracción de ARN.   

 

 



MATERIALES Y MÉTODOS 

64 
 

3.1.2. Cultivos de linfocitos 

Para los ensayos de evaluación de la acción de hormonas del eje sobre 

linfocitos T, suspensiones celulares de bazos ó ganglios provenientes de 

animales eutiroideos (1x106 células/ml) fueron cultivadas en presencia o 

ausencia de T3 (SIGMA-Aldrich St. Louis, MO, USA), T4 (SIGMA-Aldrich St. 

Louis, MO, USA) o TSH y estimulados con el mitógeno T  Con A (2 μg/ml, 

Sigma Aldrich) en medio RPMI 1640 suplementado como fue indicado 

anteriormente. Las concentraciones hormonales agregadas en estos cultivos 

fueron T3 10-7M, T4 10-6M y TSH 10-8M que corresponden a las 

concentraciones fisiológicas. 

El efecto ejercido por la adición de TSH al cultivo fue contrarrestado por el 

agregado simultáneo de un Ac anti-TSH murina (Schatz y col., 1986). El Ac anti 

TSH (AFP98991) fue agregado en una dilución 1:100. AFP98991 es un 

antisuero de cobayo anti-TSH murina en suero normal de cobayo en solución 

fosfato salina (PBS), provisto liofilizado para reconstituir a 1 ml. Ka 1x1010 a 

2x1010 M-1. Reactivo provisto por el Dr. Parlow (National Hormone and Pituitary 

Program, NIH, USA)  

 

En ensayos en los que se utilizaron suspensiones celulares provenientes de 

ganglios de animales con diferentes estados tiroideos, las células de cada uno 

de los animales fueron sembradas en placas de 96 pocillos en una 

concentración de 1x106 células/ml y estimuladas con Con A tal como se ha 

descrito previamente. Paralelamente, dichos cultivos fueron estimulados 

mediante el agregado de anticuerpos. Para ello, 100ul de cada suspensión 

celular de 1x106 linfocitos/ml fueron sembrados en placas de 96 pocillos con 

fondo en U que habían sido previamente recubiertos con un anticuerpo anti-CD3 

(eBioscience) en una concentración de 5ug/ml en 40ul de PBS por 2hs a 37°C 

en cámara húmeda. Finalmente se agregó a la suspensión celular el anticuerpo 

anti-CD28 (eBioscience) a una concentración final de 1ug/ml. Las placas fueron 

incubadas en una estufa humidificada y con 5% de CO2 a 37°C durante 72 

horas.  
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3.1.3. Ensayos de proliferación 

La proliferación celular fue evaluada mediante la detección de incorporación de 

timidina tritiada. Para ello, a cultivos de células en microplacas de 96 pocillos se 

les agregó 0.75 uCi/pocillo de [3H]-Timidina (NEN, 20 Ci/mmol), 16 hs previas a 

la finalización del tiempo de incubación. Las células fueron cosechadas a los 

tiempos indicados (2, 3 o 5 días) utilizando un cosechador Micro96 Harvester 

(Molecular Devices) y la radioactividad incorporada al ADN retenida en los filtros 

fue cuantificada en un contador de centelleo líquido (Perkin Elmer) (Cazaux y 

col., 1995). Los resultados fueron expresados en cpm (cuentas por minuto) o 

como índice de estimulación (IE), que se define como el cociente entre las dpm 

de los cultivos experimentales sobre las dpm basales. 

 

3.2. OBTENCIÓN DEL MODELO EXPERIMENTAL IN VIVO. 

Para la realización de esta Tesis hemos utilizado 3 cepas de ratones: 

 Ratones C57Bl/6J (C57, wild-type) (H-2b) hembras de 6-8 semanas de 

edad. Estos animales fueron criados y mantenidos en el Instituto de 

Investigaciones Biomédicas (BIOMED)-UCA-CONICET. 

 Ratones hembras transgénicos que sobreexpresan el gen de TRH (Tg-

TRH+) de 6 meses de edad. Estos animales fueron obtenidos en el marco 

de un proyecto en colaboración con el Dr. Pirola y su grupo del Instituto 

de Investigaciones Medicas Alfredo Lanari (IDIM-CONICET). Se 

caracterizan por presentar un contenido de TRH diencefálica 

significativamente superior al de los controles wild-type (Landa, 2008).  

 Ratones hembra Lgals1-/- (background genético C57Bl/6J) de 6-8 meses 

de edad que carecen de la expresión de Gal-1 han sido criados en el 

bioterio del Instituto de Biología y Medicina Experimental (IBYME). 

 

Los protocolos experimentales en animales fueron aprobados por el Comité 

Institucional para Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio (CICUAL), 

Facultad de Medicina, Universidad de Buenos Aires.  

  



MATERIALES Y MÉTODOS 

66 
 

3.2.1. Modelo de Hipotiroidismo  

Se conocen tres métodos para promover bajos niveles de HTs in vivo: la 

tiroidectomía, la administración de 131I y el tratamiento con agentes antitiroideos. 

Se seleccionó un método que no produjera modificaciones del sistema inmune 

por sí mismo a través de otros factores como el estrés provocado en su 

implementación. Además, se priorizó la practicidad operativa y la 

reproducibilidad del mismo. Tanto la extirpación quirúrgica de la tiroides como la 

aplicación del isótopo radiactivo tienen efectos directos sobre el sistema inmune 

(Ohashi e Itoh, 1994; Ballardin y col., 2002 y 2004) y además ofrecen mayor 

complejidad desde el punto de vista operativo y de infraestructura, por lo que el 

tratamiento con drogas antitiroideas resultó ser el más apropiado. Entre los 

agentes antitiroideos disponibles utilizamos el propiltiouracilo (PTU, Sigma-

Aldrich), de reconocida eficacia en el tratamiento de pacientes con 

hipertiroidismo, considerado de elección incluso en circunstancias particulares 

como el embarazo y la lactancia (Streetman y Khanderia 2003; Chattaway y 

Klepser, 2007). La droga en sí misma prácticamente no afecta la función 

inmune, sólo se ha descripto cierta interferencia sobre la proliferación linfocitaria 

a dosis muy altas, muy superiores a las alcanzadas en plasma en el tratamiento 

del hipertiroidismo (Hallengren y col., 1980). De todas formas, más 

recientemente se ha sugerido con énfasis que los efectos observados sobre la 

inmunidad no serían producidos en forma directa por la droga, sino causados 

por el déficit de HTs que la misma provoca (Volpe, 2001).  

El PTU es una tiourea que interfiere con la oxidación del iodo por interacción 

con la peroxidasa tiroidea, inhibiendo de esta forma la síntesis de T3 y T4. 

Adicionalmente, este agente inhibe la deiodinasa involucrada en la conversión 

periférica de T4 a T3, lo que resulta en una disminución significativa tanto de los 

niveles plasmáticos de las HTs como en la restricción de su ingreso a las 

células, reduciendo de este modo su actividad hormonal (Fabris, 1973; Geffner 

y col., 1975). Hemos comenzado administrando el fármaco disuelto en el agua 

de bebida en 0,5 g/l durante 7, 14 y 21 días. De acuerdo a los resultados 

obtenidos utilizamos posteriormente un tiempo de tratamiento con PTU de 14 

días para el resto de los experimentos. Es importante destacar que la dosis de 

PTU empleada está en el rango de la mínima dosis de mantenimiento del 
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estado eutiroideo en pacientes con enfermedad de Graves (Kashiwai y col., 

2003). 

3.2.2. Modelo de Reversión del Hipotiroidismo 

La reversión del tratamiento con PTU (PTU + T3) se realizó inoculando T3 por 

vía intraperitoneal diariamente en una dosis de 0.2 μg/g durante los últimos seis 

días de tratamiento con PTU. Dado que el tratamiento con PTU inhibe DIO1 y 

por lo tanto la conversión periférica de T4 a T3, es necesaria la administración 

de T3 para restituir el estado eutiroideo en todos los tejidos (Geffner y col., 

1975; Liou y col., 2005).  

 

3.2.3. Determinaciones de T3 y T4  

Para el dosaje de los niveles de hormonas tiroideas en sangre, los ratones 

fueron anestesiados en cámara de CO2 y posteriormente sangrados a través del 

seno retro-orbital. La sangre obtenida fue centrifugada y se separó el suero, 

donde se realizó la determinación de los niveles hormonales de T3 y T4 por 

técnicas radioinmunoanalíticas empleando kits comerciales para HTs humanas 

(Immunotech, Praga, República Checa), siguiendo las indicaciones del 

fabricante. Esto es posible gracias a la alta reactividad cruzada con las 

hormonas murinas por tratarse de hormonas peptídicas. Brevemente, se 

utilizaron tubos recubiertos con Acs monoclonales anti-T3 o T4, a los cuales se 

agregaron las muestras de suero junto con un trazador de T3 o T4 marcado con 

125I. Se realizó una incubación de 1 hora, en agitación a temperatura ambiente, 

y luego se aspiró el contenido de los tubos. Los kits proveen calibradores de 

concentraciones conocidas de T3 y T4, que son procesados de igual manera 

que los sueros y son utilizados para generar una curva estándar. 

Posteriormente se determinó la radiactividad de la T3 o T4 unida al Ac en 

contador de centelleo sólido (Alfanuclear). Los resultados de dosis fueron 

calculados a partir de las curvas de calibración rectificadas por logit-log, con el 

programa EXCEL. Se realizaron también los correspondientes controles de 

calidad internos, intra-ensayo e inter-ensayos. 
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3.2.4. Radioinmunoensayo para la determinación cuantitativa de 

Tirotrofina (TSH)  

Los valores de TSH en suero no pudieron ser cuantificados por métodos 

comerciales por ser ensayos desarrollados con elevada sensibilidad y 

especificidad para la TSH humana, sin reacción cruzada con la TSH murina. Por 

este motivo el dosaje de TSH en los sueros de los ratones se realizó con un 

radioinmunoensayo puesto a punto con los siguientes reactivos provistos por el 

Dr. Parlow (National Hormone and Pituitary Program, NIH, USA):  

 TSH de rata (NIDDK-rTSH-I-9) (AFP-115428): ampollas de 100 g de TSH 

liofilizado, para radioiodinación.  

 Antisuero de cobayo anti-TSH murina (AFP98991)  

 Preparación de referencia de TSH de ratón purificada (AFP51718MP) para la 

preparación de estándares, provista en ampollas de 100 µg.  

La radioiodinación directa de la TSH (NIDDK-rTSH-I-9) (AFP-115428) con 125I 

(New England Nuclear) se realizó empleando el método de Iodogen (1,3,4,6 

tetracloro 3,6 difenil glicouril-Sigma Aldrich), desarrollado por Fraker y Speck, 

(1978). Se realizó la titulación del antisuero para determinar la dilución del 

mismo a emplear en el ensayo. Así se seleccionó la dilución 1:950000, tal que 

en ausencia de antígeno frío fuera capaz de unir el 50% del antígeno marcado 

agregado en trazas (Ekins, 1974). Los calibradores, en un rango de 

concentraciones entre 20 y 300 ng/ml, se fabricaron a partir de una solución 

madre preparada con la TSH de referencia (AFP51718MP) solubilizada en PBS 

con seroalbúmina bovina (BSA) al 1%. Adicionalmente se prepararon muestras 

de control de calidad empleando sueros hipertiroideos como matriz, con el 

agregado de cantidades conocidas de TSH. Para que estas muestras pudieran 

en efecto ser empleadas como muestras de control de calidad, se realizaron 5 

ensayos iniciales para establecer su rango de concentraciones.  

 

Para la realización de los ensayos se siguió el siguiente protocolo: Se agregó a 

cada tubo 0,2 ml de antisuero, 0,15 ml de trazador y 0,05 ml de hormona fría 

(calibrador o muestra). Luego de un período de incubación de 16 horas en frío 

(4°C), se separó la fracción unida de la libre por el agregado de un segundo Ac 

anti-gamma globulina de cobayo, obtenido en cabra (Antibodies Incorporated, 
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California, USA). Se realizó una segunda incubación de media hora y luego se 

procedió a centrifugar durante 20 minutos a 600 g. En cada tubo, la fracción 

libre presente en el sobrenadante se eliminó por aspiración y se conservó el 

precipitado para su medición en un contador gamma (Alfanuclear).  

Los resultados de dosis fueron calculados a partir de las curvas de calibración 

rectificadas por logit-log, con el programa EXCEL y posteriormente se realizaron 

los correspondientes controles intra- e inter-ensayos. 

 

3.2.5. Radioinmunoensayo para la determinación cuantitativa de la 

Hormona liberadora de Tirotrofina (TRH)  

Los niveles de TRH hipotalámicos fueron determinados mediante una 

metodología radioinmunoanalitica ya puesta a punto y empleada con éxito en el 

Instituto de Investigaciones Médicas Alfredo Lanari (IDIM-CONICET). 

Brevemente, para la obtención de las muestras se sacrificaron los animales por 

decapitación y se extrajeron los cerebros. La muestra, o sea la región 

diencefálica, fue obtenida con la ayuda de un atlas de estereotaxis. A fin de 

evitar la degradación de la TRH auténtica y la formación de sustancias simil-

TRH, las muestras fueron calentadas en ácido acético 2M y HCL 100 mM, 

homogeneizadas y centrifugadas a 10.000 g durante 10 min. Los sobrenadantes 

se liofilizaron y los residuos fueron disueltos en el buffer del radioinmunoensayo 

(RIA). El Ac policlonal anti-TRH fue obtenido mediante la inmunización de 

conejos con TRH acoplada a seroalbumina bovina. Los calibradores y muestras 

se incubaron con [125I] -TRH y con anti- TRH a 4o toda la noche. Como sistema 

de separación se empleó un segundo Ac anti-IgG de conejo (Garcia y col., 

1992). 

 

3.3. CARACTERIZACIÓN MORFOLÓGICA Y ANÁLISIS HISTOPATOLÓGICO 

Los bazos de los ratones con distintos tiempos de tratamiento con PTU fueron 

extraídos y fijados en paraformaldehído al 4% en PBS durante 24 horas. Luego 

fueron colocados en etanol 80% durante 2 horas para eliminar el buffer fosfato e 

inmediatamente después en etanol 96%. Posteriormente, los tejidos fueron 
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incluidos en parafina, según técnicas convencionales, cortados en un micrótomo 

con un espesor de 5 μm y colocados sobre portaobjetos. Para la coloración y/o 

marcación de los cortes con Acs específicos, los mismos fueron posteriormente 

desparafinados con xilol e hidratados por pasajes de 5 minutos a través de 

distintos alcoholes, en el siguiente orden: etanol absoluto, etanol 96%, etanol 

70%, seguidos de un lavado con agua destilada y un lavado con PBS.  

Finalizada la coloración o la marcación por inmunohistoquímica, los cortes 

fueron deshidratados nuevamente, mediante el pasaje por los alcoholes antes 

mencionados, pero en orden inverso, y colocados en xilol. Posteriormente, se 

realizó el montaje en Bálsamo de Canadá sintético (Canadax de Biopur, 

Rosario, Argentina) y se realizó la observación en microscopio óptico. 

3.3.1. Coloración con hematoxilina-eosina  

Luego de la hidratación, los cortes fueron coloreados con solución de 

hematoxilina (Biopur, Rosario, Argentina) durante 1 min y lavados con agua 

corriente para permitir el viraje hacia el violeta. Luego, se realizó la coloración 

con eosina (Biopur) durante 2 min, seguido de lavados con agua corriente.  

3.3.2. Coloración tricrómica de Masson  

Luego de la hidratación, los cortes fueron coloreados con hematoxilina durante 

1 minuto, para teñir los núcleos, y lavados con agua corriente. Posteriormente, 

fueron coloreados con fucsina punzó, que tiñe citoplasmas, durante 5 minutos, 

lavados con agua e incubados durante 5 minutos con ácido fosfomolíbdico 

(pH=3), para eliminar las coloraciones inespecíficas. Finalmente, los cortes 

fueron coloreados con verde luz durante 10 minutos, para teñir el tejido 

conjuntivo, y lavados con solución acuosa de ácido acético glacial al 1% durante 

5 minutos.  

