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RESUMEN

La supervivencia de un organismo se basa en la capacidad de las células, tejidos y
drganos para comunicarse entre si, manteniendo un equilibrio y llevando a cabo importantes
funciones bioldgicas. En este sentido, los sistemas neuroenddcrino e inmune estan en
constante comunicacidén para mantener la homeostasis del organismo y orquestar respuestas

coordinadas frente a los distintos desequilibrios y patologias.

Las hormonas tiroideas (HTs) ejercen un rol sobre el inicio de la inmunidad
adaptativa. El laboratorio donde se realizd esta Tesis Doctoral proporcioné la primera
evidencia de la expresién de receptores de HTs (TR), principalmente la isoforma 1, en las
principales células presentadoras de antigeno, las células dendriticas (DCs), derivadas de
médula dsea de raton. Se demostré que niveles fisioldgicos de triiodotironina (Ts) inducen la
maduracién de DCs y la secrecidn de IL-12. Ademas, DCs estimuladas con Ts incrementaron la
capacidad aloestimulatoria de linfocitos T direccionando la respuesta hacia un perfil T helper
1 mediante la activacion de una via de sefalizacion dependiente de Akt y NF-kB, e
independiente de PI3K. También se demostrd sobre el mecanismo de accién de las HTs, la
capacidad de interaccionar con otras hormonas, entre otras con los glucocorticoides (GCs),
en la expresion final de determinadas acciones metabdlicas especificas de Ts.

Por otra parte, estudios mas recientes y llevados a cabo en el mismo laboratorio,
revelaron que T; estimula a las DCs murinas, a diversos niveles, favoreciendo tanto su funciéon
inductora de la actividad antitumoral antigeno especifica del linfocito T, incluyendo una
mayor supervivencia y migracién a nddulos linfaticos, como asi también la capacidad
aloestimulatoria de células T. Ademas, se informé que T; instruye a las DCs para reforzar las

respuestas citotdxicas especificas, mejorando la presentacién cruzada de antigeno in vivo,
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enfatizando el potencial que T; tiene como potente herramienta en los tratamientos ex vivo
de DCs.

Dado el creciente conocimiento de la inmunobiologia de las DCs y la definicidn de
respuestas antitumorales dptimas, estas células han sido blanco de estudio de estrategias
inmunoterapéuticas contra el cdncer. En consecuencia, existe un gran interés por el estudio
de la biologia celular de DCs para ser aplicada a dichos protocolos. Es por ello que este
trabajo de Tesis abordd el estudio de los mecanismos moleculares vinculados al transporte,
metabolismo y sefalizacion intracelular de HTs en DCs.

Esta Tesis se dividio en 3 partes, abordando el estudio de los fendmenos asociados al
(1) Transporte y (2) Metabolismo de HTs en DCs, y (3) la profundizacién del mecanismo de

sefalizacion involucrado en el efecto de T; sobre DCs.

1 - Los resultados obtenidos en esta primera parte revelan la capacidad de las DCs de
transportar HTs, tanto hacia el interior como hacia el exterior celular, y evidencian la
preferencia de T; sobre tiroxina (T,) en la captacidn, y de T, sobre T; en el proceso de eflujo.
Ademas, sugieren fuertemente que los transportadores de HTs MCT10 y/o LAT2 serian las
proteinas que participarian en su transporte (captacion y/o eflujo) en DCs, poniendo de
manifiesto la participacién e importancia de MCT10 en la captacién y por lo tanto en la
accion de T; a nivel de DCs. Finalmente, hallazgos posteriores permitieron concluir que el

transporte de HTs en DCs se encuentra regulado por Ta.
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2 - Los ensayos realizados en esta segunda parte del trabajo permitieron revelar la
capacidad de metabolizar HTs que exhiben las DCs. Se pudo concluir que DCs expresan las
Deiodionasas de lodotironinas Tipo 2 (D2) y Tipo 3 (D3), y que en condiciones basales la
expresion proteica y la actividad enzimatica de D3 son mayores que las de D2, sugiriendo un
rol preponderante de la inactivaciéon de T; por D3 en el control de los niveles intracelulares
de HTs en DCs. Por otro lado, ensayos posteriores permitieron concluir que T; regula a las
deiodinasas de iodotironinas en DCs, aumentando la expresién y actividad de D3 vy

reduciendo la de D2, por lo tanto ejerciendo un control de sus propios niveles intracelulares.

3 - Finalmente, los hallazgos obtenidos en esta tercera y ultima parte del trabajo
permitieron revelar que T, no ejerce efectos sobre la maduracidn y funcionalidad de las DCs,
al menos cuando estos parametros son evaluados mediante la produccién y secrecién de IL-
12. En adicién, resultados iniciales obtenidos para indagar la participaciéon de la via de
sefializacion intracelular mediada por esfingolipidos en el efecto inducido por T; sobre las
caracteristicas y funcionalidad de DCs, permitieron concluir que los mismos tendrian, al

menos en parte, un rol.

En conjunto, los resultados obtenidos en este trabajo de Tesis Doctoral amplian el
conocimiento del efecto de HTs en los eventos de inicio de respuestas inmunes adaptativas,
revelando el papel central de Ts; y caracterizando en profundidad los mecanismos de

transporte de HTs y deiodinacién de iodotironinas en estas células.
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Vifietas Historicas de la Glandula Tiroides

El reconocimiento de la glandula tiroides como una entidad anatdmica y fisioldgica surgid
como producto de las primeras disecciones humanas, a partir del siglo XVI. Leonardo Da Vinci es
reconocido como el primero en dibujar la glandula tiroides como un drgano auténomo (1). Da
Vinci inicid la confeccion de un atlas anatémico, aunque no llegd a completarlo. Luego
Michelangelo Buonarroti se comprometié a realizar los dibujos para “De Re Anatomica” de
Realdus Columbus, pero la vejez se lo impidid. La “Adenographia” de Thomas Wharton, nombra en
1656 a la glandula tiroides por primera vez y la describe en mayor detalle, intentando asignar
inclusive una funcién a la misma. Por lo tanto, la historia de esta glandula incluye un ndmero
interesante de hombres famosos a través de los afios, desde Leonardo Da Vinci y Michelangelo

Buonarotti hasta Andreas Vesalio y Thomas Wharton.

S
\ Ao\
LR A

Figura. 1. llustracién de la Glandula Tiroides por Vesalio en De Humani Corporis Fabrica, aifio 1543.
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I - GLANDULA TIROIDES Y HORMONAS TIROIDEAS

1.1.1 ESTRUCTURA Y FUNCION

Situada en el cuello, la glandula tiroides es uno de los mas grandes 6rganos enddcrinos,
con un peso aproximado de entre 15 y 30 gr en adultos. Esta glandula debe su nombre a la palabra
griega “Thyros” (escudo), en base a su funcidn protectora sobre la laringe. Embrioldgicamente, el
tejido tiroideo se desarrolla desde la base de la lengua y se ubica finalmente en la cara anterior del
cuello durante la gestacion.

La gldndula madura se compone de dos Iébulos unidos por una banda delgada de tejido,
llamada Istmo (Figura 2A). En si, la tiroides estd compuesta de unidades funcionales denominadas
foliculos tiroideos, cuya morfologia es esférica y vastamente irrigada por capilares sanguineos. En
el interior del foliculo se encuentra un coloide proteico claro que es el constituyente principal de la
masa total de la tiroides.

En una seccidén transversal, el tejido de la tiroides aparece lleno de estructuras estrechas
en forma de anillo que presentan una sola capa celular rodeando un lumen. El didmetro de los
foliculos varia considerablemente de acuerdo al estado funcional, incluso dentro de la misma
glandula, pero el promedio es alrededor de 200 um. El epitelio descansa sobre una membrana
basal rica en glicoproteinas que separan las células foliculares de los capilares que las rodean

(Figura 2B) (2).

16
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A
Células
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(Tirocitos)
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Tiroides S
Tiroideo Células C
Capilares
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Figura 2. Glandula Tiroides. A) Anatomia de la gldndula. B) Unidad funcional tiroidea.

1.1.1.1 Biosintesis de Hormonas Tiroideas

La funcién de la tiroides es producir la cantidad de hormonas tiroideas (HTs) necesaria
para satisfacer las demandas de los tejidos periféricos. Esto requiere un transporte suficiente de
ioduro hacia la célula tiroidea, su transferencia al coloide y su oxidacion mediada por la Peroxidasa
Tiroidea (TPO) para permitir la sintesis hormonal. Este mecanismo requiere también la sintesis de
Tiroglobulina (Tg), una glicoproteina que sirve de matriz para la sintesis de HTs a partir de sus
residuos tirosilo que son iodados en el margen apical de la célula folicular tiroidea para formar
Diiodotirosina (DIT) y Monoiodotirosina (MIT). Por otro lado, TPO produce H,0, que cataliza la
oxidacion del ioduro y su transferencia a los residuos tirosilo de la Tg. TPO también cataliza el
acoplamiento de dos moléculas de DIT o una de DIT y una de MIT, lo que conduce a la formacion
de 3,5,3’,5"-Tetraiodotironina (T,-Tiroxina) y 3,3’,5-Triiodotironina (T3), respectivamente. Estas HTs

se almacenan en el coloide, pero formando parte alun de la molécula de Tg (Figura 3) (2).
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El proceso de secrecién de T, y T; involucra la recaptacion de la Tg desde el coloide al
interior de la célula sin hidrdlisis enzimatica previa. La Tg presente en el lumen folicular es
englobada por pinocitosis mediante extension de microvellosidades provenientes de la membrana
apical dando lugar a la formacion de vesiculas recubiertas de membrana que se fusionan con
lisosomas formando fagolisosomas. Posteriormente, la Tg es digerida en estos fagolisosomas por
proteasas especificas para liberar T,, T3, DIT, y MIT que translocan hacia la parte basal de la célula.
T,y T se transportan fuera de los fagolisosomas a través de la membrana celular basolateral de la

célula y hacia los capilares (2).