3.3.3. Inmunohistoquímica  

Antes de realizar la inmunohistoquímica (IHQ), los cortes fueron incubados 

durante 20 min en buffer citrato (citrato de sodio 10 mM, pH=6) a 100ºC, para 

realizar la recuperación antigénica y facilitar el desenmascaramiento de 
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antígenos. Luego de dos lavados con agua, se realizó la inhibición de la 

peroxidasa endógena mediante la incubación de los cortes durante 20 minutos 

con H2O2 3% en agua. Posteriormente, se realizó el bloqueo de sitios 

inespecíficos con suero normal de caballo (Vectastain ABC Kit, Vector 

Laboratories, Burlingame, CA, USA), durante 60 min a temperatura ambiente en 

cámara húmeda. Finalmente, se realizó una incubación durante toda la noche a 

4ºC con el Ac anti-caspasa 3 activada (Abcam) diluido 1:50 en PBS con 5% de 

suero de caballo (Vectastain ABC Kit). 

Los cortes fueron luego lavados con PBS e incubados durante 1 hora con el Ac 

biotinilado “Biotinilated Universal Antibody” (Vectastain ABC Kit), generado en 

caballo, anti-IgG de ratón e IgG de conejo. Luego de este período, los cortes 

fueron lavados e incubados durante 30 minutos con el complejo avidina biotina 

del Vectastain ABC kit. Finalmente, los cortes fueron revelados con el kit 

comercial Peroxidase Substrate Kit DAB (Vector Laboratories, Burlingame, CA, 

USA), según las instrucciones del fabricante. 

3.3.4. Ensayo de TUNEL 

El número de células apoptóticas se determinó mediante el ensayo de TUNEL 

(TdT-mediated UTP-biotin Nick End labeling) que evalúa la fragmentación del 

ADN. Las cadenas rotas del ADN son detectadas por unión enzimática de 

nucleótidos conjugados con digoxigenina al extremo 3´ OH libre. Los fragmentos 

marcados reaccionan con un Ac anti-digoxigenina conjugado con peroxidasa y 

son detectados con el cromógeno 3,3´diaminobencidina. Se utilizó un kit de 

detección de apoptosis in situ (ApopTag Plus®, Millipore, EE.UU.). Se procedió 

según manual adjunto. Las células apoptóticas se visualizaron por microscopía 

óptica usando un microscopio Axiolab Karl Zeiss (Alemania). Para cada 

determinación se contaron las células con marca por campo, y se analizaron por 

lo menos 10 campos. El control negativo se procesó en ausencia del Ac 

primario. Como control positivo se utilizaron células que fueron previamente 

tratadas durante 20 minutos a temperatura ambiente con desoxirrinonucleasa I 

(1 mg/ml en PBS / MgSO4 1 mM).  
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3.4. ESTUDIO DEL ESTADO INMUNOLÓGICO 

3.4.1. Análisis por citometría de flujo  

Para realizar el análisis fenotípico de las subpoblaciones inmunológicas 

presentes en ganglios y bazos, los órganos fueron disgregados mecánicamente 

y los eritrocitos fueron lisados tal como se describió previamente. Luego las 

suspensiones celulares obtenidas fueron lavadas con PBS y resuspendidas en 

buffer de citometría (SFB al 1% y azida al 0,02% en PBS). 

3.4.2. Detección de marcadores de superficie 

Para la detección de marcadores de membrana, 1x106 células provenientes de 

las suspensiones celulares de bazos o ganglios fueron incubadas durante 30 

min a 4ºC con los Acs correspondientes a cada subpoblación, como figuran en 

la Tabla 3.1, en un volumen final de 30 μl por tubo. Luego de la incubación, las 

muestras fueron lavadas 2 veces con buffer de citometría y fueron fijadas en 

formaldehído al 1% en PBS. Los distintos subtipos de células inmunes fueron 

identificados mediante análisis citométrico usando el citómetro de flujo BD 

FACSCalibur (BD Biosciences, San Jose, California, USA), el PARTEC 

(Münster, Alemania) o el Accuri (BD Biosciences). Se construyeron los 

histogramas o dot plots correspondientes y se calcularon los porcentajes de 

cada subpoblación. Para determinar las marcas inespecíficas se usaron los 

correspondientes controles de isotipo, que nunca superaron el 1%. 

 

Anticuerpo  
Conjugado 

a  
Fabricante  Para detectar  Dilución  

CD3  FITC  eBioscience  Linfocitos T  0.5625 

CD4  FITC o APC eBioscience  Linfocitos T helper  1:30 

CD8  PE  eBioscience  Linfocitos T citotóxicos  1:30 

CD19  FITC  eBioscience  Linfocitos B  1:30 

CD4  PE  eBioscience  Linfocitos T 
regulatorios 

0.5625 

CD25  FITC o APC eBioscience    1:150  

 

Tabla 3.1: Acs utilizados para la detección de antígenos de membrana por citometría. Acs 
utilizados para los ensayos de citometría. Se indica el fluorocromo al que está unido el 
anticuerpo, el fabricante, el subtipo de células inmunológicas a la que está dirigido y la dilución 
en la que fue utilizado en estos ensayos. 
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3.4.3. Detección de FoxP3 en Tregs  

Para realizar la marcación del factor de transcripción FoxP3, que caracteriza a 

células Tregs, luego de la marcación de superficie con CD4 y CD25, tal como se 

explicó en la Sección 3.3.1.1, las células fueron centrifugadas, lavadas y 

permeabilizadas durante 30 min a 4ºC con el buffer FIX/PERM (eBioscience). 

Luego, las células fueron lavadas 2 veces en Buffer PERM (eBioscience) y 

posteriormente incubadas con 1 μl del Ac anti-FoxP3 (eBioscience) en 30 μl de 

Buffer PERM. Finalizado este período, las células fueron lavadas con el mismo 

buffer y luego fijadas con paraformaldehído 1% en PBS. Para el análisis de la 

subpoblación correspondiente a las células Tregs por citometría de flujo, se 

seleccionaron las células CD4+ y sobre esta población se realizó un dot plot con 

los otros dos marcadores, para determinar la población celular que tuviera la 

triple marca. 

3.4.4. Evaluación de la actividad supresora de células Tregs. 

3.4.4.1. Purificación de células Tregs naturales 

Las células Tregs naturales fueron obtenidas a partir de suspensiones celulares 

de bazos de ratones de los distintos grupos experimentales. Para ello, se realizó 

una marcación de superficie con los Acs anti-CD4 (Dilución 1/200) y anti-CD25 

(Dilución 1/200) tal como se describió previamente. A continuación las células 

fueron lavadas y aquellas células que co-expresaban ambos marcadores fueron 

purificadas por citometría de flujo.  

3.4.4.2. Inducción in vitro de células Tregs   

A partir de suspensiones celulares de bazos de ratones de los distintos grupos 

experimentales se obtuvieron células Tnaive. Para ello, dichas suspensiones 

celulares fueron incubadas durante 30 min a 4ºC con los Acs anti-CD4 (PE-Cy5, 

dil 1/200), anti-CD25 (APC, dil 1/200) y anti-CD62L (PE, dil 1/400) y las células 

con fenotipo CD4+ CD62L+ CD25- (Tnaive) fueron purificadas por cell sorting. 

Para la inducción de células Tregs, las células obtenidas fueron sembradas en 

placas de 96 pocillos previamente adsorbidas con el anticuerpo anti-CD3 
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(1ug/ml) en medio RPMI conteniendo SFB al 5%, IL-2 (20ng/ml), TGF-β 

(2ng/ml), y anti-CD28 soluble. Las placas fueron mantenidas por 96 horas en 

estufa gaseada y posteriormente cosechadas. Una alícuota de las suspensiones 

celulares obtenidas fue utilizada para analizar el porcentaje de iTregs mediante 

citometría de flujo, tal como fue descripto anteriormente. El resto de las células 

fueron lavadas y resuspendidas en medio completo para su utilización posterior 

en los ensayos de supresión. 

3.4.4.3. Preparación de células T respondedoras 

Las células T respondedoras, son linfocitos CD3+ que se estimulan para evaluar 

la actividad supresora. Se obtuvieron a partir de suspensiones celulares de 

bazos de ratones singeneicos eutiroideos. Las suspensiones fueron marcadas 

con los Acs anti-CD3 (dil 1/200) y anti-CD25 (dil 1/200), tal como se describió 

previamente en 3.4.4.2 y posteriormente, las mismas se purificaron por cell 

sorting. Las células obtenidas se colorearon con carboxifluorescein diacetato 

succinimidil ester (CFSE) del kit comercial Vybrant CFDA SE Cell Tracer Kit 

(Life Technologies). Brevemente, las suspensiones celulares se incubaron con 

CFSE 1 μM en PBS durante 15 minutos a 37°C, se lavaron y se re-incubaron 

por otros 30 minutos en medio fresco para eliminar el exceso de colorante que 

no se unió covalentemente a las proteínas celulares.  

3.4.4.4. Obtención de CPAs 

Para la obtención de CPAs, las suspensiones celulares de bazos de ratones 

singeneicos eutiroideos fueron marcadas con un anticuerpo anti-CD11c 

(eBiosciences, dil 1/200) durante 30 min a 4ºC. Posteriormente, las células 

fueron lavadas y la población de interés fue purificada por cell sorting. 

3.4.4.5. Ensayo de proliferación en co-cultivo   

Para evaluar la actividad supresora de las células Tregs (naturales o inducidas) 

se co-cultivaron: 5x104 células T respondedoras, 1x104 células CD11c+ y 

diferentes relaciones de Tregs: células respondedoras (0:1, 1:1, 1:2, 1:5 y 1:10) 

en medio completo adicionado con IL-2 (20ng/ml) y anti-CD3 soluble (1ug/ml) en 
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placas de 96 pocillos con fondo en “U”. Este cultivo se mantuvo en una estufa 

humidificada y con 5% de CO2 a 37°C durante 96 horas. Luego todas las células 

en cultivo se cosecharon, se marcaron con Acs anti-CD4-APC y anti-CD8-PE y 

se analizaron por citometría de flujo.  

 

Para el análisis, se seleccionó la población de células viables por tamaño (FSC) 

y granularidad (SSC) (figura 3.1 panel A). Sobre esta población se realizó un dot 

plot para los marcadores CD4 vs. CFSE (B) y CD8 vs. CFSE (C) y se 

seleccionaron las subpoblaciones CFSE+ CD4+ o CFSE+ CD8+ para la 

realización del histograma. En el mismo, cada pico corresponde a una 

subpoblación de células respondedoras diferente en proceso de proliferación 

(CD3+ marcadas con CFSE) y mediante el software FlowJo se calculó el índice 

de proliferación que analiza las áreas de todos los picos. Una menor 

fluorescencia de CFSE indica una mayor proliferación (Lyons y col., 2013).  

 

 

 
 

Figura 3.1. Análisis de la supresión de la proliferación de linfocitos CD3
+
 mediada por 

Tregs mediante Citometría de Flujo. 
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3.4.5. Determinación de citoquinas en sobrenadantes de cultivos. 

Se emplearon ensayos de ELISA comerciales (Pierce Endogen o eBiosciences) 

para la determinación de las siguientes citoquinas: IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 e IFN-ɣ. 

Las cuantificaciones se realizaron en sobrenadantes de cultivos celulares de 24 

horas de células mononucleares provenientes de ganglios de ratones wild-type 

eutiroideos e hipotiroideos y de ratones transgénicos (Tg-TRH+). Las células 

fueron estimuladas con Con A (2 μg/ml).   

3.4.6. Análisis por RT-PCR en Tiempo Real  

A partir de LT purificados y resuspendidos en Tri-Reagent, se realizó el 

protocolo de extracción de ARN según las instrucciones del fabricante. 

Brevemente, se agregó cloroformo y luego de una centrifugación se obtuvo la 

fase acuosa, a partir de la cual el ARN fue precipitado por agregado de 

isopropanol. Luego de un lavado con etanol 75%, el precipitado fue 

resuspendido en agua de calidad mili-Q.  

 

La cuantificación del ARN obtenido se realizó mediante el Nanodrop 2000 

(Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, USA) a través de la medición de la 

absorbancia a 260 nm. A fin de detectar posibles contaminaciones, se evaluó 

también en el Nanodrop la relación entre las absorbancias a 260 y 280 nm. Las 

muestras utilizadas en todos los casos presentaron una relación 260/280 entre 

1.7 y 2.1, indicando que las muestras tenían una alta pureza. A su vez, 2 μl del 

ARN total fueron separados por electroforesis en gel de agarosa al 1% 

coloreado con bromuro de etidio para evaluar la integridad del ARN por 

detección de las bandas correspondientes a las subunidades pequeña y grande 

(18S y 28S) de ARN ribosomal, y descartar así su degradación.  

Para realizar la retrotranscripción del ARN mensajero (ARNm) se utilizaron 2 μg 

del ARN total. Se utilizó el sistema comercial Omniscript RT kit (Qiagen, 

Düsseldorf, Alemania) según las instrucciones de los fabricantes, usando como 

primer un oligo dT de 15 nucleótidos de longitud (Biodynamics, Buenos Aires, 
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Argentina). Como control negativo se realizó una transcripción reversa sin 

enzima para descartar la presencia de ADN genómico en las muestras.  

Las secuencias de los primers fueron diseñadas usando el software Primer 

Express 1.5 (PE Biosystems) o el IDT Primer Quest, que incorpora el software 

Primer3 (version 2.2.3) (Integrated DNA Technologies, Inc). Los primers fueron 

localizados preferentemente en uniones exón-exón o dos exones que tuvieran 

un intrón entremedio para evitar que se transcriba el ADN genómico y 

diseñados de manera que los amplicones tuvieran 50-200 bp de longitud (Tabla 

3.2). Los oligonucleótidos utilizados en estos ensayos fueron adquiridos en Life 

Technologies o Biodynamics  

Las reacciones de PCR en Tiempo Real se llevaron a cabo en un termociclador 

Rotor Gene-6000 (Corbett, Life Sciences, Sydney, Australia) usando el kit 

comercial Mezcla Real 2x (Biodynamics), que contiene un colorante verde 

similar al Sybr Green. Cada reacción fue realizada por triplicado, en un volumen 

final de 12,5 μl, utilizando como templado 2,5 μl de ADNc diluido (dilución 1:10 

de la reacción de transcripción reversa). 

Al inicio de la reacción de PCR se desnaturalizó el ADNc a 95ºC durante 5 min. 

Esto fue seguido por 40 ciclos de 10 seg a 95 ºC, 15 seg a 58-63 ºC (según el 

par de primers) y 20 seg de extensión a 72 ºC. La detección de los productos de 

PCR se realizó finalizados los 20 seg de extensión de cada ciclo, mediante la 

medición de la fluorescencia originada por la unión del colorante a ADN doble 

cadena.  

Para verificar que la fluorescencia medida sea originada por un solo producto de 

PCR, y no por otros productos inespecíficos, finalizados los 40 ciclos de PCR, 

las reacciones fueron sometidas a un protocolo de disociación por calor (Ririe y 

col., 1997).  

Como puesta a punto del método, se realizaron curvas de diluciones seriadas 

1:10 de las muestras con cada par de primers para evaluar la eficiencia de la 

reacción para las condiciones determinadas. Se consideraron adecuadas 

aquellas condiciones en las cuales la curva presentaba una eficiencia de 90%-

105%. También se realizaron curvas de concentración de cada par de primers y 
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se determinó que la concentración a utilizar sería la menor a la cual no se 

observa formación de dímeros y la eficiencia se mantiene entre 90%-105%.  

 

Tabla 3.2: Secuencias de los primers utilizados para las RT-PCR 

cuantitativas en Tiempo Real. 

Gen Secuencias de primers  Producto 
(Pb) 

T(ºC)  

MCT8 
5’-CCCATTGCATTTGAGCTGGTG-3’ 

210 65 
5’-TTGATGCATCAGAGGGACGAAG-3’ 

MCT10 
5’-CTAGTTGGTCCTCAGGATGCTTC-3’ 

182 62 
5’-GGGATTAAACAGAGCACAACACC-3’ 

OATPC  
5’-GTGGGGACAATGGGATTACC-3’ 

159 62 
5’-CTTTCTGACACCTGCCCATC-3’ 

LAT1 
5’-TCAGCTTCTTCAACTGGCTGTG-3’ 

246 64 
5’-GCTTGTTCTTCCACCAGACACC-3’ 

LAT2 
5’-GATAGTCCTTCGCTGGAAGAAGC-3’ 

202 63 
5’-GGGTTTGTGTTGCCAGTAGACAC-3’ 

DIO1 
5’-GTGGTGGACACAATGCAGAAC-3’ 

171 62 
5’-GTGTCTAGGTGGAGTGCAAAGC-3’ 

DIO2 
5’-GCCACCTGACCACCTTTCAC-3’ 

175 62 
5’-CTTGGTTCCGGTGCTTCTTAAC-3’ 

DIO3 
5’-AACTCTAGCAGTTCCGCATATGG-3’ 

206 62 
5’-CCCACCAATTCAGTCACTTGTC-3’ 

LGALS1 
5’-TCAGCCTGGTCAAAGGTGAT-3’ 

 200  62 
5’-TGAACCTGGGAAAAGACAGC-3’ 

β2-microglobulina 
5’-GCTATCCAGAAAACCCCTCAA-3’ 

 253 60 
5’-CATGTCTCGATCCCAGTAGACGGT-3’ 

 

Secuencias de primers diseñados con los softwares Primer Express 1.5 e IDT Primer Quest. Se 
indica el tamaño del producto de PCR (Pares de bases, Pb) y la temperatura a la cual se realizó 
la PCR (TºC). 
 

Todas las muestras fueron comparadas contra el gen de referencia de la 

proteína β2-microglobulina, un gen normalizador, usado como control interno 

para la normalización de los datos, procedimiento necesario para la corrección 

de las variaciones en calidad y cantidad de ADNc.  

Para el análisis de los resultados y el cálculo de las diferencias entre 

tratamientos se utilizó el software 7500 Realtime V2.0.6 (Applied Biosystems), 

mediante el método de ΔΔCt (Livak y Schmittgen, 2001). 

 

3.4.7. Análisis de expresión de proteínas por Western blot  
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Para la obtención de los extractos proteicos de ganglio o de LT purificados, los 

mismos fueron previamente congelados a -20ºC, fueron incubados durante 30 

min en agitación a 0ºC en 100 μl de una solución con PIPES 20mM, 2-β-

mercaptoetanol 10mM, EDTA 2mM, EGTA 2mM, Igepal 0,5%, conteniendo los 

siguientes inhibidores de proteasas: fenilmetil sulfonil fluoruro (PMSF) 1 mM, 

leupeptina 10μg/ml, aprotinina 2μg/ml, NaF 10mM y NaVO4 1mM.  

Posteriormente las muestras fueron centrifugadas a alta velocidad para obtener 

las fracciones solubles en los sobrenadantes. La concentración de proteínas en 

cada muestra se determinó utilizando un reactivo de Bradford comercial 

(Bradford Reagent, Sigma-Aldrich) según el protocolo sugerido por el fabricante, 

con la posterior medición a 595 nm en el espectrofotómetro de placas Multiscan 

Spectrum (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA).  

Para la corrida electroforética, se procedió a la desnaturalización de 30 μg de 

proteínas de cada muestra en solución de carga (SDS 2%, glicerol 10%, Tris-

HCl 62,5 mM pH 6,8; azul de bromofenol 0,2%, 2-β-mercaptoetanol 1%) durante 

5 min a 100ºC. Luego, las muestras fueron sembradas en geles de 

poliacrilamida al 7,5%, 10% o 12% para separar dichas proteínas por SDS-

PAGE y transferirlas a membranas de PVDF o nitrocelulosa. Como marcador de 

peso molecular, se utilizó el estándar Full-Range Rainbow (Amersham-GE, 

Buckinghamshire, Reino Unido). Para corroborar la eficiencia de la carga y de la 

transferencia, dichas membranas fueron coloreadas con Ponceau S.  

Las membranas obtenidas luego de la transferencia fueron bloqueadas con 

leche descremada 5% en Tris-HCl 100 mM, pH 7,5 y NaCl 0,9% con Tween-20 

0,1% (T-TBS) durante 1 hora. Posteriormente fueron lavadas con T-TBS e 

incubadas durante la noche a 4ºC, con Acs anti-TRα, TRβ, (hechos en ratón y 

conejo, respectivamente, Santa Cruz Biotechnology) anti-Gal-1 y anti β-actina, y 

diluidos 1:2000 en BSA 1% en T-TBS. 

Tras realizar tres lavados con T-TBS, las membranas fueron incubadas durante 

1 hora con Acs policlonales anti-IgG de conejo o de ratón, según corresponda, 

hechos en cabra y acoplados a peroxidasa (Santa Cruz Biotechnology). Las 

bandas obtenidas para cada proteína fueron detectadas por 

quimioluminiscencia usando el kit comercial ECL Western Blotting Analysis 
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System (Amersham-GE), y revelando mediante la utilización del documentador 

de geles Image Quant LAS 4000 (GE Healthcare, Uppsala, Suecia). Finalmente, 

se realizó un análisis densitométrico de las bandas obtenidas, utilizando el 

software ImageJ 1.50c (NIH, USA). Los valores obtenidos para cada banda 

fueron relativizados en todos los casos al valor obtenido para la banda de β-

actina.  

3.4.8. Actividad de iodotironina deiodinasa tipo 2 (DIO2) 

La actividad de la enzima 5´-deiodinasa en ganglios fue evaluada mediante la 

detección de la liberación de 125I de una molécula de T4 marcada 

radiactivamente, como fue descrito por Berry y col. 1991,  Araujo y col.,     

2008, Fortunato y col. 2008. Para ello, 25 mg de tejido proveniente de ratones 

de los distintos grupos experimentales fueron homogenizados en 0.1 M de 

buffer fosfato conteniendo EDTA 1 mM (Merck), sucrosa 0.25 M y 10 mM 

dithiothreitol (DTT) (USB Products, Cleveland, OH, US) (pH 6.9). Los 

homogenatos obtenidos fueron incubados durante 3 h a 37ºC con [125I]-

T4  (Figura 3.2, Perkin-Elmer Life Sciences) y 1 nM de T4 fría (Sigma), 1mM 

PTU y 20  mM DTT (USB) en 100  mM de buffer de fosfato de potasio 

conteniendo 1  mM de EDTA (pH 6.9) en un volumen final de reacción de 300 ul. 

La hormona [125I]-T4 fue previamente purificada utilizando una columna de 

Sephadex LH-20. Para cuantificar la liberación espontánea de 125I, cada 

muestra se incubó además en presencia de un exceso de T4 (100nM). Luego 

de la incubación, la reacción fue frenada por el agregado de 100 ul de suero 

fetal bovino y 200 ul de ácido tricloroacético (50%, v/v) en un baño a 4ºC. Las 

muestras fueron posteriormente centrifugadas a 8000 g por 3 min y el 

sobrenadante fue colectado para cuantificar en un contador gama, la liberación 

de 125I durante la reacción de deiodinación como indicador de la actividad 

enzimática de la DIO2.  

Los resultados obtenidos fueron normalizados a la concentración proteica de los 

homogenatos, que fue medida en alícuotas por el método de Bradford  tal como 

fue descripto en la sección 3.4.7.   

http://joe.endocrinology-journals.org/content/221/3/415.full#ref-6
http://joe.endocrinology-journals.org/content/221/3/415.full#ref-2
http://joe.endocrinology-journals.org/content/221/3/415.full#ref-2
http://joe.endocrinology-journals.org/content/221/3/415.full#ref-17
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Figura 3.2. Tiroxina radiactiva ([

125
I]-T4) utilizada para los ensayo de actividad de Deiodinasas e 

incorporación. Actividad específica: 5700 uCi/ug  

 

3.4.9. Incorporación de T4 

Suspensiones celulares de ganglios de los distintos grupos experimentales 

fueron lavadas en el buffer de ensayo (buffer Dulbecco’s fosfato salino (DPBS),  

Ca2+/ Mg2+ y 0.1% D-glucosa) e incubadas durante distintos períodos (0 a 90 

minutos) a 37°C con 10 nM (50,000 cpm) de [125I]-T4 en 0.5 ml de buffer en 

presencia o ausencia de 0.1% BSA. Luego de la incubación, las células fueron 

lavadas con el buffer de incubación y lisadas con 0.1 M NaOH. La radiación 

emitida por la T4 incorporada fue cuantificada en el lisado utilizando un contador 

multipozo.  

3.4.10. Análisis estadístico  

Para todos los experimentos se calcularon las medias, desviaciones estándar y 

errores estándar de los grupos. La significancia estadística se evaluó mediante 

análisis de varianza (ANOVA) de una o dos vías, según corresponda, con 

contraste de Tukey. Para el análisis de crecimiento tumoral se utilizó el análisis 

de ANOVA con medidas repetidas. Las diferencias se consideraron 

significativas cuando p<0,05. Estos análisis estadísticos se realizaron utilizando 

la versión GraphPad Prism 5.00 para Windows y el software InfoStat de la 

Universidad de Córdoba, Argentina (para el análisis de varianza de dos vías). 

 



 

 
 

4. RESULTADOS 
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4.1. EFECTOS IN VITRO E IN VIVO DE LAS HORMONAS DEL EJE HPT 

En este trabajo se analizaron los mecanismos involucrados en la interacción 

entre el eje HPT y la actividad linfocitaria. Particularmente aquéllos asociados a 

la regulación negativa de la fisiología de células T durante el hipotiroidismo 

experimental. Para ello, se evaluó primero el efecto directo que producen las 

distintas hormonas del eje sobre la funcionalidad de linfocitos T, con la finalidad 

de investigar luego el efecto modulatorio de las HTs in vivo. En primer lugar se 

estudió la expresión de receptores para las hormonas circulantes en LT y la 

acción que ejerce, en cultivos celulares, el agregado de dichas hormonas. En 

segundo término se estableció un modelo de hipotiroidismo experimental en el 

cual se estudió la funcionalidad de células linfoides y la secreción de citoquinas 

claves para la activación linfocitaria y para el establecimiento de la respuesta 

inflamatoria.  

4.1.1. Acción de las hormonas circulantes del eje HPT sobre la actividad 

linfocitaria in vitro 

4.1.1.1. Expresión de receptores hormonales en linfocitos T murinos: 

Para determinar si los LT son capaces de responder a las hormonas del eje 

HPT, se analizó en primer lugar la presencia de receptores para las hormonas 

del eje presentes en circulación, las HTs y la TSH, en estas células. Para ello, 

LT (CD3+) fueron purificados a partir de suspensiones celulares de ganglios 

mediante perlas magnéticas cubiertas con Acs contra LT. Sobre dichas células 

se evaluó la presencia de los receptores nucleares de HTs, TRα y TRβ. Como 

puede observarse en la Figura 4.1 se pudo detectar en la población celular 

estudiada la presencia de ambos receptores de HTs mediante la técnica de 

Western blot. Asimismo se detectó la expresión del mRNA del receptor de TSH 

en la población mencionada. 
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FIGURA 4.1. Estudio de la expresión de receptores de HT y TSH: Se evaluaron los niveles 

proteicos de los receptores nucleares para HTs (TR y TR) por Western blot y la expresión del 
ARNm para el receptor de TSH (TSHR) por PCR en LT purificados. Se muestran bandas 
representativas de n=4 experimentos independientes. 

4.1.1.2. Acción de las hormonas séricas del eje HPT sobre la proliferación 

de LT 

Con el fin de evaluar la acción directa de las hormonas del eje HPT sobre la 

funcionalidad linfocitaria se estudió el efecto de la adición de concentraciones 

crecientes de estas hormonas sobre la proliferación de linfocitos determinada 

por incorporación de 3H-timidina. Ninguna de las hormonas fue capaz de 

inducir proliferación de células mononucleares de ganglios o bazo de ratones 

C57BL/6J normales (Figura 4.2A y 4.3 respectivamente, se muestra el 

resultado correspondiente a las concentraciones fisiológicas de las mismas). A 

fin de analizar si dichas concentraciones podían modificar la respuesta a 

mitógenos T selectivos, se evaluó la proliferación inducida por Con A en 

presencia o ausencia de T3, T4 o TSH a las 72 hs de cultivo. Como puede 

observarse en las mismas figuras (Figura 4.2A y 4.3), tanto las hormonas T3 y 

T4 como la TSH potenciaron la proliferación inducida por el mitógeno T. Es 

interesante destacar que los efectos sinérgicos producidos por el agregado de 

TSH fueron anulados al agregar un anticuerpo anti-TSH, tal como se muestra 

para células de ganglios linfáticos en la Figura 4.2B.  
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FIGURA 4.2. Acción directa de las hormonas del eje HPT a nivel linfocitario 
A. Efectos de las hormonas circulantes del eje tiroideo en la proliferación de células T de 
ganglios linfáticos: la misma fue determinada por incorporación de [

3
H]-timidina en 

suspensiones celulares (1x10
6
 células/ml) de ganglio a las 72hs de cultivo en presencia o 

ausencia de HTs (T3 o T4) y TSH solas o en presencia del mitógeno Con A (2 ug/ml). Se 
muestran los promedios ± ESM de n= 5 experimentos realizados por triplicado. B: Inhibición de 
los efectos de TSH por un Ac específico bloqueante: células de ganglios linfáticos (1x10

6
 

cel/ml) fueron cultivadas por 72hs en presencia de Con A (2 μg/ml) y en ausencia o presencia 
de 50 nM de TSH de ratón sola o con una dilución 1:100 de un Ac específico anti-TSH murina. 
Cabe señalar que el Ac anti-TSH no modificó per se la respuesta a Con A (dato no mostrado). 
Los resultados son el promedio ± ESM de n=3 experimentos. * p<0.01 vs el correspondiente 
control con Con A.   
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FIGURA 4.3. Acción directa de las hormonas del eje HPT sobre la proliferación de células 
T esplénicas: la misma fue determinada por incorporación de [

3
H]-timidina en suspensiones 

celulares (1x10
6
 células/ml) de bazo a las 72 hs de cultivo en presencia o ausencia de HTs (T3 o 

T4) y TSH solas o en presencia del mitógeno Con A (2 μg/ml). Se muestran los promedios ± 
ESM de n= 5 experimentos realizados por triplicado. * p<0.01 vs el correspondiente control con 
Con A.  

 

4.1.2. Efecto de la modulación in vivo del estado tiroideo sobre la fisiología 

de LT 

4.1.2.1. Verificación del estado tiroideo en el modelo experimental.  

A fin de evaluar si la modificación de los niveles circulantes de hormonas del eje 

HPT puede impactar en la actividad de células T, desarrollamos un modelo 

experimental de hipotiroidismo por tratamiento con el agente antitiroideo PTU. El 

mismo fue desarrollado en ratones de la cepa C57Bl/6 (C57, H-2b) teniendo en 

cuenta el modelo ya desarrollado previamente por nuestro equipo en animales 

BALB/c (H-2d) (Klecha y col., 2000 y 2006). Esto fue fundamental ya que se han 

demostrado diferencias hormonales entre distintas cepas animales (Sinha, 

1975; Brouillette 2005). Más aún se han descripto diferencias en la expresión de 

deiodinasas entre cepas murinas y se ha demostrado que la cepa C57 exhibe 
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niveles mayores de ARNm y actividad de DIO1 y DIO2 con respecto a otras 

cepas, lo cual redunda en diferentes valores de hormonas circulantes (Wagner, 

2007). Por este motivo evaluamos temporalmente las variaciones de los niveles 

hormonales séricos y analizamos la histología y celularidad de los órganos 

linfáticos de animales tratados con PTU a fin de caracterizar el hipotiroidismo 

inducido en los ratones C57. Se analizaron los efectos del tratamiento durante 

7, 14 y 21 días. Para estudiar el estado tiroideo de estos animales cuantificamos 

los niveles séricos de hormonas tiroideas (HTs) y TSH mediante la técnica de 

RIA como fuera descripto en Materiales y Métodos. Los animales tratados 

mostraron una disminución significativa en las concentraciones de HTs, tanto de 

T3 como de T4, a partir del 7mo día de tratamiento en relación al control 

eutiroideo (Figura 4.4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.4. Evaluación de los niveles 
hormonales séricos del eje HPT: A los 
tiempos indicados, se tomaron muestras de 
sangre y se midieron los niveles de T3, T4 
y TSH en suero por RIA. Los datos 
mostrados corresponden a la media ± ESM 
de n=3 experimentos realizados por 
duplicado. *Difieren del correspondiente 
valor basal con p<0.01.  

 

 

 

A su vez, los valores de TSH se encontraron significativamente incrementados a 

partir del día 14 (Figura 4.4). Es de destacar que los mayores efectos se 

observaron entre los 14 y 21 días de tratamiento sin diferencias significativas 

entre los mismos.  
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4.1.2.2. Influencia del estado tiroideo sobre los órganos linfoides 

secundarios. Descripción y caracterización histopatológica. 