— -
Proteina
| Quinasa

Tiroglobulina

Q sapiens | sciEnTi

Figura 3. Biosintesis de Hormonas Tiroideas. Sintesis y secrecion de dichas hormonas a circulacion.
Formacién de HTs en el coloide tiroideo, posterior fagocitosis del complejo de formacion y
subsecuente liberacion de las hormonas al torrente sanguineo.

A su vez, DIT y MIT son deiodinados para permitir el reciclaje del ioduro mediante la accidon

de la deshalogenasa de iodotirosinas (DEHAL). El ioduro liberado es reciclado a través de su

incorporacion al pool intratiroideo y rapidamente reorganificado, aunque una minima fraccién
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retorna a circulacion (3). La elevada cantidad de ioduro recuperada por este mecanismo, destaca
la importancia de este proceso de reutilizacion del halégeno por la célula tiroidea.

La sintesis de las HTs requiere la expresion de un importante nimero de proteinas y
factores de transcripcidon especificos de las células foliculares tiroideas. Si bien los detalles
bioquimicos de estos procesos estan mas alla del alcance de esta tesis, los aspectos de mayor

relevancia para la misma seran abordados en la seccidn pertinente.

1.1.1.2 Fisiologia Tiroidea

Las transformaciones metabdlicas que sufren las HTs en los tejidos periféricos determinan
y regulan sus efectos bioldgicos. En consecuencia, la comprensién de la fisiologia tiroidea supone
un conocimiento acabado de las vias metabdlicas de estas hormonas.

La sintesis de HTs requiere de una glandula desarrollada normalmente y de un aporte
nutricional de iodo adecuado. Consiste en una serie de complejas reacciones bioquimicas
secuenciales, controladas por mecanismos de regulaciéon positiva y negativa gracias al eje
Hipotalamo-Pituitaria-Tiroides (HPT) (4).

La glandula tiroides secreta principalmente la pro-hormona T, y pequefias cantidades de la
hormona biolégicamente activa, Ts. Si bien la concentraciéon de T, total circulante es 50 veces
mayor a la de T; total, dado que por su caracter lipofilico la mayor cantidad de HTs se encuentra
unida a proteinas que facilitan el transporte en el plasma, la T, libre (fraccién biodisponible) es
solo 4 veces mayor a la de T; libre (5). Las principales proteinas plasmaticas con las que se asocia
T, son la Globulina Fijadora de Tiroxina (TBG), la Transtiretina (TTR) y la Albumina. Por otro lado, la
mayor parte de T; esta unida a TBG, y el resto a albiumina. Debido a que la mayor proporcion de T,
y T circulante estd unida a estas proteinas, su concentracién, su grado de saturacién y la afinidad

que las HTs exhiben por ellas son los principales determinantes de la fraccién libre hormonal (6).
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Por su parte, las concentraciones de hormonas circulantes son mantenidas en el rango
eutiroideo por un cldsico mecanismo de retroalimentacion negativa (Figura 4). La Hormona
Liberadora de Tirotrofina (TRH) es sintetizada en el hipotdlamo y estimula la sintesis y liberacion
de Tirotrofina (TSH) desde la glandula pituitaria. La TSH actla a su vez sobre sus receptores
especificos en las células foliculares tiroideas estimulando la sintesis y liberacidon de T; y T,. La
accion de HTs esta mediada por la unién a los receptores de HTs TRs. Cuando sus concentraciones
aumentan, las HTs pueden inhibir la sintesis y secrecién de TRH y TSH en el hipotdlamo y pituitaria
por unidn a los TRs presentes en estos tejidos, completando asi la retroalimentacién negativa. Este

mecanismo mantiene a las HTs y a TSH bajo una relacién fisiolégica inversa que define al eje HPT

(7).

@ sapiens

Figura 4. Eje Hipotdlamo-Pituitario-Tiroideo. Mecanismo de retroalimentacion negativa.
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Cabe destacar que, aun siendo la TSH el regulador mas importante de la liberacién y
secrecién de HTs, la via principal para la obtencién de la HT biolégicamente activa -Ts- en los
tejidos blanco de la accidon de estas hormonas es via 5’-deiodinacion a partir de T,, proceso

metabdlico llevado adelante por enzimas especificas que serdn caracterizadas a continuacién.
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1.1.2 METABOLISMO DE HTs

Las HTs sufren una serie de modificaciones metabdlicas intracelulares en sus células
blanco, las cuales involucran procesos de activacién e inactivacién. Existen diferentes sistemas
enzimaticos que ejecutan estos procesos, denominados deiodinaciéon, conjugacién, deaminacion y
decarboxilacidén oxidativa, entre otros (8). Si bien cada uno de estos procesos trae aparejada una
relevancia fisioldgica, en esta tesis se hara foco en aquellos procesos involucrados en el control

metabdlico de los niveles intracelulares de las HTs.

La principal via de metabolizacién de las HTs es la remocidn secuencial de &tomos de iodo
de las mismas, proceso denominado “Deiodinacion de lodotironinas”. A través de la deiodinacidn,
T, puede dar origen a T;, T; reversa (rTs), diioiodotironinas (T,), monoiodotironinas (T;) y
eventualmente tironina (T,). Este mecanismo es muy importante ya que a pesar de que la T, es el
principal producto de secrecién de la glandula tiroides, asi como el de mayor nivel sérico, su
afinidad por los TRs es muy baja comparada con la de T3, funcionando principalmente como una

pro-hormona (8).

A pesar de que los procesos dependientes de HTs estdn coordinados, los requerimientos
locales particulares no pueden ser gobernados por mecanismos globales. En este sentido, el
correcto funcionamiento del organismo requiere de cambios tejido-especificos en la accion de
estas hormonas. Asi, la expresidon de Deiodinasas de lodotironinas en cada tipo celular resulta en

un potente mecanismo de control de los niveles locales de HTs (9).

Al presente se han identificado tres isoformas de deiodinasas de iodotironinas,
denominadas D1, D2 y D3 (proteinas) y codificadas por los genes DIO1, DIO2 y DIO3,

respectivamente. Difieren entre si por sus propiedades cataliticas, patrones de expresidn tisulary
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mecanismos de regulacion (Figura 5). Las caracteristicas relevantes para este trabajo de tesis, se

resumen en la Tabla 1.

Tz OH

&
:
¢

~
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Figura 5: Esquema de deiodinaciones mediadas por DIOs-Ds (D1, D2 y D3).

Para dar como producto T;, la deiodinaciéon de T, debe ocurrir en el anillo externo,
reaccion catalizada por D1 y D2. Si la deiodinacidn tiene lugar en el anillo interno, T, se convierte
en rTs, la cual carece de actividad bioldgica. Esta ultima reaccidn es catalizada por D3, la cual
también puede deiodinar T; y asi finalizar con la accidn de la HT (Figura 5). Las tres Ds son
generalmente proteinas homodiméricas de aproximadamente 60 kDa, ancladas a membranas
celulares (D1 y D3 a la membrana plasmatica y D2 a la del reticulo endoplasmico) a través de un

segmento transmembrana simple.
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Tabla 1: Caracteristicas de las Ds humanas (Adaptado con modificaciones de Ref. 10)

Tipo Deiodinacién Peso Molecular Expresion
(mondmero)

D1 Anillo Interno (5’ y 5) 29 kDa Higado, Rifién, Tiroides, Pituitaria

D2 Anillo Externo (5) 31 kDa Pituitaria, Cerebro, BAT*, Tiroides,

Corazdn, Musculo Esquelético

D3 Anillo Interno (5) 32 kDa Cerebro, Piel, Utero, Placenta, Feto

*Tejido Adiposo Marrén

A continuacién se destacaran las propiedades mas sobresalientes de cada deiodinasa, con
la finalidad de describir los aspectos bioldgicos que serdn evaluados a posteriori en el contexto de

los objetivos de este trabajo de tesis.

1.1.2.1 Deiodinasa Tipo 1 (D1)

D1 esta codificada por el gen DIO1 localizado en el ser humano en el cromosoma 1p32-33,
que tiene como producto una proteina de 29 kDa en su forma monomérica. Hallazgos obtenidos
en estudios de solubilizacién, permiten inferir que el peso molecular de esta enzima oscila entre
50y 60 kDa, sugiriendo que la misma podria homodimerizar. La mayor actividad de D1 se localiza
en higado, rifidn, tiroides y pituitaria; y se la encuentra ausente en el sistema nervioso central
(SNC). Esta enzima posee la propiedad de deiodinar tanto a nivel del anillo externo (en posicién
57), como del interno (en posicidn 5), aunque la deiodinacion en 5 esta favorecida (11).