Nuestro laboratorio ha demostrado que los animales hipotiroideos muestran 

cambios fisiológicos asociados al déficit hormonal y en particular en el sistema 

inmune. Por ende nos propusimos evaluar las estructuras histológicas de los 

órganos linfáticos de animales que fueron tratados con PTU, analizando si el 

tratamiento con la droga antitiroidea induce cambios morfológicos a distintos 

tiempos de tratamiento.  En la Figura 4.5, se muestran los resultados obtenidos 

en los bazos a distintos tiempos de tratamiento con PTU.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.5. Efecto temporal del 
tratamiento con PTU sobre el tamaño 
esplénico: Los bazos fueron extraídos 
de animales tratados con PTU durante 
los tiempos indicados. A. Se muestran 
imágenes representativas de los bazos 
de n=5 animales para cada condición y 
cada tiempo. B. Valores promedios ± 
ESM correspondientes a los pesos del 
bazo para cada grupo. 

 

 

 

Los bazos de los animales tratados disminuyeron de tamaño en forma 

dependiente del tiempo de tratamiento con PTU (Figura 4.5). De hecho los 

pesos de los órganos se redujeron significativamente a partir de los 14 días de 

tratamiento, aunque no detectamos diferencias entre los días 14 y 21 (Figura 

4.5B). Más aún, el recuento celular de las suspensiones esplénicas mostró un 

número menor de células de bazos provenientes de animales tratados durante 

14 días con respecto al grupo control (Figura 4.6). 
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Figura 4.6. Efecto temporal del 
tratamiento con PTU sobre la 
celularidad esplénica: Densidad celular 
en las suspensiones esplénicas corres-
pondientes a 14 días de tratamiento con 
PTU. Se muestra el promedio ± ESM. 
*p<0,05  vs Eu 

 

 

En base a estos resultados, realizamos ensayos para estudiar la presencia de 

eventos apoptóticos en dicho tejido, mediante evaluación, en cortes histológicos 

a distintos tiempos de tratamiento, del número de células positivas para 

caspasa-3 activada y por ensayos de TUNEL. Los resultados mostraron un 

incremento significativo de la marcación de caspasa-3 activada a todos los 

tiempos de tratamiento analizados (Figura 4.7A y 4.7B). A su vez las células 

TUNEL positivas también se incrementaron de manera significativa mostrando 

un pico máximo a los 14 días (Figura 4.8A y 4.8B). Más aún, encontramos una 

correlación negativa entre el número de células TUNEL positivas y los niveles 

séricos de T3 (Figura 4.8C).  

Cuando se efectuó el estudio de las alteraciones inducidas por el hipotiroidismo 

en ganglios linfáticos, no se encontraron diferencias significativas entre el grupo 

control y el hipotiroideo, ni a los 14 ni a los 21 días de tratamiento con el agente 

antitiroideo (datos no mostrados). Por este motivo el análisis de la histología 

estructural inducida por el hipotiroidismo en órganos linfáticos secundarios y el 

efecto de su posible reversión por administración in vivo de T3, se realizó en 

cortes de bazo.   
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Figura 4.7. Características inmunohisto-  
químicas del tejido esplénico de ratones 
eu- e hipotiroideos. Cortes de bazo de los 
animales de los distintos grupos fueron 
marcados con un Ac anti-caspasa 3 activada. 
A: Cortes representativos a distintos 
tiempos, aumento 630X. Barra de escala = 
40um B: Promedio ± ESM del nº de células 
positivas por campo. **P<0.01 y ***P<0.001 
vs. Control eutiroideo a día 0.  
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Figura 4.8. Caracterización de la apoptosis inducida en bazo por efecto del 
hipotiroidismo. A. Presencia de cuerpos apoptóticos en secciones representativas de bazos de 
los animales de los distintos grupos evaluados mediante la técnica de TUNEL, aumento 630X. 
Barra de escala = 40um B. Promedio ± ESM del nº de células TUNEL-positivas por campo, 
*P<0.05 vs. Control eutiroideo (0 días). C. Correlación entre la cantidad de células apoptóticas 

por campo y la concentración de T3 sérica; r
2
=0.63, P<0,01. Coef. Pearson r = -0,79 

 

A fin de analizar el impacto del hipotiroidismo y su reversión en la morfología de 

los órganos linfáticos secundarios, realizamos coloraciones de H&E y tricrómica 

de Masson sobre cortes histológicos de bazos provenientes de animales 

tratados con PTU o con PTU + T3. Inicialmente, se evaluaron los niveles séricos 
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de las HTs de los distintos grupos. Tal como lo esperábamos, los niveles tanto 

de T3 como de T4 disminuyeron a los 14 días de tratamiento en el grupo Hipo, 

con niveles de TSH elevados, mientras que en el grupo Hipo + T3 se observó, 

como era de esperar, el restablecimiento de los niveles de T3, pero no de T4, y 

valores de TSH comparables al grupo eutiroideo (Figura 4.9A).  

El estudio histopatológico de los bazos de estos animales demostró a nivel 

estructural la aparición de dos zonas claramente diferenciables: la pulpa blanca, 

zona formada por folículos linfáticos y vainas periarteriales, ambos tipos de 

estructuras distribuidas entre la matriz de la pulpa roja (predominantemente 

hematológica). En cortes histológicos del grupo Hipo se observaron folículos 

linfáticos (FL) atróficos de menor tamaño, visibles con las tinciones de H&E 

(Figura 4.9B) y Tricrómica de Masson (Figura 4.10). Esta disminución del 

tamaño de los FL se evidenció aún más en las imágenes a mayor aumento 

donde se pudo visualizar el FL completo y el espacio interfolicular incrementado 

sólo en los bazos de los animales del grupo Hipo (Panel inferior de las Figuras 

4.9B y 4.10). Sin embargo, no se observaron diferencias en el número de FL en 

los bazos de los diferentes grupos experimentales. La tinción Tricrómica de 

Masson de los bazos del grupo Hipo reveló una menor proporción de tejido 

conectivo, evidenciado por una pérdida en la coloración para el colágeno (color 

azul). Sin embargo, se observaron depósitos focales de fibras de colágeno (se 

indica con flechas en la Figura 4.10). Es destacable que la administración de T3 

logró una reversión de los cambios histopatológicos observados en los animales 

Hipo. Mediante ambas coloraciones se pudo demostrar la recuperación de las 

características histológicas esplénicas.  
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A 

Grupo  T3 (ng/ml) T4 (g/ml) TSH (ng/ml) 

Eu  128 ± 22    5.7 ± 0.9   42 ± 4 

Hipo   57 ± 7*   1.0± 0.2*   72 ± 9*   

Hipo + T3  118 ± 19#   1.4 ± 0.3*  37 ± 4  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.9. Caracterización histopatológica de bazos de animales atravesando distintos 
estados tiroideos. A. Comprobación del estado hipotiroideo y su reversión: Niveles de T3, 
T4 y TSH séricos determinados por RIA en animales controles (Eu) o tratados por 14 días con 
PTU (grupo hipotiroideo, Hipo) o con PTU + T3 (Hipo + T3). Los datos mostrados corresponden 
a la media ± ESM de n=3 experimentos realizados por duplicado con 4 animales por grupo.         
*Difieren del grupo Eu con p<0.01; 

#
Difieren del grupo Hipo con P<0.05. B. Tinciones 

histológicas con hematoxilina y eosina (H&E): Imágenes representativas de cortes de bazos 
de ratones controles eutiroideos (Eu), Hipo e Hipo + T3. Las imágenes fueron obtenidas con un 
aumento de 100X (Panel Superior, Barra de escala = 100 um.) o 630x (Panel inferior, Barra de 
escala = 40 um). Se ejemplifican las zonas constituidas por pulpa blanca (PB) y pulpa roja (PR). 
Se delimitan con líneas punteadas los folículos linfoideos (FL). 
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Figura 4.10. Caracterización histopatológica de bazos de animales atravesando distintos 

estados tiroideos: Tinción Tricrómica de Masson Imágenes representativas de cortes de bazos 

de ratones controles eutiroideos (Eu), Hipo e Hipo + T3. Las imágenes fueron obtenidas con un 

aumento de 100X (Panel Superior, Barra de escala = 100 um.) o 630x (Panel inferior, Barra de 

escala = 40 um). Las flechas negras indican focos de tinción para colágeno (Azul). Se 

ejemplifican las zonas constituidas por pulpa blanca (PB) y pulpa roja (PR). Se delimitan con 

líneas punteadas los folículos linfoideos (FL).  

 

Estos resultados indicaron por un lado que, para asegurar nuestro modelo y la 

disfunción del eje tiroideo, el protocolo debe incluir 14 días de tratamiento con el 

agente anti-tiroideo PTU.  Por otra parte, la reversión de los efectos del PTU por 

T3 nos permite concluir que las alteraciones histológicas observadas están 

relacionadas con las modificaciones de las hormonas circulantes del eje HPT y 

no son efectos deletéreos o tóxicos causados por el tratamiento. Los 

experimentos que se desarrollaron a continuación tuvieron como objetivo 

estudiar el impacto fisiopatológico de este fenómeno sobre células del SI y las 

alteraciones funcionales causadas por el hipotiroidismo experimental. 
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4.1.2.3. Influencia del estado tiroideo sobre el metabolismo de las HTs. 

Nos propusimos a continuación analizar si el tratamiento con PTU era capaz de 

alterar el metabolismo de las HTs a nivel linfocitario. Con este fin evaluamos la 

expresión de sus transportadores y deiodinasas en células T purificadas de 

animales controles eutiroideos y de ratones hipotiroideos.  

Respecto de los transportadores analizamos la expresión del ARNm para el 

transportador específico de HTs (el MCT8) y de aquéllos más ampliamente 

distribuidos en la mayoría de los tejidos (MCT10, LAT 1 y 2 y OATP1C1).  De 

todos ellos, se detectó únicamente la expresión de los genes MCT8 y LAT2, los 

que se vieron incrementados en condiciones hipotiroideas (Figura 4.11 A y B).  

En particular, el transportador específico MCT8 incrementó 50 veces su 

expresión en LT provenientes de animales con concentración disminuida de 

HTs (Figura 4.11B). Dada la imposibilidad de determinar los niveles proteicos 

de estos transportadores, analizamos su funcionalidad mediante la evaluación 

de la incorporación de [125I]-T4. Primeramente realizamos una curva de 

incorporación en el tiempo, en LT de animales eutiroideos tal como fue descripto 

en Materiales y Métodos. Se detectaron diferencias significativas en la 

incorporación a los 90 min de incubación con la hormona marcada (Figura 

4.11C). 

Luego se repitió el ensayo de incorporación de [125I]-T4 y se compararon las 

tasas de incorporación en LT provenientes de animales Eu o hipotiroideos. 

Notablemente, el grupo Hipo mostró una tasa de incorporación 

significativamente mayor respecto del grupo control (Figura 4.11D). 
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Figura 4.11. Efectos del hipotiroidismo sobre la homeostasis de las HTs: A y B. Expresión 
de los transportadores de HTs: Expresión del ARNm de los transportadores de HTs LAT2 y 
MCT8, mediante RT-qPCR en linfocitos T purificados. Se muestran los promedios ± ESM de 
n=4 experimentos independientes. *P<0.05 y **P<0,01 vs. Eu. C y D. Actividad de 
transportadores de T4: Células T purificadas fueron incubadas en presencia de [

125
I]-T4 

(100.000cpm/pocillo) durante los tiempos indicados (C) o durante 90 min (D), luego de los 
cuales se determinó la radiactividad incorporada en los extractos celulares. Los resultados son 
el promedio ± ESM de n=3 experimentos realizados por duplicado. *P<0.05 vs. T0 o vs. Eu 
según corresponda.  

 

Posteriormente, se evaluó la expresión de las distintas deiodinasas mediante 

RT-qPCR en ganglios de animales normales e hipotiroideos. En el grupo Hipo la 

expresión del ARNm de las enzimas DIO2 y DIO3 incrementó notablemente 

respecto del grupo eutiroideo (Figura 4.12), mientras que no detectamos niveles 

de expresión de la deiodinasa DIO1 en ninguno de los grupos experimentales 

(datos nos mostrados).   
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Figura 4.12. Modulación del ARNm de Deiodinasas: se evaluó la expresión del ARNm de la 
deiodinasa DIO2 o DIO3 en  linfocitos T de animales Eu e Hipo por RT-qPCR y posterior 
cuantificación por análisis y comparación de los ΔΔCt de n=3 ensayos y utilizando como gen 
normalizador a la β2- microglobulina. **P<0.01 vs. Eu 

 

A fin de evaluar si la expresión del mensajero de DIO2 da como resultado una 

proteína funcional, se analizó a continuación su actividad enzimática y se evaluó 

si la misma también podría ser afectada por el tratamiento con PTU. Partiendo 

de extractos proteicos de ganglios de los grupos Eu e Hipo se cuantificó la 

liberación de 125I a partir de [125I]-T4 como fue descripto en Materiales y 

Métodos. 

Los resultados mostraron que hay actividad de DIO2 a nivel linfocitario y que los 

animales del grupo Hipo presentaron una actividad disminuida en comparación 

con el grupo Eu (Figura 4.13A). Este sorpresivo hallazgo nos llevó a 

preguntarnos cuál era el motivo de una actividad reducida de la enzima cuando 

su expresión en células T hipotiroideas estaba aumentada. Dado que las 

deiodinasas son selenoproteínas (Bianco y col., 2008), quisimos determinar si 

era posible que la baja actividad de DIO2 fuese causada por la falta de este 

importante micronutriente que actúa como cofactor enzimático. Encontramos 

que los animales hipotiroideos presentaron niveles reducidos de Se tanto en sus 

ganglios linfáticos como en el suero (Figura 4.13B), lo que permitiría explicar la 

baja actividad de DIO2 y la falla de los mecanismos implicados en la regulación 

del contenido intracelular de T3 a nivel linfocitario.  
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Figura 4.13. Modulación de deiodinasas y de Selenio por hipotiroidismo: A. Evaluación de 

la actividad de DIO2: Lisados celulares de LT provenientes de los grupos Eu e Hipo fueron 

incubados en presencia de [
125

I]-T4 por 3 hs y, luego del agregado de un agente precipitante, se 

cuantificaron las cpm de 
125

I liberadas en el sobrenadante. Se muestran los promedios ± ESM 

de n=3 determinaciones individuales. B. Cuantificación de Selenio en tejidos hipotiroideos: 

Lisados de tejidos provenientes de animales Eu e Hipo fueron mineralizados para evaluar Se y 

cuantificados mediante la técnica de fluorescencia de rayos x por reflexión total. Se muestran 

los valores medios ± ESM de 3 ensayos independientes. *P<0.05 vs. control Eu. 

 

4.1.2.4. Acción del tratamiento con PTU y de su reversión sobre la 

proliferación de células T 

A fin de evaluar el impacto de la alteración observada en órganos linfáticos y en 

el metabolismo hormonal por el hipotiroidismo experimental, se analizó la 

proliferación de LT, inducida por un mitógeno T-selectivo o por Acs anti-CD3 y 

anti-CD28. Encontramos que las células procedentes de animales tratados con 

PTU tienen una menor respuesta proliferativa que aquéllas de LT controles, 

efecto que fue revertido por la administración in vivo de T3 (Figura 4.14). En 

dicha figura se muestran los resultados obtenidos a partir de suspensiones 

celulares de ganglios linfáticos; sin embargo resultados similares se obtuvieron 

utilizando suspensiones celulares de bazo (datos no mostrados). Estos datos 

señalarían que la disminución de HTs circulantes y, particularmente de T3 sería 

la responsable de los efectos observados. 
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Figura 4.14. Respuestas proliferativas de LT alteradas durante el hipotiroidismo 
experimental.  Células de ganglios linfáticos de ratones eutiroideos, tratados con PTU (Hipo) o 
tratados con PTU + T3 (Hipo + T3) y se cultivaron en presencia de mitógenos T (ConA 2 μg/ml) 
por los tiempos indicados (A) o durante 3 días con Acs anti-CD3 y anti-CD28 (B). La 
proliferación fue evaluada por incorporación de [

3
H]-Timidina como se indicara en Materiales y 

Métodos. Los resultados se expresan como índice de estimulación (IE) ± ESM de 3 
experimentos independientes hechos por triplicado.  *** Se diferencia del valor control Eu con 
P< 0.01. # Se diferencia del valor correspondiente a los Hipo con P< 0.01.  

 

En esta primera sección se ha caracterizado nuestro modelo de hipotiroidismo 

experimental, se han analizado las alteraciones conducidas por el tratamiento 

con PTU. Estas son alteraciones de gran espectro que abarcan desde cambios 

estructurales hasta la modulación y disponibilidad de micronutrientes. Es 

importante remarcar que estos cambios no fueron de naturaleza irreversible ni 

debidos a una acción deletérea del agente anti-tiroideo empleado, sino que 

pudieron ser revertidos mediante la administración exógena de T3. Estos 

hallazgos nos condujeron a investigar el impacto de este fenómeno sobre la 

funcionalidad de LT. Para ello procedimos a evaluar la capacidad de LT de  

responder frente a estímulos policlonales. Encontramos que en un estado de 

hipotiroidismo LT presentan una menor respuesta proliferativa. Nuestro próximo 

objetivo fue entonces dilucidar cuál/es de las hormonas del eje HPT estaba/n 

implicada/s en los efectos observados.   
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4.2. COMPONENTES DEL EJE HPT INVOLUCRADOS EN LA MODULACIÓN 

DE LA ACTIVIDAD DE LT POR EL HIPOTIROIDISMO EXPERIMENTAL 

A fin de estudiar la contribución de diferentes componentes del eje HPT en el 

efecto del hipotiroidismo experimental sobre las respuestas proliferativas de LT, 

contamos con una cepa de ratones transgénicos que sobreexpresan el gen TRH 

(Tg-TRH+). Como se muestra en la Tabla 4.1, estos animales tienen la 

particularidad de tener niveles normales de HTs mientras que muestran altos 

niveles de TRH similares a los observados en el estado hipotiroideo. Cabe 

destacar que aunque en promedio los niveles de TSH del grupo Tg-TRH+ 

resultaron similares al grupo eutiroideo, algunos individuos mostraron altos 

niveles de dichas hormona (Figura 4.15). Estos animales nos fueron de gran 

utilidad para estudiar la acción de la TSH sérica sin la interferencia de la falta de 

HTs. 

 

Grupo T3 (ng/ml) T4 (ug/ml) TSH (ng/ml) 
TRH  (pg/ml 

proteína) 

Eu 115 ± 25 4.3 ± 0.8 52.3 ± 5,4 625 ± 50 

Hipo 62 ± 8* 1.1 ± 0.1* 72.8 ± 4.0* 1348 ± 132* 

Tg-TRH+ 108 ± 4 3.9 ± 0.2 59.0 ± 6.1 1094 ± 47* 

 

Tabla 4.1 Estudio del eje HPT.  Dosajes hormonales: Se muestra el promedio ± ESM de los 
niveles séricos de T3, T4 y TSH y los de TRH hipotalámicos de ratones hembras C57 (n=20) 
con diferentes estados tiroideos. Los niveles se determinaron por radioinmunoensayo según 
fuera descripto en Materiales y Métodos. *P<0.05 vs. Eu.  

 

 
 
Fig. 4.15 Comparación de los valores 
individuales de TSH. La figura muestra la 

distribución de los valores de TSH individuales en 
torno al  promedio tanto para los ratones C57  
controles como para los Tg-TRH

+
. Se observa que 

si bien no se puede establecer una diferencia 
significativa en los promedios y rangos de TSH 
para ambos grupos, pueden hallarse algunos  
individuos transgénicos, cuyos niveles de TSH 
resultan notoriamente altos (señalados con 
flecha).  
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4.2.1. Actividad funcional de LT de animales que sobreexpresan el gen de 

TRH en comparación con hipotiroideos  

Cuando se comparó la actividad funcional de LT de ratones Tg-TRH+ con 

células provenientes de animales controles eutiroideos (wild-type) e 

hipotiroideos del mismo background genético (Hipo), encontramos que la 

reactividad de LT difería entre los distintos grupos. Las células provenientes de 

animales transgénicos mostraron una mayor proliferación que la observada en 

los animales wild-type, mientras que se observaron bajas respuestas 

proliferativas en cultivos de células provenientes de animales hipotiroideos 

(Figura 4.16.A). Más aún, encontramos que la concentración sérica de TSH 

cuantificada en animales Tg-TRH+ correlacionaba positivamente con las 

respuestas proliferativas observadas (Figura 4.16.B), indicando que el aumento 

de TSH llevaría al incremento de las respuestas proliferativas.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.16. Respuesta proliferativa de animales que sobreexpresan el gen de TRH (Tg-
TRH

+
). A. Actividad linfocitaria: Suspensiones celulares de ganglio (1x10

6
 células/ml) 

provenientes de animales Eu, Hipo y Tg-TRH
+
 fueron cultivadas con Con A (2ug/ml) y la 

proliferación fue evaluada a las 72 hs por incorporación de [
3
H]-timidina. Se muestran las dpm 

promedio ± ESM de n=4 experimentos independientes realizados por triplicado. *P<0.05 vs. 
Control Eu; 

#
P<0.05 Vs. Hipo. B. Correlación entre la actividad linfocitaria y la 

concentración circulante de TSH en ratones Tg-TRH
+
: Para el grupo de animales Tg-TRH

+
, 

se graficaron los valores individuales de los IE de la proliferación de células T en función de las 
correspondientes concentraciones de TSH sérica y se evaluó la correlación de Pearson.  

 

Para corroborar el impacto en la modulación de la funcionalidad linfocitaria del 

estado hipotiroideo evaluamos la producción de citoquinas en respuesta a 
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Tg-TRH+. Para ello, cultivos de células mononucleares de ganglio provenientes 

de animales de los diferentes grupos fueron estimulados in vitro por 24 h con 

Con A y la concentración de citoquinas presentes en los sobrenadantes se 

determinó por ELISA. La Figura 4.17 muestra que en condiciones hipotiroideas 

las citoquinas características de un perfil Th1 (IL-2 e IFN-γ) disminuyeron 

significativamente respecto del grupo control. Sin embargo no se observaron 

cambios respecto a la secreción de citoquinas asociadas al perfil Th2/Treg (IL-4 

e IL-10). No obstante, al evaluar la liberación de citoquinas en los ratones del 

grupo Tg-TRH+ se observó un incremento en la secreción tanto de IL-2 como de 

IFN-γ, acorde con el aumento de las respuestas proliferativas encontradas en 

estos animales. Adicionalmente, los ratones Tg-TRH+ tampoco mostraron  

cambios en los niveles de citoquinas características de un perfil Th2, pero, a 

diferencia de los ratones wild-type presentaron concentraciones elevadas de    

IL-6. Estos resultados, junto con el incremento en la proliferación T en animales 

Tg-TRH+ y la correlación positiva con los niveles séricos de TSH, indican que 

son los niveles circulantes disminuidos de HTs los responsables de la 

regulación negativa de la actividad de LT durante el hipotiroidismo experimental. 

. 

 

 

Figura 4.17. Secreción de citoquinas: Suspensiones de células mononucleares de ganglios de los 
distintos grupos fueron estimuladas por 24 h in vitro con Con A (2μg/ml) y se evaluaron los niveles de 
las citoquinas indicadas por ELISA. Se muestra el promedio ± ESM, de al menos 5 animales por 
grupo experimental,  *P<0.05 vs. Control;  #P<0.05 vs. Tg-TRH

+
.  
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4.2.2. Estudio de subpoblaciones linfocitarias. 

Es reconocido que la mayoría de las citoquinas actúan en redes conectando 

distintos tipos celulares, y amplificando respuestas inmunológicas aunque 

también pueden suprimir dichos procesos. En particular hemos observado que 

tanto la actividad linfocitaria como la secreción de citoquinas se vieron 

significativamente moduladas en forma negativa por el estado tiroideo. Hemos 

analizado entonces, si los efectos inducidos por el hipotiroidismo producen un 

desbalance sobre las subpoblaciones linfocitarias de los distintos grupos 

experimentales. Suspensiones celulares de bazo provenientes de ratones wild-

type eu- e hipotiroideos y Tg-TRH+ fueron tratadas con Ac contra diferentes 

marcadores linfocitarios: anti-CD3 y anti-CD19 (Figura 4.18A), o anti-CD4 y 

anti-CD8 (Figura 4.18B) o anti-CD4, -CD25 y -FoxP3 (Figura 4.19A). 

Posteriormente se cuantificaron estos marcadores por citometría de flujo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.18. Subpoblaciones linfocitarias en animales Eu-, Hipotiroideos y Tg-TRH
+ 
 

Se marcaron suspensiones celulares de bazo de los tres grupos experimentales con Acs contra: 
A: CD3 y CD19, B: CD4 y CD8. Se grafica la relación de la frecuencia obtenida por citometría 
de flujo. Promedio ± EMS de n= 5 animales de cada grupo.  

 

Como se observa en la Figura 4.18 no hemos detectado diferencias en las 

poblaciones de linfocitos B, T, ni entre las subpoblaciones T CD4+ y CD8+, entre 

los diferentes grupos experimentales estudiados. Sin embargo, y acorde a la 

baja actividad linfocitaria observada en el grupo Hipo, observamos (Figura 

4.19A) un incremento significativo en la proporción de LT regulatorios 

CD4+CD25+FoxP3+ (Tregs). El grupo Tg-TRH+ mostró valores similares al grupo 

Eu.  

Eu Hipo Tg-TRH
+

0.0

0.5

1.0

1.5

C
D

3
+

/C
D

1
9
+

Eu Hipo Tg-TRH
+

0

2

4

6

C
D

4
+

/C
D

8
+

A B



RESULTADOS 

104 
 

Dado que las Tregs se originan tanto en el timo como en la periferia, decidimos 

evaluar si el estado hipotiroideo es capaz de influenciar la frecuencia de células 

Treg naturales o inducibles. Para ello se evaluó la habilidad de las células T 

näive provenientes de cada grupo experimental a diferenciarse hacia un perfil 

Treg in vitro (iTreg). La proporción de células inducidas fue analizada por 

citometría de flujo. Observamos una mayor eficiencia de inducción de Tregs en 

animales hipotiroideos en comparación con animales eutiroideos en condiciones 

subóptimas de TGF- (Figura 4.19B).  

 

Figura 4.19. Modulación de células Tregs mediada por el estado tiroideo. A. Estudio de 
frecuencia de células Tregs naturales: suspensiones de células mononucleares esplénicas de 
ratones C57 normales e hipotiroideos y de animales Tg-TRH

+
, se marcaron con Acs anti-CD4, -

CD25 y -FoxP3 y se determinó la frecuencia de células Treg obtenida por citometría de flujo. Se 
muestra el promedio ± ESM de n=5 animales por grupo. B. Inducción de Tregs in vitro: Se 
purificaron linfocitos T näive, a partir de esplenocitos de ratones normales e hipotirodeos y se 

cultivaron por 5 días en presencia de Acs anti-CD3, -CD28 y citoquinas IL-2 y TGF. 
Posteriormente se realizó una marcación con Acs anti-CD4, CD25 y FoxP3 y se midieron por 
citometría de flujo. *P<0.05 vs control Eu; **P<0.001 vs control Eu. 

 

Si bien los linfocitos orientados hacia diferentes perfiles tales como Th1, Th2 o 

Th17 regulan respuestas inmunes de acuerdo al perfil de citoquinas secretadas, 

las células Treg tienen un importante rol en la regulación del sistema inmune 

suprimiendo esas respuestas. A fin de confirmar el rol funcional de estos 

incrementos de células Treg y dada su naturaleza supresora, estudiamos a 

continuación su actividad. Para ello, por un lado se purificaron células Treg 

naturales de animales Eu e Hipo y se analizó su actividad inhibitoria.  
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Observamos que células Treg purificadas de animales hipotiroideos mostraron 

un incremento en su actividad supresora sobre células T (CD3+) respondedoras 

respecto de las que fueron purificadas de ratones eutiroideos. Asimismo, 

observamos que tanto las subpoblaciones CD4+ como CD8+ resultan inhibidas 

(Figura 4.20 A y B, respectivamente). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.20. Actividad supresora de Tregs: Se purificaron células con fenotipo CD4
+
 CD25

+
 

CD62L
-
 de esplenocitos de ratones Eu- o Hipotiroideos y se co-cultivaron con células 

respondedoras purificadas (CD3
+
) teñidas con CFSE (1µM), en presencia de anti-CD28 y 

células dendríticas (CD11c
+
) por 96 h. Posteriormente se analizó la proliferación de linfocitos 

CD4
+
 CFSE

+ 
(A) y CD8

+
 CFSE

+
 (B) mediante citometría de flujo.   Se muestran histogramas 

representativos y el promedio del índice de división ± SEM de n=3 experimentos 
independientes. *P<0.05 vs. Eu 

 

 

A su vez se analizó la actividad supresora de las iTregs diferenciadas in vitro. 
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de la respuesta de LT respondedores en la subpoblacion CD8+, asociada a 

células provenientes del grupo Hipo. Por otro lado no se detectaron diferencias 

al analizar la supresión sobre la población CD4+; estas células, si bien 

mostraron actividad supresora, la misma fue similar a la observada en el grupo 

control en todas las proporciones de células Tregs. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.21. Actividad supresora de iTregs: Células iTregs inducidas in vitro provenientes de 
animales Eu e Hipo se co-cultivaron con células respondedoras purificadas (CD3

+
) teñidas con 

CFSE (1µM) y células dendríticas por 96 h y estimuladas tal como se indicó en la figura 4.18. 
Posteriormente se analizó la inhibición de la proliferación de los linfocitos CD4

+
 (Panel A) y 

CD8
+
  (Panel B) por citometría de flujo. Se muestran histogramas representativos y el promedio 

± SEM de n=3 experimentos independientes. **P<0.01 vs. Eu. 

 

Estos resultados nos permiten sugerir que habría una relación entre las bajas 
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observado en condiciones de hipotiroidismo con el incremento en la proporción 

y funcionalidad de células Tregs con actividad supresora. Nos propusimos 

entonces corroborar el impacto funcional del aumento en la proporción y 

actividad de células Treg en la supresión ejercida por fenómenos de 

hipotiroidismo, analizando el papel de este estado tiroideo en animales 

deficientes en Gal-1 y carentes de este subtipo de LT.  

4.2.3. Estudios de inmunosupresión asociada al hipotiroidismo. 

Participación de Gal-1. 

Se observó en estudios previos que células Tregs, tanto inducibles como 

naturales, expresan niveles incrementados de Gal-1, una lectina endógena con 

propiedades antiinflamatorias e inmunosupresoras (Garin y col., 2006; 

Rabinovich y Toscano, 2009). Por otro lado ratones deficientes en el gen que 

codifica para esta lectina (Lgals1-/-) presentan una actividad de células Treg 

reducida (Garin y col., 2006). Por este motivo, y para corroborar el rol de los 

linfocitos Tregs en la supresión de la actividad T, realizamos cultivos linfocitarios 

y analizamos las diferentes subpoblaciones linfocitarias en ratones Lgals1-/-  Eu 

e hipotiroideos. 

Para ello, en primer instancia, analizamos la expresión de Gal-1 en ratones wild-

type y Lgals1-/- y su modulación por el estado tiroideo. Como era esperable, 

ratones Lgals1-/-, demostraron ausencia de Gal-1, tanto a nivel de la proteína 

como del ARNm. Los animales wild-type exhibieron expresión incrementada de 

de Gal-1 tanto a nivel proteico como de ARNm, aunque este último no fue 

significativo (Figura 4.22 A y B).  Evaluamos entonces si la inducción del 

estado hipotiroideo lleva a alteraciones histológicas en animales Lgals1-/-, 

similares a las observadas en los ratones wild-type. Para ello se procedió a 

estudiar la morfología de cortes histológicos de órganos linfoides secundarios 

de los diferentes grupos experimentales mediante coloración con Tricrómico de 

Masson. Como se observa en la Figura 4.23 A y B, los animales hipotiroideos 

presentaron bajos niveles de T3 independientemente de la expresión de Gal-1 y 

estos bajos niveles de HTs provocaron una atrofia de los folículos linfáticos 

como fuera observado en ratones wild-type pudiendo ser revertida mediante la 

administración de T3. 
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Figura 4.22. Modulación de la expresión de Gal-1 por el hipotiroidismo. A. Semi-
cuantificación de Gal-1 por Western blot: gel representativo de muestras de ganglios 
linfáticos de animales C57 eu- o hipotiroideos y de ratones Lgals1

-/-
, reveladas con un Ac anti-

Gal-1 y análisis densitrométrico mostrando el promedio ± ESM de n=3 muestras independientes 
por grupo. B. Expresión de Gal-1: determinación del ARNm de Gal-1 obtenido de 
suspensiones celulares de ganglios de animales Eu e Hipo por RT-qPCR. Se muestran los 
promedios ± ESM de n=3 ensayos realizados utilizando como gen normalizador la β2- 
microglobulina. * P<0.05 vs control Eu. 