Como se menciond anteriormente, D1 se ubica en la membrana plasmatica de la célula.
Esta ubicacién explica cémo la T3 generada en higado y rifién via D1 se equilibra rapidamente con
los niveles de T; plasmatica, explicando también la pobre contribucion a la T; generada localmente

para la ocupacién de TRs especificos en estos tejidos (8).
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Aunque D1 era considerada como la principal fuente de T; circulante, esta afirmacion fue

puesta en duda en los Ultimos afios y alin existe controversia en esta tematica (12).

1.1.2.2 Deiodinasa Tipo 2 (D2)

La generacion de T; a partir de T, también se realiza mediante la accidon de D2. Esta
enzima remueve especificamente iodo del anillo externo (posicién 5°) con mayor afinidad por T,
que por rTs. La expresion mas alta de D2 se encuentra en estados hipotiroideos, se la puede hallar
en SNC y pituitaria asi como en placenta y BAT; en humanos también se ha descripto en tiroides,

musculo esquelético y cardiaco (11).

El gen que codifica a esta enzima se encuentra localizado en el cromosoma humano
14924.2-q24.3, y la proteina de expresidon tiene un peso molecular de 31 kDa. Al igual que las
otras Ds, D2 se presenta como homodimero con un peso molecular aproximado de 60 kDa (11). El
centro catalitico de la enzima esta altamente conservado entre diversas especies desde rata a
pollo y humano. La D2 es la responsable de proveer un alto porcentaje de la Ts intracelular en los
tejidos que la expresan, especialmente en SNC (>80%) y pituitaria (50%). Ademas, en condiciones

de eutiroidismo, su actividad provee hasta un 50% del total de la T; circulante (13).

La actividad de D2 puede ser inhibida por T, favoreciendo su ubiquitinacion vy
degradacion proteosomal. Por otra parte, se ha demostrado una reduccién en la actividad de D2
por T; (presumiblemente por un mecanismo dependiente del TR) en células pituitarias tumorales.
En este sentido, los niveles de ARNm de D2 son regulados positivamente en ratas hipotiroideas
(en cerebro, pituitaria y BAT) y negativamente en animales hipertiroideos (13). Estos hallazgos
permiten presumir que T, y T3 ejercerian efectos supresores sobre D2 utilizando mecanismos

distintos.
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Es de destacar que D2 estd sometida a una retencion estatica en el reticulo endoplasmico
y no alcanza el compartimento de Golgi durante su trafico. Por lo tanto, D2 genera T; en el

citoplasma facilmente accesible al nucleo en virtud de su proximidad fisica (13).

La actividad enzimatica de D2 es esencial para mantener concentraciones locales
normales de T; en diferentes situaciones, tanto fisioldgicas como fisiopatoldgicas. Junto con el
mecanismo de retroalimentacion pituitario e hipotalamico, la actividad de D2 ejerce un rol crucial
en la regulacidn de una vasta cantidad de procesos fisioldgicos de suma relevancia para la funcion

tiroidea periférica.

1.1.2.3 Deiodinasa Tipo 3 (D3)

Como se ha mencionado, D2 es capaz de generar T; a través de la deiodinacion de T, en lo
gue se denomina un proceso “activante”. En contraste, D3 inactiva Ts, y en menor medida, impide
que T, sea activada (14).

Aunque D1 es capaz de deiodinar T, en su anillo interno y generar rT3, la enzima especifica
que cataliza esta reaccion es la D3. La mayor actividad enzimatica se localiza en placenta, cerebro,
piel, higado, intestino y Utero gestante; y la expresion de esta enzima es usualmente mucho
mayor en tejidos fetales que adultos. Se cree que su expresion en el feto protege a los 6rganos en
desarrollo de la exposicién de la HT activa. Aln en sujetos adultos, D3 parece ser una fuente
importante de depuracién de T plasmatica. Por su parte, la actividad de D3 se encuentra también
altamente expresada en ciertos tumores, incluyendo hepatocarcinomas, hemangiomas,
carcinomas de células basales y carcinomas tiroideos (15, 16).

El gen DIO3 que codifica a D3 se ubica en el cromosoma humano 14932, y la proteina

tiene como peso molecular 32 kDa en su forma monomérica. Se ha documentado que D3 existe
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en células vivas como homodimero (estructura critica para su actividad biolégica) y como
heterodimero junto a D1 y/o D2 (17). En cerebro y en piel (pero no en placenta) la actividad de D3
aumenta en el hipertiroidismo y disminuye en el hipotiroidismo, asociado en cerebro con cambios
paralelos del ARNm de D3 (10).

D3 regula la concentracion local de T;, por lo tanto juega un papel crucial en control de la
accion de la HT activa a nivel celular en diferentes procesos metabdlicos, ya sean fisioldgicos o
fisiopatoldgicos. Ha sido demostrado que la expresidn regién-especifica de D3 en cerebro humano
fetal y adulto correlaciona negativamente con los niveles de T;. También se ha vinculado el
aumento de la expresion de D3 con enfermedades severas, siendo parte del “Sindrome de T;

baja” o “Enfermedades No-Tiroideas” (18).

En conclusién, D2 le confiere a la célula la capacidad de producir cantidades adicionales
de T; e incrementar la sefializacidén de la HT. En contraste, la expresidén de D3 resulta en acciones
opuestas. Cabe destacar, que estos eventos ocurren en la célula sin cambios en los niveles
plasmaticos de las HTs. Por lo tanto, las concentraciones séricas de estas hormonas no reflejan de

manera fiel la sefializacién de las mismas dentro de la célula (19).
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1.1.3 TRANSPORTE CELULAR DE HTs

La potencia bioldgica de las HTs es en gran parte determinada por su concentracion
intracelular, que es entre otras cosas, dependiente de su transporte a través de la membrana
celular. Por consecuencia, dicho proceso es esencial para la accion de estas hormonas sobre el

metabolismo celular (20).

Durante muchos afios se sostuvo que las HTs atravesaban la membrana plasmatica
mediante difusion pasiva. Este pensamiento, basado en la estructura lipofilica de las HTs, ha sido
actualizado gracias al mayor conocimiento adquirido sobre los mecanismos implicados en el
transporte de las HTs a través de las membranas plasmatica y nuclear de las células. Al respecto,
en 2003 se publicaron los primeros hallazgos demostrando que la distribucidon intracelular de las
HTs depende de la presencia de mecanismos activos de transporte transmembrana ejercidos por
proteinas que reciben el nombre de Transportadores de HTs (THTs). Todos estos transportadores
poseen caracteristicamente 12 pasos transmembrana (Figura 6), pero debido a las fuertes

diferencias de secuencia proteica entre ellos, es poco probable una conformacidn Unica (21).

Transportador
Transmembrana

# sapiens

Figura 6: Transporte celular. Estructura general de los transportadores de HTs.
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Hasta la fecha han sido identificados varios transportadores con alta afinidad por HTs,
pero con diferentes patrones de expresion tisular. Si bien existe una lista creciente de proteinas
capaces de transportar HTs a través de la membrana plasmatica, muchos de ellos son promiscuos,

uniendo un espectro demasiado amplio de ligandos (21).

Los principales THTs incluyen transportadores heterodiméricos de aminoacidos de tipo L
(LAT): LAT1 y LAT2, varios miembros de la familia de polipéptidos transportadores de aniones

organicos (OATP), y los transportadores de monocarboxilatos (MCT): MCT8 y MCT10 (Tabla 2).

Tabla 2: Transportadores de hormonas tiroideas (Adaptado con modificaciones de Ref. 4)

Transportador lodotironina transportada Especificidad® Expresion

MCT8 T>T>rT5™~T, +++ Higado, Rifion, Cerebro, Corazon,

Musculo Esquelético, Placenta,
Tiroides, Testiculo

MCT10 T3>T, ++ Intestino, Rifidn, Higado, Musculo

Esquelético, Corazdn, Placenta,
Pancreas, Cerebro

OATP1C1 T>rTs>Ts ++ Cerebro, Testiculo

LAT1 T3>T>rT5>T, + Multiple (Tumores, Cerebro, Bazo,
Placenta, Testiculo, Colon, Rifidn,
Intestino, Estémago, Ovario, Timo)
LAT2 T3>T,>rT3>T, + Rifidn, Placenta, Cerebro, Intestino,
Testiculo, Ovario, Higado, Corazon,
Musculo Esquelético, Pulmon,
Estémago
®Si un transportador sélo transporta iodotironinas, la especificidad es alta (+++). Si se conocen menos de otros cinco

ligandos, la especificidad es moderada (++). Si se conocen mas de cinco ligandos, el transportador se denota como

multiespecifico (+).

A continuacidn, se destacaran las caracteristicas mas importantes de cada THT, con la

finalidad de describir aquellas de relevancia en el contexto de este trabajo de Tesis Doctoral.
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1.1.3.1 Transportador de Monocarboxilatos Tipo 8 (MCTS8)

MCTS, también conocido como SLC16A2, fue identificado como el primer transportador
especifico de T,y T3, y ademas transporta sus metabolitos inactivos, rT; y 3,3'-T,. En este sentido,
el transporte de T; es mayor que el de T, o rT;, respectivamente (T;>T,>rT;~3,3'-T,) (Tabla 2). Es
importante destacar que, para que los sustratos puedan ser transportados por MCT8 en
humanos, deben poseer al menos un atomo de iodo por anillo aromatico, preferentemente en

posicién 3y 3', respectivamente (22).

El gen MCT8 humano se encuentra en el cromosoma Xq13.2. Sus seis exones codifican
una proteina con 12 dominios transmembrana, y los dominios amino y carboxilo terminales
tienen una localizacién citoplasmatica (22). En humanos, MCT8 puede expresarse como una
proteina grande de 613 aminodcidos o una mas pequeiia, de 539 aminoacidos. Este tamafio

dependerd del sitio de inicio de la transcripcién utilizado (23).

Se ha demostrado expresion de MCT8 en muchos tejidos, incluyendo el higado, rifidn,
corazén, musculo esquelético, cerebro y tiroides (Tabla 2). Las mutaciones en el gen de MCT8
(codificado en el cromosoma X) causan un sindrome de retraso psicomotor grave con altos niveles
de T; en suero de pacientes masculinos afectados, conocido como el sindrome de Allan-Herndon-
Dudley (24). El descubrimiento de este transportador y su influencia clinica han motivado el
estudio de los fendmenos de transporte celular de HTs convirtiendo este tépico en la rama de

mayor auge dentro del campo de investigacion en tiroides de los Ultimos afios.
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1.1.3.2 Transportador de Monocarboxilatos Tipo 10 (MCT10)

MCT10, también conocido como SLC16A10 o TAT1, también pertenece a la familia MCT.
Transporta aminodcidos aromaticos (fenilalanina, tirosina y triptéfano) de una manera
independiente de sodio y protones. Dentro de su familia, MCT10 es el que mas estrechamente
relacionado con MCT8 se encuentra, con una homologia del 49%. La estructura del gen y la
proteina es similar a la de MCT8. Contiene seis exones, que codifican para una proteina de 515
aminodcidos. Tiene una estructura tipica de transportador con 12 pasos transmembrana, y a
semejanza de MCTS8, ambos extremos terminales proteicos se encuentran orientados hacia el

interior celular (22).

MCT10 fue identificado como transportador para aminoacidos aromdaticos y mas tarde se
demostré que es tan activo para el transporte de HTs como MCT8. MCT10 facilita el transporte
tanto de T, como de Ts, pero con preferencia por Ts;. De la misma manera que MCT8, MCT10
transporta bidireccionalmente HTs a través de la membrana plasmatica (25). La informacién sobre
la funcidn y expresion de MCT10 es mas limitada. Sin embargo, se sabe que se expresa de forma

ubicua en intestino, rifidn, higado, musculo, placenta, etc. (Tabla 2).

1.1.3.3 Polipéptido Transportador de Aniones Orgdnicos Tipo 1C1 (OATP1C1)

OATP1C1, también conocido como SLCO1C1, pertenece a la familia OATP. Todos los
miembros de esta familia muestran un espectro amplio en cuanto a sustratos, ya que ademas de
HTs transportan acidos biliares, hormonas esteroideas y ciertas drogas (25). El andlisis funcional
de uno de los miembros de esta familia: OATP1C1, reveld que T, y rT; son sustratos de alta
afinidad, mientras que la captacion especifica de T; es aproximadamente 5 veces menor que la de

T4y rT3 (T4~rTs> Ts) (Tabla 2).
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En el humano el gen de OATP1C1 se localiza en el locus 12p12.2. Codifica para una
proteina de 712 aminoacidos y contiene los 12 dominios transmembrana tipicos. Se cree que la
expresion de OATP1C1 es practicamente exclusiva del endotelio vascular en los capilares del

cerebro y de las células de Leydig del testiculo (26).

En relacion al transporte de HTs, se ha sugerido que la principal accion de OATP1C1 seria
mediar la captacidon de T, a través de la barrera hematoencefalica, desde la sangre hacia el
cerebro, para posteriormente ser convertida de manera local en T; activa, y que finalmente ésta

sea transportada al interior de las neuronas gracias a MCT8 (27).

1.1.3.4 Transportadores Heterodiméricos de Aminodcidos Tipo L, Tipo 1 (LAT1) y 2 (LAT2)

Los transportadores de aminoacidos de tipo L son heterodimeros con una cadena ligera
de 12 dominios transmembrana y una cadena pesada glicosilada con un Unico dominio
transmembrana. Estas proteinas transportan aminodcidos neutros, tales como leucina,
fenilalanina y tirosina, mediando un intercambio de aminoacidos en lugar de un transporte

unidireccional (23).

La subunidad 1 (comunmente conocida como LAT1 y codificada por el gen SLC7A5) y la
subunidad 2 (LAT2, codificada por el gen SLC7A8) son transportadores independientes de sodio
que, ademas de aminodcidos, transportan HTs con diferente afinidad (Tabla 2). LAT1 y LAT2 se
expresan en diversos tejidos como en las membranas luminal y basal de las células endoteliales de
los capilares cerebrales, rifidn, placenta, cerebro, intestino, testiculo, ovario y estdmago; mientras
que LAT1 ademas esta muy expresado en células tumorales (Tabla 2). LAT1 esta abundantemente
expresado en la barrera hematoencefdlica, donde exhibe una mayor afinidad por sus sustratos

que en los tejidos periféricos (22, 28).
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1.1.4 MECANISMO DE ACCION DE HTs

Las HTs son esenciales para el desarrollo normal, la diferenciaciéon y el equilibrio
metabdlico. La accién de estas hormonas estd principalmente mediada por TRs nucleares,
responsables de las principales funciones de estas hormonas (Figura 7) que actian como factores

de transcripcion dependientes de ligando (29).
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Figura 7: Seidalizacion dependiente de Hormonas Tiroideas. Tipos de receptores, proteinas
celulares y cascadas de sefalizacion requladas por HTs.

Se ha comprobado que existen dos isoformas principales de TRs, con diferentes patrones
de expresidn en el desarrollo y en los tejidos adultos. Las mismas estan codificadas en 2 genes:
TRA y TRB, que por procesos de empalme (“splicing”) alternativo o por la eleccion de diferentes
promotores respectivamente, generan diversas variantes que aumentan aun mas |la

heterogeneidad. El gen TRA da origen a TRal, un receptor con capacidad de unién a T; y que se
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expresa predominantemente en cerebro, corazéon y musculo esquelético. TRA también origina
otros dos productos sin capacidad de unién a la hormona activa, TRa2 y TRa3, y varias formas
truncadas adicionales. Por su parte, a partir del gen TRB se generan cuatro isoformas a través de la
eleccidon de un promotor alternativo: TRB1, TRB2, TRB3 y TRAB3. Entre ellas: TRB1, ampliamente
distribuida, TRB2 que se expresa principalmente en cerebro, retina y oido interno y TRB3, en rifidn,
higado y pulmdn. Todas ellas tienen capacidad de unir T (29).

Las distintas isoformas de los TRs difieren en longitud en ambos extremos amino y carboxi-
terminal. Las diferencias fundamentales en el dominio de unidn al ligando, han permitido el disefio
de agonistas que interactian especificamente con TRa o TRB. Por otro lado, la genética humana,
modelos animales y el uso de agonistas farmacoldgicos selectivos han sido herramientas
importantes para obtener informacidon sobre el papel y la especificidad de las dos isoformas
principales (30).

Los TRs se encuentran principalmente ubicados en el ndcleo (o eventualmente pueden
trasladarse desde el citoplasma al nucleo para regular la expresion génica). Cuando las HTs
ingresan a la célula, se unen a sus receptores, que se encuentran constitutivamente unidos a
secuencias especificas de ADN presentes en los genes blanco de su accidén, denominadas
elementos de respuesta a HTs (TRE). En los genes regulados positivamente por la T; y en ausencia
de ligando, este complejo TR-TRE interactia con diversas moléculas proteicas denominadas
correpresores. Dicha interaccidn hace que el TR actlie como un represor constitutivo. Por su parte,
cuando T3 se une al complejo TR-TRE, la unién con correpresores se debilita, y por el contrario, el
complejo interacciona ahora con proteinas coactivadoras. Esta nueva conformacidn, induce
cambios conformacionales en la cromatina que dejan a los genes accesibles para que actue la

magquinaria transcripcional (31).
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Los productos resultantes de la expresion de los genes blanco, a su vez median las
acciones clasicas de las HTs en muchas funciones homeostaticas de las células y en la
morfogénesis durante el desarrollo embrionario. Es de destacar que los efectos genédmicos pueden
requerir horas para manifestarse.

En contraste, algunos efectos de las HTs se producen rdpidamente (segundos a minutos) y
no se ven afectados por los inhibidores de la transcripciéon o traduccion. Dichos efectos se
denominan acciones no-gendémicas de las HTs (32). Estas acciones pueden iniciarse tanto en la
membrana plasmadtica, en citoplasma o en algunas organelas (mitocondrias). Entre los efectos
iniciados en la membrana plasmatica se incluyen la modulacién del transporte de iones y glucosa a
través de la activacion de la proteina quinasa C (PKC) y A (PKA), varias proteinas quinasas activadas
por mitégenos (MAPKs), como lo son las quinasas reguladas por sefiales extracelulares 1 y 2
(ERK1/2), y también fosfolipasas C y D. En este sentido, se ha demostrado que una proteina
estructural de membrana plasmatica, la integrina a,fs;, puede actuar como un receptor de
superficie celular para HTs (33). A través de esta proteina, la HT puede activar tanto la via de
ERK1/2 como la de Fosfatidilinositol-3-Quinasa (PI3K). Las consecuencias de dicha activacion
incluyen el tréfico intracelular de proteinas, angiogénesis y proliferacién de células tumorales (32).