 

Figura 4.23. Valores hormonales y características histológicas de los bazos de animales 
Lgals1

-/-
 eu- e hipotiroideos y efecto de su reversión con T3.  A. Niveles séricos de T3 en los 

animales Lgals1
-/-

 y wild-type con distinto estado tiroideo. Los resultados son el promedio ± ESM 

de n5 animales por grupo. B. Caracterización histopatológica de bazos de animales con 
distintos estados tiroideos: Imágenes representativas de cortes de bazos de ratones Lgals1

-/-
 

(Panel Superior) o wild-type (Wt, Panel inferior) teñidos con la técnica Tricrómico de Masson. Se 
muestran los grupos controles eutiroideos (Eu), Hipo e Hipo + T3, Las imágenes fueron 
obtenidas con un aumento de 100X.Barra de escala = 100um. Se ejemplifican las zonas 
constituidas por pulpa blanca (PB) y pulpa roja (PR) y los folículos linfoideos (FL) o centros 
germinales (CG).   
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A continuación evaluamos las respuestas proliferativas de LT frente a la 

activación mitogénica en animales eu e hipo Lgals1-/- en comparación con los 

animales wild-type expuestos a los mismos estados tiroideos. Como se muestra 

en la Figura 4.24, si bien el estado hipotiroideo llevó a la disminución de la 

respuesta proliferativa de LT en los ratones wild-type hipotiroideos, dicha 

respuesta no se vio modificada respecto de su control en ratones Lgals1-/- 

hipotiroideos. Dicho efecto podría estar relacionado con la ausencia de la 

regulación negativa ejercida por Gal-1 en animales hipotiroideos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.24. Efecto del hipotiroidismo en ratones Lgals1
-/-

. A. Actividad linfocitaria: 
Suspensiones celulares de ganglios de animales Wt o Lgals1

-/-
 Eu e hipotiroideos (Hipo), fueron 

estimuladas con Con A (2g/ml) por 72 h y la proliferación fue evaluada por la incorporación de 
timidina tritiada. B. Porcentaje de linfocitos nTregs: en suspensiones de bazo de ratones C57 
Eu- e hipotiroideos marcadas con Acs contra CD4, CD25 y FoxP3, determinado por citometría 
de flujo. En ambos casos se muestra el Promedio ± ESM de n= 5 animales por grupo.  

Asimismo, en animales Lgals1-/- hipotiroideos no se observó el incremento en el 

porcentaje de células Tregs que fuera observado en los animales hipotiroideos 

wild-type (Figura 4.24B). El análisis de la actividad supresora de células nTreg 

de dichos ratones mostró en los animales Lgals1-/- una actividad supresora 

similar en animales eu- e hipotiroideos (Figura 4.25A y B). 
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Figura 4.25. Efecto del hipotiroidismo en ratones Lgals1
-/-

. Actividad supresora de nTregs: 
se purificaron células con fenotipo CD4

+
 CD25

+
 CD62L

- 
de suspensiones esplénicas de ratones 

de los distintos grupos y se co-cultivaron con células respondedoras purificadas (CD3
+
) 

coloreadas con CFSE (1µM), células dendríticas y Ac anti-CD3 por 96 h. Posteriormente se 
analizó la inhibición de la proliferación de los linfocitos CD4

+
 (A) y CD8

+ 
(B) mediante citometría 

de flujo.  Se muestra el histograma representativo de n=3 animales por grupo y el promedio ± 
ESM del índice de división para cada subtipo celular.  *P<0.05 vs. el correspondiente Control 
Eu.  

 

Podemos concluir que el incremento en los niveles proteicos de Gal-1 

observado en animales hipotiroideos podría estar relacionado a un aumento de 

células Treg con la consecuente disminución en la reactividad linfocitaria.  
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Las HTs son hormonas pleiotrópicas que actúan potencialmente en todas las 

células del organismo produciendo una gran variedad de respuestas tejido-

específicas. En particular, se ha demostrado que las hormonas del eje HPT son 

potencialmente inmunomoduladoras y se ha sugerido un importante rol en la 

regulación de procesos inflamatorios, así como también en el mantenimiento de 

la homeostasis inmunológica. Aunque la existencia de interacciones entre el eje 

tiroideo y la inmunidad ha sido documentada previamente, la integración entre 

ambos circuitos biológicos, como así también su importancia fisiológica no han 

sido aún bien definidos.  

En este trabajo de Tesis intentamos responder interrogantes asociados a la 

interacción entre el estado hipotiroideo y el SI, evaluando la funcionalidad de LT 

en un modelo de hipotiroidismo experimental sin componente autoinmune. Los 

resultados presentados en este trabajo nos han permitido inferir el importante 

papel que juegan los bajos niveles de HTs circulantes en la inducción de una 

respuesta T inmunosupresora.  

Discutiremos primeramente los hallazgos relacionados con las alteraciones 

estructurales originadas por el estado hipotiroideo en los órganos linfáticos 

secundarios, lugar donde son activados los LT, para analizar el impacto del 

tratamiento con la droga antitiroidea sobre el metabolismo hormonal a nivel 

linfocitario, la participación de los distintos componentes del eje HPT y 

finalmente los mecanismos involucrados en la supresión de la funcionalidad de 

células T que acompaña a este estado tiroideo alterado. Finalmente 

discutiremos las implicancias de estos resultados en el contexto de situaciones 

patofisiológicas que cursan con disminución de la respuesta inmune. 

 

5.1. CONSECUENCIAS DE LA DEPRIVACIÓN DE HTS EN ÓRGANOS 

LINFÁTICOS SECUNDARIOS  

Para estudiar los efectos fisiológicos que se producen por la falta de HTs a nivel 

de los tejidos linfáticos, utilizamos un modelo murino de hipotiroidismo mediante 

la administración de PTU al 0.05% en el agua de bebida, protocolo ya utilizado 

en numerosos trabajos (Fukui y col., 2013; Silva y col., 2015), incluyendo 

estudios previos de nuestro laboratorio (Klecha y col., 2006). Es importante 

destacar que la dosis de PTU empleada está en el rango de la mínima dosis de 
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mantenimiento del estado eutiroideo en pacientes con enfermedad de Graves 

(Kashiwai y col., 2003).  

El PTU es un compuesto derivado del tiouracilo que inhibe la síntesis de HTs. 

Este agente ha sido ampliamente utilizado en el tratamiento del hipertiroidismo 

en humanos, incluida la patología autoinmune. Esta droga se une 

covalentemente a la TPO inhibiendo su actividad. Adicionalmente el PTU impide 

la catálisis periférica de T4 a T3 al inhibir la acción de DIO1 (Gereben y col., 

2008). En el año 2009, la FDA alertó sobre su potencial riesgo de daño hepático 

(Akmal y Kung, 2014). Por otro lado, se ha descripto que esta droga puede 

inducir la producción de Acs anti-citoplasma de neutrófilos (ANCAs), 

habitualmente presentes en otras condiciones de autoinmunidad sistémica en 

humanos (Schamp y col., 2015). Por estos efectos secundarios, el PTU no es el 

agente principal de elección para el tratamiento de la tirotoxicosis y fue 

reemplazado por el metimazol, aunque sigue empleándose en caso de 

intolerancia a este último o en pacientes embarazadas hipertiroideas, dado la 

potencial teratogenicidad del metimazol (Hackmon y col., 2012).  Estos efectos 

secundarios sin embargo no se producen en ratones. Al respecto cabe 

mencionar que, a diferencia de lo que ocurre en humanos, en estudios 

intensivos sobre drogas antitiroideas realizados en roedores, no se han 

encontrado evidencias de reacciones autoinmunes, agranulocitosis o 

hepatotoxicidad asociadas al tratamiento con PTU (Fukui y col., 2013; Nambiar 

y col., 2014).  

El dosaje de HTs en suero de animales tratados con PTU mostró que los 

ratones alcanzaron el estado hipotiroideo a partir de los 7 días de tratamiento 

con el agente antitiroideo. Por lo tanto, los siguientes ensayos experimentales 

fueron realizados con 14 días de tratamiento con PTU para garantizar su 

efectividad, avalada por la disminución significativa de HTs y el aumento de los 

niveles de TSH. 

Los reportes previos nos han conducido hacia el estudio histopatológico de los 

órganos linfoideos secundarios frente a la disminución sérica de HTs inducida 

por el PTU luego de 15 días de tratamiento. Al respecto encontramos que los 

bazos de animales hipotiroideos mostraron un menor tamaño y peso respecto 
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de los animales eutiroideos. Esta observación se correlacionó con el número 

total de esplenocitos, que se encontró disminuido en los animales tratados con 

PTU. Por otro lado, el análisis histológico del tejido esplénico de los animales 

hipotiroideos mostró una disminución de la celularidad y atrofia de los folículos a 

los 14 días de tratamiento con PTU respecto de los animales eutiroideos y un 

aumento de eventos apoptóticos en dichos tejidos, caracterizado por el 

incremento en el número de células reactivas caspasa-3 y células TUNEL 

positivas.  

La expresión inmunohistoquímica de caspasa-3 activada se ha utilizado como 

marcador para monitorear la ejecución del proceso apoptótico. Las caspasas 

pertenecen a la familia de cisteín-proteasas específicas, cuya activación es el 

evento principal y el proceso irreversible de la apoptosis (Elmore, 2007). El 

proceso comienza con la activación de la caspasa-8, que puede activar 

directamente a la caspasa-3, así como también provocar la liberación de 

citocromo C de la mitocondria, que a su vez activa la caspasa-9 y caspasa-3. 

Este evento se desencadena por diversos compuestos químicos, incluyendo las 

hormonas tiroideas (Lin y col., 2008). Esta cascada de activación resulta en la 

liberación de endonucleasas causando la fragmentación del ADN (Scovassi y 

Torriglia (2003). Las hebras de ADN rotas pueden ser detectadas por 

incorporación de dUTP marcados por el método de TUNEL. La presencia de 

células apotóticas por estos ensayos claramente indican activación de los 

caminos apoptóticos (Loo, 2011) 

 

Varios trabajos han demostrado que el descenso de HTs lleva a la apoptosis 

(Lin y col., 2015). Ejemplo de ello, es el aumento de apoptosis inducido por 

hipotiroidismo congénito en neuronas de corteza cerebral de embriones de rata 

(Sinha y col., 2008) y en hepatocitos por daño oxidativo de la membrana 

mitocondrial (Mukherjee y col., 2014). Resultados similares, con disminución de 

tamaño y celularidad fueron observados en el bazo de crías de rata por 

administración de PTU durante la preñez y lactancia (Rooney y col., 2003; 

Gomez y col., 2008; Roksandić y col.. 2015). 

Con el propósito de confirmar si los cambios histopatológicos descriptos fueron 

causados por la falta de HTs, se incluyó un nuevo grupo de animales 

hipotiroideos a los que se les realizó un tratamiento de reemplazo hormonal con 
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T3. La restauración del estado eutiroideo se corroboró con la determinación de 

los valores hormonales. Los niveles de TSH y T3 se restablecieron a valores 

normales, no así los de T4, dado que la síntesis de HTs permaneció inhibida por 

acción de la droga antitiroidea. Observamos que tanto el deterioro parcial del 

tejido esplénico, como la desorganización de los centros germinales producidos 

a consecuencia del hipotiroidismo, revierten al restablecerse el estado 

eutiroideo. Los animales hipotiroideos que recibieron T3 recuperaron en gran 

parte la morfología normal. De acuerdo a nuestros resultados podemos concluir 

que el deterioro observado en animales del grupo hipotiroideo está asociado 

directamente a la falta de HTs y no a daños desencadenados por la 

administración de PTU per se. Se ha sugerido que el PTU puede tener efectos 

inmunosupresores por haberse demostrado que interfiere las respuestas 

mitogénicas linfocitarias; sin embargo las concentraciones empleadas en estos 

estudios exceden ampliamente aquéllas encontradas en circulación en 

pacientes tratados por su hipertiroidismo (Hallengren y col., 1980; Nakamura y 

col., 2011). Cabe volver a destacar que la dosis de PTU empleada en nuestro 

trabajo está en el rango mínimo de la dosis de mantenimiento del estado 

eutiroideo en pacientes con enfermedad de Graves (Kashiwai y col., 2003). Más 

aún se ha indicado que el mecanismo de la acción inmunosupresora del PTU 

sería precisamente indirecto y que estaría mediado por la disminución de la 

producción de HTs (Volpe, 2001). Apoyan también nuestros resultados varios 

estudios que muestran que muchas de las consecuencias del hipotiroidismo 

sobre el SI pueden revertirse mediante el tratamiento con HTs (Csaba y 

Pallinger, 2009; Silberstein y col., 2009). 

 

Esta reversión en los cortes histológicos esplénicos estaría mediada por el 

importante efecto que tienen las HTs en la regulación del balance entre 

proliferación y apoptosis demostrada tanto in vitro como in vivo (Alisi y col., 

2005; Scapin y col., 2010; Wang y col., 2010). El ejemplo más claro de la 

regulación ejercida por las HTs sobre la  la fisiología celular es la metamorfosis 

anfibia que está estricta y exclusivamente controlada por la T3. Los cambios 

más salientes en este proceso son la completa involución de algunos órganos y 

remodelación o desarrollo de otros, mediados por un balance entre apoptosis y 

proliferación inducido por T3 (Ishizuya-Oka, 2011; Miyata y Ose, 2012). Hemos 
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descripto que este balance entre proliferación vs. apoptosis tiene lugar en 

células de linfoma T murino en presencia de HTs (Barreiros Arcos y col., 2011; 

Barreiro Arcos y col., 2013) y hemos demostrado activación de caspasa-3 en la 

apoptosis (Barreiros Arcos y col., 2013; Sterle y col., 2015) y regulación de la 

expresión de ciclinas y de inhibidores de ciclo celular en los efectos 

proliferativos (Sterle y col., 2014 y 2015; Cayrol y col., 2015). También hemos 

observado que la presencia de HTs inclinaría el balance hacia la proliferación en 

tumores de linfoma T creciendo en animales hipertiroideos (Sterle y col., 2015). 

Por estos motivos, sería posible que la reversión inducida por T3 en el bazo de 

los animales hipotiroideos estuviese relacionada con su comportamiento como 

factor de crecimiento.   

 

Independientemente del mecanismo involucrado, las alteraciones evidenciadas 

en el bazo de animales hipotiroideos señalan que podría tener efectos 

biológicos deletéreos en la completa habilidad del huésped de generar una 

eficiente respuesta inmune. Esto fue demostrado también en humanos en 

diversas situaciones de hipotiroidismo no autoinmune (Stagi y col., 2005; 

Hodkinson y col., 2009; Bowers y col., 2013), como en modelos experimentales 

en los cuales se encontró una disminución de respuestas inmunes humorales y 

celulares y su restitución por el retorno al eutiroidismo (Chatterjee y Chandel, 

1983; Ohashi e Itoh, 1994; Klecha y col., 2000 y 2006; El-Shaikh y col., 2006). 

 

La reversión de los cambios histopatológicos observados en el hipotiroidismo 

experimental al restablecerse los niveles circulantes de T3, nos llevó a evaluar 

en células linfoides, el metabolismo de las HTs y sus posibles variaciones con el 

estado tiroideo, centrando este estudio en las células T por su rol central en las 

respuestas inmunes adaptativas. 

 

5.2. EFECTO DEL HIPOTIROIDISMO SOBRE EL METABOLISMO DE LAS 

HTs EN LT 

Numerosos trabajos han demostrado que los linfocitos presentan receptores 

para HTs indicando que las mismas actúan directamente sobre dichas células. 

Estos receptores fueron encontrados en células B y T y CD (Klein, 2003, 
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Barreiro Arcos y col., 2011, Cayrol y col. 2014, Mascanfroni y col., 2008; 2010). 