Entre los efectos no mediados por TRs nucleares, varias acciones rapidas ejercidas por T;
han sido vinculadas con la activacién de PI3K en células alveolares (34) y en fibroblastos humanos
(35). A su vez, la activacién de Akt, un evento critico para el crecimiento y sobrevida celular (36),
ha sido demostrada en células pancreaticas B, involucrando la activacion de PI3K-p85 dependiente
de TRP1 citoplasmatico (37).

En otro sentido, una de las funciones de los lipidos en el contexto de la biologia celular es

su capacidad de regular procesos cruciales para la vida de las células. En particular, los
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“esfingolipidos” se han revelado como elementos claves en las cascadas de transduccion de
sefiales que regulan eventos como crecimiento, diferenciacion y muerte celular. Los mismos
tienen doble papel como moléculas bioactivas: por un lado actian como segundos mensajeros en
la transduccion de sefales extracelulares, regulando la dindmica de las membranas bioldgicas
formando parte de los microdominios llamados “lipid rafts”. Consecuentemente, la biologia de los
esfingolipidos se ha convertido en un blanco importante para la investigacién en la sefializacién
celular. Los principales esfingolipidos bioactivos incluyen: ceramida, esfingosina, ceramida-1-
fosfato y esfingosina-1-fosfato (S1P). La concentracién de estos esfingolipidos estd finamente
reguladas a través del balance entre su sintesis enzimdtica y su defosforilacién reversible
(principalmente para S1P, producido por esfingosina quinasa (Sphk) | y II, cuya actividad sobre el
sistema inmune es bien conocida) (38).

Es de destacar que existe evidencia de que dichos esfingolipidos estdn involucrados en la
activacion no-clasica de Akt. En este sentido, un incremento en la acciéon de la esfingomielinasa
acida (enzima que degrada esfingomielina), producida por estimulaciéon exdgena, produce una
mayor activacién de Akt (39). En contraparte, ceramida es capaz de inhibir la fosforilacion de Akt,
ya que impide la translocacién de Akt a la membrana (40). En adicién, ceramida-1-fosfato, a través

de la activacion de PI3K/Akt, promueve la sobrevida y proliferacién de macréfagos (41, 42).
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.Il - INTERACCIONES INMUNONEUROENDOCRINAS

Las interacciones multidireccionales entre los sistemas inmune, enddcrino y nervioso han
sido demostradas en humanos y en modelos animales durante muchas décadas. Estas tienen lugar
a través de citoquinas, hormonas, neurotransmisores y sus receptores, que son comunes en las
células de estos sistemas, conduciendo a distintos fenotipos inmunoneuroenddcrinos. La
supervivencia de un organismo se basa en la capacidad de las células, tejidos y 6rganos para
comunicarse entre si, manteniendo la homeostasis y llevando a cabo importantes funciones

bioldgicas (Figura 8) (43).
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Figura 8: Interacciones Inmunoneuroenddcrinas.
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Las células inmunes pueden detectar agentes patdgenos (virus, bacterias, hongos, células
tumorales) y secretar proteinas que modifican a las células del sistema neuroendocrino, causando
los sintomas de enfermedad después de la infeccidn. En contraparte, los factores secretados por el
sistema neuroenddécrino pueden provocar cambios en la actividad de las células inmunes (44).

Las observaciones iniciales que demostraron los efectos de los factores neuroenddcrinos
sobre el sistema inmune fueron reportadas por patdlogos que descubrieron que alteraciones
hormonales podrian influir en el tamafio del timo (45). Por su parte, Selye y Fortier revelaron hace
muchos afios las primeras evidencias de que tanto estresores fisicos como patoldgicos causan la
activacion del eje Hipotalamo-Pituitario-Adrenal (HPA), lo que produce la contraccion del timo y
de otros érganos linfaticos (46). Ademas, varios reportes han demostrado que el tratamiento con
hormonas esteroideas produce la modificacidn de la funcidn inmune. La exposicidn a dichas
hormonas conduce a una alteracién en la capacidad de estas células para responder a agentes
infecciosos y otros patogenos (47, 48).

Si bien se reconoce que el sistema enddcrino regula las respuestas metabdlicas a través de
la sintesis y liberacion de hormonas especificas, mientras que el sistema inmune modula la
actividad de las células inmunes mediante la liberacidon de citoquinas y péptidos (49), se ha
demostrado que las células inmunes y las células enddcrinas expresan receptores, tanto para
citoquinas como para hormonas. En este sentido, las células inmunes pueden unirse a diferentes
hormonas, neurotransmisores y neuropéptidos, y la actividad biolégica de varias células
neuroendocrinas puede ser modulada por citoquinas (50).

El estudio de las interacciones inmunoneuroenddcrinas tiene un gran potencial para
favorecer la comprensidn acerca de los mecanismos involucrados en la coordinacion de estos 3

sistemas para regular la homeostasis del organismo ante los cambios del medio ambiente (43).
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L1.1 SISTEMA INMUNE Y EJE TIROIDEO

En humanos adultos normales, las HTs modulan respuestas inmunes especificas,
incluyendo inmunidad mediada por células, actividad de células NK, la accidon antiviral del
Interferdn (IFN)-y y la proliferacion de linfocitos Ty B (51).

Aunque el volumen de informacion sobre la relacién entre las HTs y la inmunidad es
relativamente grande, los datos son a veces dificiles de interpretar o incluso contradictorios (49).
En relacién a ello, las investigaciones estan preferentemente focalizadas en la biologia de los
linfocitos B y T, evidenciando la contribucién de las HTs en la modulacidn de actividades inmunes,
tales como quimiotaxis, fagocitosis y explosidn respiratoria en macréfagos y neutrofilos, y como la
actividad citolitica y sintesis de citoquinas en linfocitos. Incluso, la presencia de receptores
funcionales para HTs en los linfocitos, asi como las frecuentes alteraciones inmunes observadas
durante las fluctuaciones fisioldgicas o patoldgicas de las HTs, refuerzan las interacciones entre
dichas hormonas y el sistema inmune (33).

Para analizar el papel que las HTs ejercen sobre la inmunidad, se ha estudiado de qué
manera afecta el eje HPT a la funcidon inmune en individuos y animales con diferente estado
tiroideo, pero sin patologia autoinmune. El hipotiroidismo en los seres humanos, asi como el
hipotiroidismo experimental inducido por agentes antitiroideos o por tiroidectomia en roedores,
se ha relacionado con la disminucion de la actividad del timo, involucién del bazo y ganglios
linfaticos, y la supresién de la respuesta inmune humoral y mediada por células (52). Las
consecuencias inmunoldgicas del hipotiroidismo incluyen el aumento de la severidad de la
infeccion por el virus sincicial respiratorio (53) y puede contribuir a un mal prondstico en los

pacientes con enfermedades virales, sépticas o graves (54, 55, 56).
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Por otro lado, existen resultados contradictorios en la literatura sobre los efectos del
hipertiroidismo sobre el sistema inmune. De hecho, se demostré que la condicidn hipertiroidea
puede conducir tanto a la supresién (57) como al incremento (58, 59) de las respuestas de
anticuerpos (Acs) primarios o en la proliferacién de linfocitos B y T (60). En sintonia con estos
efectos controversiales, el tratamiento crénico con T,, la hormona que habitualmente se utiliza en
terapias de reemplazo hipotiroideo, produjo un incremento en las respuestas de Acs especificos y
en los niveles de citoquinas proinflamatorias en ratones (57, 58). Por el contrario, el tratamiento
con dosis mas altas de T, por tiempos cortos (3 a 7 dias) indujo una disminucién en la expresion de
citoquinas y el deterioro de la respuesta de los linfocitos a la estimulacién con mitégenos (61).

En este contexto, y a pesar de los avances obtenidos en el campo de la interaccién entre
las HTs y el sistema inmune, el estudio del efecto de estas hormonas en los eventos de inicio de la
respuesta inmune y el direccionamiento de respuestas adaptativas es limitado (62), y fue
fundamentalmente iniciado una década atrds en el laboratorio donde se realizé este trabajo de

Tesis Doctoral.

.11.1.1 Inicio de la Respuesta Inmune

Las respuestas inmunes son orquestadas por un grupo diverso de células funcionalmente
especializadas y altamente diferenciadas (63). Las células dendriticas (DCs), protagonistas
estelares de este grupo, son células presentadoras de antigenos (CPA) profesionales que cumplen
una funcién critica en la induccion y regulacion de la respuesta inmune adaptativa, ya que son las
células mas eficientes en estimular a linfocitos T virgenes e iniciar una respuesta inmune
adaptativa. Residen en la mayoria de los tejidos periféricos, particularmente en sitios de interfase

con el medio ambiente (piel y mucosas) (64). Constituyen una poblacidén heterogénea de células,
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cuya caracteristica comun es la capacidad de captar, procesar y presentar antigenos a los linfocitos

T, orientando luego el desarrollo de respuestas inmunes efectoras (63).

A pesar de que el estudio de las DCs ha sido complicado por su similitud con otros linajes
hematopoyéticos, particularmente monocitos y macrofagos, se ha logrado caracterizar un
espectro amplio de estados madurativos y funcionales. A los fines didacticos y en relacién a los
objetivos de este trabajo de Tesis, se realizard una simplificacién didactica de los polos opuestos,
considerando que estas células se encuentran en dos estadios principales que difieren

sustancialmente en su fenotipo y funcionalidad: (i) DC inmaduras (DCi) y (ii) DC maduras (DCm)

(Figura 9).
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Figura 9. Biologia de la Célula Dendritica. Diferenciacion y maduracion.

Las DCi, en ausencia de procesos inflamatorios y de respuesta inmune, se encuentran
recorriendo y censando los tejidos periféricos, el sistema circulatorio sanguineo y linfatico, y los
drganos linfoides secundarios (65). En la periferia, estas células captan antigenos a través de dos
mecanismos: macropinocitosis o endocitosis mediada por receptores. Asi, las DCi responden
incrementando su maquinaria de captacién antigénica y de procesamiento frente al
reconocimiento directo de antigenos patogénicos o a través del reconocimiento via receptores
para inmunoglobulinas y/o receptores del complemento. Por su parte, las DCi también se activan
indirectamente al reconocer sefiales de alerta en el microambiente, tales como mediadores de la
respuesta inflamatoria (factor de necrosis tumoral (TNF)-a, interleuquina (IL)-1B, prostaglandina
(PG) E-2, etc.) o moléculas intracelulares (sefales de alerta) provenientes de células necréticas o
dafiadas (proteinas de shock térmico, ATP, UTP, 4cido Urico) (66). En respuesta a estas sefales, las
DCi inician un programa de diferenciacién llamado “maduracién” a través del cual se convierten en
CPA profesionales capaces de activar linfocitos T virgenes.

Durante el proceso de maduracion, las DCs reducen su capacidad endocitica a través de
una disminucion en la expresién de receptores antigénicos y menor capacidad fagocitica y
macropinocitica. A su vez, las DCs incrementan la expresion del receptor de quimioquinas CCR7,
cuyos ligandos (CCL19 y CCL21) son expresados por células endoteliales de los érganos linfaticos
secundarios, sitios a los cuales se dirigen las DCs que han iniciado su proceso de maduracién. Por
su parte, las DCm expresan niveles elevados de las moléculas coestimulatorias CD40, CD80 y CD86
y muestran un aumento marcado en la expresion de complejos péptido antigénico/molécula del

complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) (67).
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La interaccién de DCm con linfocitos (Li) T virgenes en los drganos linfaticos secundarios,
gatilla la respuesta inmune adaptativa. El fenotipo final de los Li T estimulados dependera de: a) el
subtipo de DC, b) los receptores estimulados, c) el tipo y la dosis del antigeno, d) la via de
inmunizacion y e) el microambiente circundante a la CPA (63). Para que un Li T virgen comience su
activacion, se requieren dos sefales provenientes de la unién con la DC: la primera, estd dada por
reconocimiento del péptido antigénico presentado por las moléculas del MHC, a través del
Receptor de Células T (TCR). La segunda, es provista por moléculas coestimulatorias expresadas en
la DC (CD80, DC86), que interactian con sus ligandos, expresados en el linfocito T (CD28) (68).
Estas sefiales inician la proliferacién de los Li T, pero en ausencia de una citoquina polarizante,
estas células no desarrollan una funcién efectora éptima. Debido a que la presencia de estas

citoquinas es necesaria para una respuesta eficiente, se la ha denominado “tercera sefial” (69).

1.11.1.2 Células Dendriticas y Hormonas Tiroideas

A comienzos de la década de 1990, resultados reportados por Mooij y sus colaboradores,
demostraron que la estimulacién de monocitos periféricos con HTs (tanto T; como T,, y en menor
medida rT3) tenia un impacto sobre la diferenciacién de estas células a DCs (70). Desde entonces y
durante mas de una década no se hicieron reportes que estudien con profundidad los efectos que
las HTs pueden ejercer sobre estas células. En el afio 2008, el grupo de trabajo donde se realizd
esta Tesis Doctoral, proporciond la primera evidencia de la expresiéon de TRs en DCs derivadas de
médula dsea de ratdn, tanto en DCi, como en DCs maduradas con lipopolisacarido (LPS). Estas
células presentan principalmente la isoforma TRB1, con una sorprendente localizacién intracelular
preferentemente citoplasmatica. Se demostré ademads, que niveles fisioldgicos de T; estimularon

la expresidon de marcadores de maduracion en las DCs (MHC-1l y moléculas coestimulatorias: CD80,
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CD86 y CD40), aumentaron notablemente la secrecion de IL-12 e incrementaron la capacidad de
las DCs para inducir la proliferacion y produccién de INF-y en células T virgenes alogénicas (71).

El analisis posterior de las vias involucradas en los efectos que se habian reportado, reveld
gue la accién de T; sobre DCs es mediada, al menos en parte, por un mecanismo dependiente de
TRB1, a través de una via de sefializacién intracelular que involucra a los efectores Akt y NF-kB. En
este sentido, fue demostrada por primera vez la participacion de la via de Akt independiente de la
activacion de PI3K, como responsable de la accién de Ts;. Ademas se describid el rol esencial de
TRPB1 en este efecto, como asi también a NF-kB como un nuevo factor de transcripcion
responsable de la expresidon de este TR (72).

En estudios posteriores, el laboratorio demostré la capacidad de Dexametasona
(glucocorticoide de sintesis) de contrarrestar los efectos inducidos por T; sobre la DC, efecto que
estaria asociado a interferencias con este mecanismo de sefalizacion intracelular y los eventos
relacionados (73).

De manera consistente con los resultados iniciales de este grupo de trabajo,
simultdaneamente se reportd que el estado metabdlico tiroideo influye en el fenotipo y funcién de
las DCs humanas in vivo. En estos reportes, ensayos in vitro analizaron la influencia directa de las
HTs sobre las DCs humanas, demostrando que T; tiene la capacidad de incrementar la expresion
del marcador de maduracién CD86 en las mismas (74).

Por otro lado, y en contraste con los importantes hallazgos obtenidos previamente en
relacidn a los efectos inducidos por T; en DCs murinas con receptores de HTs tipo TRB1 intactos
(71, 72, 73), el laboratorio donde se realizé este trabajo de Tesis determiné que T; no pudo
desencadenar efectos de maduracién en DCs de ratones homocigotas “knock-in” para TRB1 (TRB1-
PV). Curiosamente, las DCs tratadas con T; provenientes de estos ratones, exhibian una capacidad

aloestimulatoria de células T disminuida y una activacion alterada de Akt en comparacién con DCs
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provenientes de ratones control (75). Estos hallazgos ponderan el papel critico de la expresién de
TR B1 intacto en el control de la funcidn y sefalizacion dependiente de T; en DCs murinas.
1.11.1.3 Terapias a base de Células Dendriticas

Considerando la plasticidad y demas caracteristicas Unicas que exhibe la DC, se han
disefado estrategias de vacunacién antitumoral a base de estas células (76). En este sentido, el
objetivo principal de estas terapias basadas en DCs, es lograr inducir respuestas mediadas por
células T especificas de tumor que sean de larga duracién y lo suficientemente robustas para
evocar una regresion y/o erradicacion duradera del tumor (77). En las inmunoterapias de cancer
basadas en DCs, estas células son aisladas de sangre periférica del paciente y son estimuladas in
vitro con antigenos tumorales. Posteriormente, estas DCs “cargadas” con antigenos se re-inyectan
en los pacientes, migran a los tejidos linfoides y activan las células T especificas de antigeno para
eliminar células tumorales. Sin embargo, prolongar la supervivencia de las DCs es un desafio actual
dada su corta vida media (78).

Resultados obtenidos en el laboratorio donde se realizé este trabajo de tesis, demostraron
que la T3, en multiples niveles, induce en las DCs murinas diversas caracteristicas favorables para
su funcidén antitumoral, incluyendo una mayor supervivencia, migracion y capacidad
aloestimulatoria de células T. Ademas, T; instruye a las DCs para reforzar las respuestas citotoxicas
especificas, mejorando la presentacidn cruzada de antigeno in vivo (75).