Al respecto, hemos corroborado que LT de ratones de la cepa C57BL/6 

eutiroideos presentan receptores tanto para HTs como para TSH y que, a través 

de los mismos, las hormonas del eje HPT, pueden modular las respuestas 

proliferativas de LT. Al respecto, si bien dichas hormonas no son capaces de 

inducir la proliferación linfocitaria, a diferencia de lo que ocurre en células de 

linfoma T (Barreiro Arcos y col., 2011; Cayrol y col., 2015; Sterle y col., 2015), 

son capaces de incrementar las respuestas estimuladas por mitógenos 

selectivos. 

A continuación estudiamos los efectos del hipotiroidismo experimental sobre la 

capacidad de células del sistema inmunológico de incorporar y metabolizar las 

HTs. Así comprobamos que la reducción sistémica de dichas hormonas, 

provoca, en linfocitos T, el aumento en el la expresión, tanto de genes de 

transportadores de HTs, LAT2 y MCT8, como de deiodinasas. La activación de 

todos estos genes promueve el aumento de T3 intracelular, indicando la 

dependencia de estas células de las HTs y su capacidad de responder 

fisiológicamente a fin de normalizar los niveles hormonales.   

Por otro lado, hemos observado que los LT eutiroideos han sido capaces de 

incorporar T4 radioactiva al espacio intracelular, señalando la presencia de una 

activa maquinaria metabólica destinada a la producción de T3 intracelular. Estos 

resultados concuerdan con el paradigma contemporáneo que indica que en 

estados fisiológicos normales la concentración de HTs séricas se mantiene 

relativamente constante en el organismo y que cada tejido regula su propia 

concentración de T3 intracelular neta al modificar la presencia de enzimas 

encargadas de la activación y degradación de HTs (Gereben y col., 2008). En 

base a esto, y de forma predecible, el grupo hipotiroideo evidenció un aumento 

en la actividad de incorporación de T4 marcada respecto del grupo control. 

Tomando estos resultados en conjunto podemos inferir la existencia de 

mecanismos compensatorios funcionales en células del grupo hipotiroideo. Es 

posible que ante la menor saturación de los TRs incremente la expresión de 

genes regulados negativamente por T3 tales como DIO2 y MCT8 de forma de 

compensar y mantener el eutiroidismo intracelular. (Visser y Peeters, 2012; 

Kinne y col., 2011) 
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Sin embargo, contrariamente a lo esperado, la actividad enzimática de DIO2 en 

LT del grupo hipotiroideo se vio muy reducida en comparación con la observada 

en células del grupo control. Estas discrepancias fueron ya comentadas por Da-

Silva y col. (2007) que han observado que la expresión sostenida de DIO2 

causa el agotamiento de su cofactor, el  selenio, lo que conduce a la actividad 

disminuida de la enzima. Sabiendo que el centro activo de las deiodinasas 

contiene un aminoácido poco frecuente, la selenocisteina, importante para la 

catálisis enzimática, nos resultó de interés analizar si la discrepancia entre el 

aumento del ARNm de DIO2 y su baja actividad en ratones hipotiroideos estaba 

relacionada con la concentración del oligoelemento. Nuestros resultados 

mostraron concentraciones reducidas de selenio en ganglios y en sueros de 

animales hipotiroideos. Esta observación explicaría la disminuida actividad de 

DIO2 evidenciada en células T del grupo hipo y apoyaría la hipótesis antes 

mencionada. Es interesante remarcar que trabajos recientes señalan que la 

aplicación de terapias de reemplazo conjuntas de HTs y Se en patologías 

hipotiroideas favorecen la evolución de los pacientes (Drutel y col., 2013). Más 

aún se sabe que luego de un tratamiento con T3, los niveles de Se aumentan, y 

aunque se desconoce el mecanismo interviniente parecería ser dependiente de 

la presencia de un TR1 activo (Mittag y col., 2010). 

Acompañando estos efectos los LT de animales hipotiroideos mostraron una 

reducida respuesta proliferativa ante la activación policlonal, inducida tanto por 

el mitógeno T selectivo Con A como por Acs anti-CD3 y anti-CD28. Más aún, la 

reversión del hipotiroidismo por tratamiento con T3 revirtió estos efectos, similar 

a lo hallado anteriormente en una respuesta inmune contra aloantígenos en 

ratones hipotiroideos respecto de los animales controles (Klecha y col., 2000). 

De manera similar, se ha demostrado que el hipotiroidismo puede producir un 

aumento en la severidad de infecciones virales respiratorias en ratones 

(Watanabe y col., 2008) lo que a su vez puede derivar en el desarrollo de sepsis 

(Afhami y col., 2007; Ho y col., 2004; Golombek, 2008).  

 

Hemos demostrado aquí que la reducción en los niveles hormonales circulantes 

se asocia a modificaciones histopatológicas en el bazo y afecta la actividad 

linfocitaria. Como mecanismo compensatorio, se produce una modulación del 
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metabolismo de las hormonas tiroideas en las células linfoides. Estos resultados 

nos llevaron a profundizar en el impacto de las alteraciones del eje HPT 

identificando las hormonas responsables del eje sobre las acciones a nivel del 

sistema inmune.  

  

5.3. COMPONENTES DEL EJE HTP INVOLUCRADOS EN LA SUPRESIÓN 

DE LA ACTIVIDAD DE LT HIPOTIROIDEOS  

Los animales hipertiroideos presentan bajos niveles circulantes de las HTs, T3 y 

T4, pero elevados niveles de TSH circulante y TRH hipotalámica. Nuestros 

resultados in vitro sugerirían que de estar los niveles plasmáticos de TSH 

relacionados con los efectos a nivel linfocitario, deberíamos ver un incremento 

de las respuestas T proliferativas más que una supresión. De hecho, se ha 

demostrado que la adición in vitro tanto de TSH como de TRH lleva al 

incremento de la funcionalidad de LT (Klein, 2006; Quintanar y Guzmán-Soto, 

2013), así como también se describió el incremento de respuestas proliferativas 

y de IFN- plasmático luego de la administración intravenosa de TRH en 

humanos (Grasso y col., 1998). Más aún, pudimos revertir los efectos 

proliferativos por administración de T3 con normalización de los niveles 

circulantes de T3 y TSH en animales tratados con PTU. Si bien estos resultados 

nos sugieren que son los niveles bajos de HTs, y particularmente de T3, los 

involucrados, para corroborar cuál de los componentes del eje HPT es 

responsable de la inmunosupresión, utilizamos ratones transgénicos que 

expresan constitutivamente el gen TRH (grupo Tg-TRH+). Estos animales 

presentaron un incremento en los niveles de TRH y algunos de valores de TSH 

similares a los observados en animales hipotiroideos, pero a diferencia de éstos, 

los valores de HTs fueron normales. Este grupo nos ha sido de utilidad para 

estudiar la acción del aumento sostenido de las hormonas del eje, pero sin la 

falta de las HTs. 

Los cultivos de linfocitos de estos animales mostraron importantes incrementos 

de las respuestas proliferativas frente al agregado de mitógenos respecto del 

grupo control, lo cual señala el efecto estimulatorio de la TRH in vivo. Más aún 

se correlacionó positivamente el índice de proliferación con la concentración 
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sérica de TSH de cada individuo. Los resultados del grupo Tg-TRH+ dejan en 

evidencia que lo que determina la disminución de la respuesta inmunológica en 

el hipotiroidismo experimental, es la falta de HTs. En efecto, a pesar de los 

niveles incrementados de TSH que presentan los animales hipotiroideos, 

prevalece la reducción de la proliferación linfocitaria provocada por los bajos 

niveles circulantes de HTs. 

 

Este comportamiento se repitió al estudiar el perfil de secreción de citoquinas in 

vitro luego del desafío mitogénico, donde los animales Tg-TRH+ mostraron un 

claro incremento en la secreción de las citoquinas características de un perfil 

inflamatorio Th1 mientras que los animales Hipo mostraron una disminución en 

los niveles de las mismas citoquinas inflamatorias. Sin embargo, no se han 

observado variaciones en los niveles de secreción de IL-4, IL-10, IL-6 o TNF-α 

en ningún grupo experimental. De forma similar a nuestros resultados, se ha 

comprobado que esplenocitos de animales hipotiroideos producían bajos niveles 

de IL-2 luego de la estimulación con Con A (Liu y col., 1995). Sin embargo, 

Karanikas y col. (2004), no encontraron diferencias en el patrón de citoquinas 

intracelulares en células T CD4+ y CD8+ de pacientes con hipotiroidismo severo 

no autoinmune, ni luego del restablecimiento del eutiroidismo por tratamiento 

con levotiroxina, aunque el número de pacientes estudiados (7 en total) fue muy 

reducido. En contraposición, linfocitos de animales hipertiroideos (con altos 

niveles de T3 y T4, pero bajos de TSH) mostraron una tasa de proliferación y 

producción de IFN-γ significativamente mayores que la de aquéllos provenientes 

de animales eutiroideos, remarcando que el aumento de HTs circulantes lleva al 

efecto contrario que el observado en los ratones hipotiroideos (Varedi y col., 

2014).  

En general, las patologías inmunitarias reflejan respuestas fisiológicas alteradas 

tanto en el número y como en la distribución de las diferentes poblaciones 

linfocitarias. Con el propósito de analizar si las variaciones de HTs y TSH 

promovían alteraciones en la frecuencia de tales poblaciones, hemos evaluado 

las mismas por citometría de flujo para los grupos eu-, hipotiroideos y Tg-TRH+. 

No detectamos diferencias en la frecuencia de LT, CD3+, ni de LB, CD19+, ni en 

los subtipos de células T CD4+ o CD8+. No obstante, detectamos un incremento 
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de células Tregs (CD4+CD25+FoxP3+) en el grupo Hipo respecto del Eu. De 

manera similar, se demostró una proporción incrementada de células Tregs 

CD4+CD25+ en bazo y sangre periférica de crías hipotiroideas de ratas tratadas 

con drogas antitiroideas durante la preñez (Nakamura y col., 2007). Por su 

parte, el grupo Tg-TRH+ en contraste, no mostró diferencias en esta población 

respecto del grupo control. Adicionalmente, el grupo Hipo presentó, no sólo un 

incremento en la frecuencia de la población de Tregs, sino también una mayor 

actividad inmunosupresora. Células Tregs purificadas de cada grupo mostraron 

en ensayos de supresión in vitro con células CD3+ singeneicas estimuladas con 

Acs anti-CD3/CD28, una actividad supresora incrementada en el grupo 

hipotiroideo respecto del control. Más aún, tanto la subpoblación de células 

CD4+ como CD8+ respondedoras resultaron inhibidas, señalando que dicha 

inhibición fue generalizada.  

En resumen, estos hallazgos señalan que la presencia de valores séricos 

normales de HTs es necesaria para el mantenimiento de una respuesta inmune 

normal. Así lo demuestran las bajas respuestas proliferativas linfocitarias 

acompañadas de un perfil inflamatorio alterado y el aumento de células T 

regulatorias en el hipotiroidismo experimental. Los resultados demuestran que 

cuando las HTs circulantes se encuentran por debajo de sus niveles fisiológicos, 

el aumento de TSH no logra restablecer la función inmune normal. En cambio, 

cuando los valores circulantes de HTs son normales, es factible evidenciar el 

efecto sinérgico de los niveles séricos de TSH elevados en la modulación 

inmunológica, reflejado en el aumento de la respuesta proliferativa de LT en 

cultivo, como así también en el incremento de la producción in vitro de 

citoquinas inflamatorias en los animales que sobreexpresan el gen de TRH.  

 

5.4. LAS CÉLULAS TREGS CONTRIBUYEN A LA INHIBICIÓN DE LT 

SUBYACENTE AL HIPOTIROIDISMO EXPERIMENTAL 

En conjunto nuestros resultados no solo reforzarían nuestra hipótesis de 

inmunosupresión asociada al hipotiroidismo, sino que le darían a las células 

Tregs una participación relevante en los mecanismos intervinientes en estos 

efectos. Es sabido que las células Tregs mantienen la tolerancia y homeostasis 
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inmunológica mediante una supresión activa de las células efectoras del SI 

(Rabinovich y col., 2007). Las Tregs pueden ejercer su actividad supresora a 

través de mecanismos que requieren de la interacción célula-célula, y también 

mediante la liberación de citoquinas inmunosupresoras (Bluestone y col., 2010). 

Uno de los mecanismos supresores involucrados es la secreción de la Gal-1, 

una lectina que contribuye en la actividad inmunosupresora de estas células 

(Garín y col., 2007) y que permite su expansión (Toscano y col., 2006; Dalotto 

Moreno y col., 2013). Cabe preguntarse entonces si el desbalance hormonal 

desencadena un mecanismo por el cual se favorece un perfil inmunosupresor 

que a su vez conduciría a una inducción de Tregs en órganos periféricos. Para 

responder a este interrogante estudiamos en cultivos in vitro la capacidad de 

células Tnaive provenientes de animales eu- e hipotiroideos, de diferenciarse a 

iTregs. Bajo condiciones subóptimas de cultivo se evidenció que células 

purificadas de animales hipotiroideos se diferenciaban con una mayor eficiencia 

que las provenientes del grupo control. Es decir el estado tiroideo promueve un 

ambiente en el cual, las células Tnaive podrían diferenciarse a iTregs promoviendo 

un perfil inmunosupresor. Las iTregs hipotiroideas a su vez también mostraron en 

ensayos in vitro una mayor supresión que las provenientes de un animal 

eutiroideo. 

Resulta interesante mencionar que varios autores han inducido estados 

hipotiroideos como una forma indirecta de modular respuestas inflamatorias 

(Shirin y col., 1999).  Bagnato y colaboradores (2013) han mostrado que, 

independientemente de cómo se genere el estado hipotiroideo, la disminución 

de HTs produce un estado inmunosupresor. En un modelo experimental de 

daño hepático consistente en la administración de Con A en ratones, se ha 

demostrado una hiperactivación inmunológica que involucra el incremento de 

IFN-ɣ y TNF-α. En este modelo se ha visto que un estado hipotiroideo, inducido 

por PTU, reduce la inflamación mediada por LT observándose una disminución 

del daño hepático característico de la patología experimental (Shirin y col., 

1999) 

Por otro lado, estudios realizados en varios modelos experimentales de 

autoinmunidad e inflamación crónica han señalado la importancia de Gal-1 para 

mantener la homeostasis inmunológica, con un incremento en la severidad de la 
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enfermedad en ratones deficientes de esta galectina (Toscano y col., 2007; 

Ilarregui y col., 2009). A su vez la administración de Gal-1 recombinante ha 

mostrado ser efectiva atenuando los efectos inflamatorios en enfermedades 

autoinmunes (Rabinovich y col., 1999; Santucci y col., 2000; Toscano y col., 

2006; Perone y col., 2006). Resulta interesante que diferentes autores han 

indicado que el gen de Gal-1 se encuentra sobreexpresado en células Tregs, lo 

cual contribuiría sustancialmente a su capacidad supresora (Garin y col., 2007; 

Wang y col., 2009). Además, se ha mostrado que el bloqueo de dichas lectinas 

provoca una reducción en la función supresora de células Tregs (Garin y col., 

2007). De forma interesante, se ha demostrado que Gal-1 a su vez contribuye a 

la expansión de células Tregs in vivo y facilita la inducción de esta población 

celular, promoviendo un perfil inmunosupresor. Al respecto hemos hallado que 

la disminución de HTs en ratones hipotiroideos se vio acompañada de un 

incremento significativo de Gal-1 en tejidos inmunes. Esta observación 

implicaría un nexo de suma importancia entre el estado tiroideo y la inmunidad, 

explicando el incremento de Tregs observado en animales hipotiroideos (toscano 

y col., 2006; Seki y col., 2008)  

Por este motivo indujimos el modelo de hipotiroidismo experimental en animales 

Lgals1-/-, que carecen del gen de Gal-1 (hecho que comprobamos 

experimentalmente), de forma de contrastar nuestros resultados. Para ello 

estudiamos comparativamente la proliferación celular y la proporción y actividad 

de células Tregs en animales Lgals1-/- y wild-type. Encontramos que el 

tratamiento con PTU sobre estos animales produce las mismas alteraciones 

hormonales e histopatológicas que las observadas en animales wild-type y que, 

a su vez, estas pueden ser revertidas por el tratamiento con T3. Los animales 

Lgals1-/- tratados con PTU mostraron concentraciones de HTs bajas a los 14 

días de administración del agente antitiroideo y una desorganización del tejido 

esplénico similar a lo observado en el grupo Hipo wild-type, ambos efectos 

revertidos por la administración de T3, señalando nuevamente que también en 

estos animales, los efectos observados se deben a la baja concentración de 

HTs. 
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Habiendo comprobado la efectividad del tratamiento con PTU evaluamos la 

respuesta biológica de LT en cultivo. Para ello estudiamos nuevamente la 

reactividad linfocitaria. Como era esperado, los animales Hipo wild-type 

mostraron una reducción en el índice de división respecto de los animales Eu 

wild-type; sin embargo no se observaron diferencias significativas entre los 

grupos Eu e Hipo de los ratones Lgals1-/-. Tampoco se detectaron variaciones 

en la frecuencia de células Tregs como se ha visto en animales Hipo wild-type. 