Estos hallazgos, junto a otros, permiten enfatizar sobre el potencial que T; tiene como
potente herramienta en los tratamientos ex vivo de DCs. Al respecto, se destaca el potencial de su
utilizacidn con un enfoque alternativo para favorecer la inmunidad tumoral mediada por células T,

en las estrategias de vacunacidn antitumoral a base de DCs.
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En resumen, las DCs han sido blanco de estudio de estrategias inmunoterapéuticas contra
el cancer desde hace ya afios. A pesar del entusiasmo inicial, ciertos resultados decepcionantes
pusieron en duda su utilidad. Sin embargo, el creciente conocimiento de la inmunobiologia de las
DCs y la definicion de respuestas antitumorales dptimas, permitiran el desarrollo mas racional de
inmunoterapias a base de estas células, que aln necesitan optimizacidon (78). En consecuencia,
existe un gran interés por el estudio celular de la biologia de DCs que aporten bases moleculares
para ser trasladadas a dichos protocolos. Estos conocimientos permitirian ademas, sentar bases
para proveer de blancos moleculares que posiblemente puedan ser en el futuro evaluados como

herramientas diagndsticas y de tratamiento en otras situaciones fisiopatolégicas.
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La mayoria de la informacién que destaca la interaccidn entre las distintas hormonas y las
células del sistema inmune se centra en las interacciones hormonales con Li B y T. El papel de las
HTs en el control de la fisiologia de las células presentadoras de antigeno ha sido abordado con
menor énfasis. En este sentido, la sefializaciéon de HTs en la iniciacién de la inmunidad adaptativa,
proceso clave en la respuesta inmune, permanece aun sin ser dilucidado completamente. En esta
perspectiva y considerando los hallazgos previos del laboratorio, para este trabajo de Tesis

Doctoral se planted el siguiente OBJETIVO GENERAL:

“Profundizar en el estudio de la interrelacion entre el sistema enddcrino y
el sistema inmune, estudiando los eventos moleculares involucrados en el

Mecanismo de Accion de T3y T, sobre DCs”

Por su parte, cabe destacar que tanto el Transporte celular como el Metabolismo de HTs
en DCs, pre-requisitos para los eventos celulares de la accién de estas hormonas, como asi
también las vias de sefializacién celular involucradas en estos eventos, permanecen aun sin ser
dilucidados a este nivel. Dado que este conocimiento es crucial para comprender los mecanismos
por los cuales las HTs ejercen las acciones descriptas anteriormente, del objetivo general se

desprenden los siguientes OBJETIVOS ESPECIFICOS:
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1. Estudiar el proceso de Transporte Celular de HTs a nivel de DCs. A tal fin se determinara:
a. Capacidad de DCs de transportar HTs. Caracterizacion de los parametros cinéticos de
transporte.
b. Expresion de Transportadores de HTs en DCs.

c. Regulacidn del transporte de HTs en DCs mediado por Ts.

2. Analizar el Metabolismo de HTs a nivel de DCs. A este fin, se estudiara:

a. Expresion de Deiodinasas de lodotironinas en DCs.
b. Habilidad de DCs de metabolizar HTs.

c. Regulacién del metabolismo de HTs en DCs mediado por Ts.

3. Profundizar el estudio de los efectos de HTs sobre las DCs y los mecanismos de

sefalizacion involucrados. Con este propdsito, se evaluara:

a. Efecto de T, sobre la maduracidn y funcionalidad de DCs.
b. Estudio del rol de la via intracelular mediada por Esfingolipidos en la seiializacion
celular involucrada en el efecto de T; sobre DCs: Analisis de la expresion y

participacion de Esfingosina Quinasa l y Il.
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Los experimentos realizados en este trabajo de Tesis Doctoral han sido planificados,
disefados y ejecutados en su mayoria en el Centro de Investigaciones en Bioquimica Clinica e
Inmunologia (CIBICI-CONICET) en la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Nacional de
Cordoba. No obstante, algunos fueron realizados en el laboratorio de la Dra. Graciela A.
Cremaschi, Co-directora de este trabajo de Tesis, sito en el Centro de Investigaciones Biomédicas
(BIOMED-CONICET) de la Pontificia Universidad Catdlica Argentina en la Ciudad Auténoma de

Buenos Aires.

111 Animales de experimentacion: Fueron usadas ratones hembra de las cepas C57BL/6 (B6; H-2°)

y BALB/c (H-2°) obtenidas por endocria en el bioterio de la institucion donde se realizd este trabajo
de tesis. Los ratones fueron mantenidos bajo condiciones especificas libres de patégenos y usados
entre 6-10 semanas de edad. Los protocolos de uso de animales estuvieron en concordancia con la
guia para el uso y cuidado de animales de laboratorio publicada por el Instituto Nacional de Salud

de Estados Unidos (NIH) y el comité de cuidado animal institucional local.

11l.2 Preparacion y Cultivo de DCs: Las DCs fueron obtenidas como previamente fue descripto en el

laboratorio donde se realizd este trabajo (75). Brevemente, progenitores de médula ésea fueron
obtenidos del fémur y tibia de los ratones y cultivados en RPMI 1640 con 10% de Suero Fetal
Bovino (SFB) depletado de HTs por tratamiento con resinas AG-1-X8 (Bio-Rad, Hércules, USA) y en
presencia de GM-CSF (Factor Estimulante de Colonias de Granulocitos y Macréfagos). Una
combinacion de 100 U/mL de penicilina G, 100 pg/mL de estreptomicina y 50 pg/mL de
gentamicina (Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) fue utilizada como antibidtico. Al dia 7 de cultivo,
mas del 85% de las células no adherentes colectadas expresaron CMH-II, CD40, CD80 y CD11c,

pero no Gr-1.
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Las DCs fueron re-cultivadas en placas de cultivo de pocillos multiples de 6, 24 6 48
pocillos segln el esquema experimental. Posteriormente fueron tratadas con T3 (5 nM, DC3) 0 T,
(10 nM, 100 nM o 1 uM, DCy,) de manera individual, durante los tiempos indicados en cada caso y
a 37°C. Ambas hormonas fueron obtenidas desde Sigma-Aldrich. Las reacciones fueron finalizadas
mediante el agregado de solucidn salina fria. Cultivos paralelos fueron mantenidos sin estimulo y
usados como controles (Control). La concentracidon de los diluyentes utilizados fue idéntica en
cada cultivo, independientemente de los tratamientos individuales. Para descartar una posible
contaminacion de T; y/o T, con endotoxinas, se determind el contenido de LPS luego de la
reconstituciéon de las hormonas, el cual arrojé valores inferiores a 0,015 Ul/ml (limite de
deteccién) en ambos casos, medido por el test de Limulus (Limulus Amebocyte Lysate Assay,

Sigma-Aldrich).

1ll.3 Extraccion de ARN Total: Las células fueron homogeinizadas con Trizol (Invitrogen, Bs. As.,

Argentina) y la extraccidn fue realizada acorde al protocolo basado en el método de Chomczynskiy
Sacchi (79), tal como se describié previamente en el laboratorio (71). Las DCs fueron lisadas con 1
mL de Trizol cada 5 x 10° células. Se adicioné 0,2 mL de Cloroformo por ml de lisado, la mezcla se
agitd vigorosamente, se incubé 5 min a temperatura ambiente y se centrifugd a 12.000 x g
durante 15 min a 4°C. El ARN presente en la fase acuosa superior fue recuperado, precipitado con
Isopropanol y centrifugado a 12.000 x g a 4°C por 15 min. El precipitado se lavé con Etanol 75 %,
se centrifugd a 8.000 x g por 15 min a 4°C, se secd en estufa a 37°C y finalmente se disolvid en
agua libre de nucleasas. Posteriormente se procedié a la evaluacidon de la concentracién de la
solucidon de ARN mediante su absorbancia a 260 nm. Por su parte, la relacion de absorbancia entre
260y 280 nm permitié evaluar la calidad de la muestra obtenida. Finalmente se evalué de manera
indirecta la integridad del material extraido mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 %, y la

visualizacidn de las fracciones de ARN ribosomal 18 y 28 S.
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11l.4 Extractos Proteicos Celulares: Para la obtencion de extractos proteicos totales se utilizdé una

placa de cultivo de 6 pocillos multiples, un pocillo para cada punto experimental. Las células se
colectaron, centrifugaron y resuspendieron en 150 pL de buffer para lisados totales celulares [50
mM HEPES (pH 7,0); 2 mM MgCl,; 250 mM NaCl; 0,1 mM EDTA; 0,1mM EGTA y 0,1 % Nonidet 40]
suplementado con inhibidores de proteasas (1ImM DTT, 1mM PMSF, 10 ug/mL pepstatina A, 10
ug/mL aprotinina, 10 pg/mL leupeptina) y se incubaron durante 30 min en hielo. Posteriormente
se centrifugd a 10.000 x g durante 5 min a 4°C, se recuperd el sobrenadante y se conservé a -80 °C
hasta su utilizacidon. La concentracion proteica fue cuantificada en una alicuota utilizando la

técnica de Bradford (80), empleando albumina sérica bovina como estandar.

1Il.5 Western Blot: Se realizaron utilizando metodologia estandar, como fue reportado por nuestro

laboratorio (75). Brevemente, se realizd electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE) y andlisis ulterior por inmunomarcacién utilizando el sistema Mini-
Protean 3 o 4 (Bio-Rad). Se utilizaron entre 20 y 50 ug de extractos proteicos totales, dependiendo
de la proteina en estudio. Dichos extractos fueron resuspendidos en agua para homogenizar el
volumen y mezclados con buffer de siembra [62 mM Tris (pH 6,8); 10 % v/v glicerol anhidro; 2 %
p/v SDS; 0,1 M DTT; 0,004 % azul de bromofenol). Las muestras asi preparadas fueron colocadas
en bafio termostatizado a 37°C durante 30 min o hervidas durante 5 min para permitir la
desnaturalizacion y reduccién de las proteinas, enfriadas en hielo e inmediatamente sembradas en
el gel resolutivo (8 al 12 % dependiendo del tamafio de la proteina en cuestién). Como buffer de
corrida fue utilizada una solucién conteniendo 192 mM glicina, 25 mM Tris (pH 8,8) y 0,1 % SDS. La
corrida electroforética se realizd a 100 volts constantes durante periodos variables (2-3 horas).
Una vez finalizada la corrida electroforética, las proteinas fueron electro-transferidas a

membranas de nitrocelulosa de 0,45 um de poro (Schleicher-Schuell, Dassel, Germany) en buffer
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de transferencia [192 mM glicina, 25mM Tris (pH 8,8), 20 % Metanol] sometidas a una diferencia
de potencial constante de 100 volts (250-350 mA, 30-40 W) durante 60 min.