Como era esperable también corroboramos que las células Tregs circulantes de 

estos animales Hipo knock out no tuvieron incremento en su actividad 

supresora. Estos resultados en los ratones Lgals1-/- indicarían que más que las 

alteraciones endocrinas y morfológicas los niveles elevados de Gal-1 y la 

presencia incrementada de células Tregs y de su actividad son las que llevan a la 

disminución de la actividad de células T en el hipotiroidismo. Queda aún por 

determinar si Gal-1 exógena expande Tregs o permite su diferenciación tal 

como se observó (Toscano y col., 2006; Dalotto Moreno y col., 2013) o si Gal-1 

endógena presente en Tregs contribuye a amplificar su capacidad supresora tal 

como se demostró previamente (Garin y col., 2006). 

 

Es sabido que las HTs influencian la tasa metabólica y el consumo energético 

en varios tipos celulares incluyendo los linfocitos (Valdemarsson y Monti, 1994). 

Por ello se podría señalar que el efecto de inmunosupresión se debería en parte 

a que, ante la falta hormonal, las células del sistema inmunológico tendrían su 

tasa metabólica disminuida. Los resultados obtenidos en animales Lgals1-/- son 

fundamentales para subrayar que, aún ante la falta de HTs, la actividad 

linfocitaria fue similar al grupo control eutiroideo. Esto implicaría que el estado 

inmunosupresor observado, estaría fundamentalmente relacionado más que con 

la disminución de la actividad metabólica celular, con una señalización 

disparada por el estado hipotiroideo y dependiente de Gal-1. De hecho, similar a 

lo que sucede con el hipotiroidismo (Shiri y col., 1999), se observó que Gal-1 es 

capaz de suprimir la hepatitis inducida por Con A y el riesgo de desarrollo de 

hepatocarcinoma asociado a la inflamación por acción de Gal-1 (Santucci y col., 

2000; Potikha y col., 2013). Se podría concluir que estos efectos estarían 

relacionados con los altos niveles de Gal-1 inducidos por el hipotiroidismo tal 

como encontramos en nuestro modelo.  
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En síntesis, hemos observado que el estado hipotiroideo conduce a un 

incremento de células Tregs  (CD4+CD25+FoxP3+) las cuales muestran una gran 

actividad supresora. Este aumento no fue observado en animales que carecen 

de Gal-1. A su vez en esta cepa no se encontraron diferencias entre las 

actividades supresoras de Tregs de los distintos grupos indicando un mecanismo 

de dependencia directa de Gal-1 en los animales hipotiroideos. 

 

5.5. IMPLICANCIAS FISIOPATOLÓGICAS DE NUESTROS RESULTADOS  

Las interacciones entre el SI y el sistema neuroendocrino funcionan para 

mantener y proteger la homeostasis del organismo. Esta interrelación es 

importante para orquestar respuetas adaptativas apropiadas especialmente 

cuando la homeostasis se ve amenazada. En este contexto las interacciones 

entre el eje tiroideo y, particularmente entre las HTs y los LT, parecerían 

intervenir y se ponen especialmente de manifiesto cuando el SI es desafiado 

como ocurre en numerosas condiciones fisiológicas o patológicas. Así, se ha 

demostrado una asociación entre la caída de los niveles de HTs y diversos 

parámetros inmunológicos en individuos de edad avanzada (Hodkinson y col., 

2009). Hallazgos similares, indicando que las HTs estárían implicadas en la 

respuesta inmune disminuida durante el envejecimiento, fueron encontrados en 

ratones de más de 18 meses de edad, efecto que pudo ser revertido mediante 

tratamiento con T4 (El-Shaikh y col., 2006). Estos resultados ponen de 

manifiesto la relación entre la función tiroidea alterada y la inmunidad en las 

personas mayores y la importancia de estas interacciones en condiciones 

fisiológicas. 

Otro ejemplo lo constituye el estrés. Por mucho tiempo se ha sugerido que el 

estrés desempeña un papel preponderante en la etiología de muchas 

enfermedades y que es perjudicial para la salud. Hoy en día, hay suficiente 

evidencia que indica que el estrés está asociado a la desregulación inmune (Mc 

Ewen, 2008). En condiciones de estrés, se ha demostrado un estado 

inmunosupresor que conduce a un aumento de susceptibilidad a las infecciones 

y el cáncer (Frick y col., 2009). Estas situaciones de estrés están acompañadas 
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de una disminución concomitante de los niveles circulantes de HTs (Cremaschi 

y col., 2000; Helmreich y col., 2006; Mastorakos y Pavlatou, 2005) y se ha 

demostrado que el restablecimiento de la función tiroidea en ratones sometidos 

a estrés crónico y portadores de tumor, incrementa las respuestas inmunes anti-

tumorales y disminuye el crecimiento del tumor (Frick y col., 2009). El estudio y 

comprensión de los mecanismos implicados en estas interrelaciones es crucial a 

fin de establecer nuevos enfoques terapéuticos para pacientes con cáncer.  

 

Adicionalmente, se ha propuesto la administración de HTs en casos selectos de 

hipotiroidismo congénito que resultan en inmunodeficiencia severa (Pillay, 1998) 

y junto con las vacunas para agentes infecciosos como el virus de la 

inmunodeficiencia humana a fin de aumentar las respuesta inmunes celular y 

humoral contra el virus (Bucay, 2007). 

 

Por otra parte, también se podría proponer el empleo de agentes antitiroideos 

en el tratamiento de desórdenes autoinmunes, dada la potente inducción de 

células Treg que causa la disminución de HTs. Se ha descripto en los 

desórdenes autoinmunes tiroideos la ausencia de células Tregs funcionales 

(Glick A y col., 2013) y también se ha demostrado la inducción de tolerancia 

inmunológica por transferencia adoptiva de células Tregs (Toscano y col., 

2006). De hecho se ha demostrado tanto en modelos animales como en 

pacientes con hipertiroidismo de Graves que el tratamiento con PTU o 

metimazol lleva a la inducción de células Treg funcionales que podrían estar 

involucradas en la disminución de las respuestas inflamatorias autoinmunes 

(Saitoh y Yuji, 2006; Klatka, 2014a y b) 

 

Por todo lo expuesto los resultados presentados en este trabajo de tesis no sólo 

tienen la importancia de resaltar el rol que juegan las HTs en la 

inmunomodulación, sino que además pueden brindar las bases racionales para 

proponer la modulación de estado tiroideo en aquellas patologías que cursan 

con alteraciones de la inmunidad lo cual señala su relevancia traslacional. 



 

 
 

6. CONCLUSIONES 
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Las HTs modulan el sistema inmunológico. Los bajos niveles de HTs circulantes 

observados en el hipotiroidismo conducen a un estado inmunosupresor. En 

base a los resultados obtenidos in vitro con LT y mediante el estudio de la 

funcionalidad de estas células en animales de los distintos modelos 

experimentales con diferentes estados tiroideos podemos concluir que: 

 

 Los LT poseen receptores funcionales para HTs y TSH capaces de 

incrementar su respuesta proliferativa. 

 

 Dichas células expresan además deiodinasas, DIO2 y DIO3  y los 

transportadores para HTs MCT8 y LAT2. 

 

 El tratamiento por 14 días con el agente anti-tiroideo PTU lleva a un 

estado de hipotiroidismo con niveles reducidos de T3 y T4 pero 

incrementados de TSH.  

 

 Este fenómeno se vio acompañado por alteraciones histopatológicas de 

los órganos linfáticos secundarios, principalmente del bazo, llevando a la 

disminución de su tamaño y a la atrofia de sus folículos, efectos 

revertidos por el restablecimiento del estado eutiroideo por administración 

de T3. 

 

 En condiciones de hipotiroidismo encontramos también un aumento de la 

expresión de los transportadores y de la incorporación de T4 marcada 

radiactivamente hacia el interior celular. Además encontramos un 

incremento de la expresión de DIO2, pero asociado a una disminución de 

su actividad, efecto probablemente relacionado con la presencia de bajos 

niveles de selenio en suero y ganglios linfáticos de ratones hipotiroideos.  

 

 Los ratones hipotiroideos mostraron una menor respuesta proliferativa 

por estimulación  con  ConA  o  Acs anti-CD3/CD28, efectos que fueron 

revertidos por tratamiento con T3. 
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 Estos efectos se asociaron a una menor producción de citoquinas de tipo 

Th1, sin alteración de citoquinas Th2, demostrando el efecto 

inmunosupresor del hipotiroidismo sobre la actividad de células T. 

 

 El estudio de la reactividad linfocitaria en ratones transgénicos que 

sobreexpresan el gen de TRH (Tg-TRH+), caracterizados por niveles 

normales de HTs y TSH circulantes y  altos niveles de TRH diencefálica, 

mostró, a diferencia de lo encontrado en ratones hipotiroideos, una 

correlación positiva entre los valores de TSH y el índice de estimulación 

linfocitario. Adicionalmente estos animales presentaron un aumento de 

las respuestas proliferativas y de la secreción de citoquinas IFN-, IL-2 e 

IL-6. Este efecto indica que son los bajos niveles de HTs circulantes los 

responsables de la baja actividad de LT. 

 Por otro lado, los bajos niveles de HTs, pero altos de TRH y TSH de 

ratones hipotiroideos fueron acompañados de un aumento significativo en 

el porcentaje de células Treg naturales e inducibles y de su actividad 

supresora. Por su parte los ratones Tg-TRH+ no mostraron diferencias en 

dichos porcentajes respecto de los animales wild-type. 

 El aumento en el porcentaje de células Tregs de los ratones hipotiroideos 

fue acompañado de un mayor contenido de Gal-1. 

 El modelo de hipotiroidismo experimental se reproduce en los ratones  

Lgals1-/- tratados con PTU que presentaron cambios histopatológicos 

similares en los tejidos esplénicos y  similares variaciones hormonales. 

Ambos efectos se revirtieron también por administración de T3. 

 Sin embargo, y a diferencia de lo observado en ratones wild-type 

hipotiroideos, los ratones Lgals1-/- no mostraron variaciones en la 

proporción de Tregs ó su actividad y tampoco presentaron una reactividad 

disminuida ante estímulos T mitogénicos. Esto indica que la 

inmunosupresión inducida por estados de hipotiroidismo tiene un 

componente celular dependiente de Gal-1. 
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Figura 6. Resumen de los mecanismos involucrados en la supresión de la funcionalidad 

de LT inducida por el hipotiroidismo experimental: La disminución de HTs que acompaña al 

estado hipotiroideo (de acuerdo a lo observado en experimentos de reversión y con animales 

Tg-TRH
+
) conduce a alteraciones en el metabolismo de las HTs en los LT. Esto se ve 

acompañado por una disminución del volumen esplénico, por un incremento de eventos 

apoptóticos y por la obsevación de folículos linfáticos atróficos. Conjuntamente se produce un 

incremento en la proporción y actividad de celulas Tregs tanto naturales como inducibles y un 

incremento en la expresion de Gal-1. Estos efectos no se observaron en animales Lgals1
-/-

 

hipotiroideos. Esto eventos llevan a la disminución de la funcionalidad T y concomitantemente 

serian responsables de la inmunosupresión que acompaña al estado hipotiroideo. 
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En síntesis, estos resultados profundizan los mecanismos involucrados en la 

modulación de la actividad linfocitaria por el estado tiroideo y resaltan el rol de 

las HTs en la regulación de la fisiología de LT.  Además, refuerzan el hecho de 

que la disminución sostenida de los niveles de HTs tendría efectos biológicos 

perjudiciales sobre la capacidad global para generar una respuesta inmune 

eficiente. Esto estaría mediado por el aumento del número y funcionalidad de 

células Treg, dependiente de la expresión de Gal-1, inducido por los bajos 

niveles circulantes de HTs.  Por último, nuestros resultados permitirían sentar 

las bases para investigaciones futuras proponiendo la regulación de los niveles 

de HTs en patologías que cursen con alteraciones inmunológicas. 

 



 

 
 

7. ABREVIATURAS  

  



ABREVIATURAS 

 
 

Acs, anticuerpos 
ACTH, hormona adrenocorticotrófica  
ADN, ácido desoxirribonucleico  
ADNc, ácido desoxirribonucleico 
complementario  
Ags, antígenos 
AMPc, adenosina monofosfato ciclica  
ANCAs, Acs anti-citoplasma de 
neutrófilos 
ANOVA, análisis de varianza  
APCs, células presentadoras de 
antígenos  
ARN, ácido ribonucleico  
ARNm, ARN mensajero  
ATP, adenosina trifosfato  
BCR, receptores específicos de 
linfocitos B  
C57, cepa C57Bl/6  
CD, cluster de diferenciación  
CD40L, ligando de CD40  
CDs células dendríticas  
CFSE, Carboxifluorescein Diacetato 
Succinimidil Ester  
CMH, complejo mayor de 
histocompatibilidad  
CMH-I, complejo mayor de 
histocompatibilidad de clase I  
CMH-II, complejo mayor de 
histocompatibilidad de clase II  
CPAs, células presentadoras de 
antígenos  
CRH, hormona liberadora de 
corticotropina  
DBD, dominio de unión al ADN  
DIT, diiodotirosinas  
ERK1/2, quinasa reguladora de señales 
extracelulares 1/2  
ES, error estándar  
FGF, factor de crecimiento de 
fibroblastos  
FITC, isotiocianato de fluoresceína  
FoxP3, factor de transcripción forkhead 
box P3  
Gal-1, galectina-1 
GHIH, Growth Hormone Inhibiting 
Hormone 
H&E, hematoxilina y eosina  
Hipo, hipotiroideos  
HPA, eje hipotálamo-pituitaria-adrenal 
HPT, eje hipotálamo-pituitario-tiroideo 
HTs, hormonas tiroideas  
IDO, indoleamina 2,3 dioxigenasa 
IFN, interferón  
Igs, inmunoglobulinas 
IHQ, Inmunohistoquímica  

IL, interleuquina  
LB, linfocitos B 
LPS, lipopolisacáridos  
LT, linfocitos T 
L-T4, L-Tiroxina  
MAPK , proteín quinasas activadas por 
mitógenos  
MIT, monoiodotirosinas 
NIS, simporter Na+/I-  
NK, células natural killer, asesinas 
naturales  
NPV,núcleo paraventicular del 
hipotálamo 
NTS, neuronas del núcleo del tracto 
solitario 
PAMPs patrones moleculares 
específicos asociados a patógenos 
PBS, buffer fosfato salino  
PCR, reacción en cadena de la 
polimerasa  
PE, ficoeritrina  
PGE2, prostaglandina E2 
PKC, proteín quinasa C  
PLC, fosfolipasa C  
PTU, propiltiouracilo  
qRT-PCR, reacción de cadena de la 
polimerasa cuantitativa con 
retrotranscripción  
RPMI, medio Roswell Park Memorial 
Institute  
SE, sistema endócrino 
SFB, suero fetal bovino  
SI, inmune 
SN, sistema nervioso  
SNA, sistema nervioso autónomo 
SNC, sistema nervioso central  
T3, L-triiodotironina  
T4, L-tiroxina  
TBG, globulina transportadora de HTs  
Tc, linfocitos T citotóxicos  
TCR, receptor de células T  
TCR, receptores específicos de 
linfocitos T 
Tg, tiroglobulina  
TGF-β, factor de crecimiento 
transformante β  
Th, célula T helper o colaboradora  
TNF, factor de necrosis tumoral  
TPO, tiroperoxidasa tiroidea  
TRE, elementos de respuesta a 
hormona tiroidea  
Tregs, células T regulatorias  
TRH, hormona liberadora de tirotrofina  
TRs, receptores clásicos para HTs  
TSH, tirotrofina 
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TTR, transtiretina  
VEGF, factor de crecimiento del 
endotelio vascular 
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