Posteriormente las membranas fueron incubadas en solucidon de bloqueo [100 mM Tris
(pH 8,0); 150 mM NaCl; 0,1 % Tween 20; 5 % albumina bovina] durante 60 min a temperatura
ambiente bajo agitacion permanente. Las membranas bloqueadas fueron incubadas con
anticuerpos primarios dirigidos contra las proteinas de interés diluidos en solucidn de bloqueo
(segun se indica en Tabla 3) por 1-2 h a temperatura ambiente, o bien durante toda la noche a
4°C, con agitacion suave. Las membranas fueron lavadas con TBS-Tween [100 mM Tris (pH 8,0);
150 mM NaCl; 0,1 % Tween 20] a temperatura ambiente, a modo de eliminar el anticuerpo

primario no especificamente unido.

Tabla 3. Anticuerpos Primarios utilizados. Se indica para cada proteina, la especie de generacion del
anticuerpo y su isotipo. Se indica ademds, el proveedor de cada anticuerpo y la dilucion hace referencia a la
concentracion final utilizada en los ensayos de western blot.

Proteina Especie Proveedor Catalogo Isotipo Dilucién

D2 Raton Abcam ab135711 Conejo 1:1000
(Cambridge,

UK)
D3 Raton Abcam ab82041 Conejo 1:1000
(Cambridge,

UK)
MCT10 Raton Abcam ab171649 Conejo 1:500
(Cambridge,

UK)
LAT2 Ratdn Abcam ab75610 Conejo 1:500
(Cambridge,

UK)
Actina Conejo Santa Cruz sc-1616 Raton 1:5000
(Dallas, USA)
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La inmunodeteccion del anticuerpo primario se realizdé por incubacién con un anticuerpo
secundario fluorescente capaz de reconocer el isotipo del anticuerpo primario utilizado. Este
anticuerpo secundario se preparé en solucién de bloqueo (segun indicado en Tabla 4) y se incubd
con la membrana por 1 h a temperatura ambiente con agitacion suave. El exceso de anticuerpo
secundario fue eliminado mediante lavados con TBS-Tween y un lavado final con TBS. El revelado
de las bandas reactivas se llevo a cabo mediante el uso del escaner y software “Odyssey” (LI-COR

Biosciences, Nebraska, USA).

Tabla 4. Anticuerpos Secundarios utilizados. Se indica para cada proteina, la especie de generacion del
anticuerpo y su isotipo. Se indica ademds, el proveedor de cada anticuerpo y la dilucion hace referencia a la
concentracion final utilizada en los ensayos de western blot.

Proteina Especie Proveedor Catdlogo Isotipo Dilucién
Anti-lgG Conejo LI-COR IRDye Burro 1:15000
Biosciences 800CW
(Nebraska, 926-32213
USA) Verde
Anti-IgG Conejo LI-COR IRDye 680RD Burro 1:15000
Biosciences 926-68073
(Nebraska, Rojo
USA)
Anti-IgG Raton LI-COR IRDye Burro 1:15000
Biosciences 800CW
(Nebraska, 926-32212
USA) Verde

111.6 Transcripcion Reversa (RT) y Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR): A partir de 3 ug de

ARN total, el ARN mensajero (ARNm) fue transcripto reversamente a ADN complementario (ADNc)
por incubaciéon con 0,25 uM de “primers” degenerados oligo-dT12VG, 20 U de inhibidor de
ARNasas, 4 ul de buffer 5X RT [250 mM Tris-HCI (pH 8,3), 75 mM KCI, 3 mM MgCl,y 10 mM DTT];

0,5 mM de cada dNTP y 1 U de M-MLV RT (Transcriptasa Reversa del Virus de Leucemia Murina de
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Moloney) durante 1h a 37 °C. La M-MLV RT remanente fue inactivada a 95 °C por 5 min. El ADNc
se amplificd por PCR Convencional, como fue descripto en el laboratorio (81) con modificaciones
menores. El volumen final utilizado fue de 20 ul de buffer conteniendo 1,5 mM MgCl,; 4 ul de
buffer de PCR 5X; 1 U de Tag-polimerasa (Promega, Madison, USA); 0,25 mM de cada dNTP
(Promega) y 2 ul de ADNc.

Un control negativo (agua estéril en lugar de la solucion de ADNc) se incluyé en cada
ejecucién de PCR. La amplificaciéon por PCR Convencional se realizé utilizando el sistema iCycler
(Bio-Rad). Un par de “primers” especifico para cada gen de interés fue utilizado para la
amplificacion por PCR (Tabla 5). Los “primers” para los THTs (MCT8, MCT10, OATP1C1, LAT1 y
LAT2) y las DIOs (DIO1, DIO2 y DIO3) fueron disefiados para distinguir ADNc y ADN
gendmico/pseudogenes que enlazan las secuencias de 2 exones excluyendo un intrén (Sigma-
Aldrich, Bs. As., Argentina). Para el ARNm de Dio 2 y 3, ya que los primers se disefiaron en una
Unica region exdnica, la contaminacidn con ADN gendmico se excluyé realizando reacciones de
control paralelas sin transcripcidn reversa. Las expresiones de estos ARNm se normalizaron
utilizando ARNm de B-actina. El perfil térmico utilizado fue de 95°C durante 5 min (38 ciclos para
THTs, 35 ciclos para DIOS y 30 ciclos para B-Actina) a 95°C durante 40 segundos, un gradiente
entre 59 y 65°C durante 40 segundos, 72°C durante 40 segundos, y 72°C durante 10 min.

Los productos de PCR Convencional se resolvieron por electroforesis en geles de agarosa al
2%, seguida de una tincidn con Bromuro de Etidio. La amplificacién especifica del gen de interés se

confirmd mediante secuenciacién automatica (Macrogen, Seul, Corea).
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Tabla 5. Secuencias de “primers” utilizadas para PCR Convencional y PCR Cuantitativa. Se indica para cada
gen, el tipo de primer y su secuencia en orientacion 5’-3".

Gen Primer Secuencia
MICTS (NM_009157.2) Amsentido ITGATGCATCAGAGGGACGAAG
MCTI0 (Nv_001114332.1 Amisenti GGGATTAAACAGAGCACAACACC
OATPICL(NM_013757.9) Amsentido CHTICTGACACCTGOCEATE.
LATA (NM_011404.3) Amisenti SCTTGTICTTCCACCAGACACC
LAT 20N _016572.2) Amsentido GGGTITGTGTTGCCAGTAGACAC
DIO (NM_007850.3) Amisentido STOTCTAGGTGOAGTGOAMGE
DIOZ (NM_010050.2) Amsentido CrTGGTTCCGTCTTCTTAN
DIO 3(NM_17211.2) Amsentido CconccmTTeAGTCACTTGTC.

Nota: el disefio de todos los primers fue realizado utilizando el software Primer3 (http://primer3.ut.ee)

11l.7 PCR Cuantitativa (qPCR): La amplificacion mediante PCR Cuantitativa (QPCR) o en Tiempo Real

se realizd mediante una adaptacién de la PCR convencional utilizando “SYBR green” como
reportero. Las reacciones de amplificacién fueron realizadas en el termociclador ABI Prism 7500
detection system (Applied Biosystem, Foster City, USA) en volumenes de 15 pl conteniendo buffer

de PCR 1X; 1,5 mM MgCly; 0,3 uM del “primer” sentido; 0,3 uM del “primer” antisentido; 0,25 mM
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de cada dNTP; 0,5 U Tag-polimerasa; 1:40.000 de SYBR green (Molecular Probes, Eugene, USA); 30
nM de Rox (Roche Applied Science, Indiandpolis, USA) y 1 ul de ADNc.

La cuantificacidon de cambios relativos en la expresion génica del gen de interés respecto al
gen de expresidn constitutiva B-actina, usado como control interno, fue realizada mediante el

A5Ct como fue reportado previamente en el laboratorio (82, 83). Para cada par de

método de 2°
“primers” bajo las condiciones ensayadas, se observo la presencia de un solo pico en la curva de
disociacién, indicando que un solo producto de PCR fue generado en la amplificacién. La identidad

se evalué mediante la observacién del tamafio previsto del amplicén en geles de agarosa resueltos

por electroforesis y su posterior secuenciamiento.

La eficiencia de gPCR para cada par de primers se calculéd usando curvas estandar
generadas por diluciones en serie de ADNc de DCs. Todas las eficiencias de qPCR oscilaron entre
96 y 102% en diferentes ensayos. Los niveles de ARNm se muestran normalizados con el ARNm del
gen de referencia B-actina. También se utilizd Gliceraldheido 3-Fosfato Deshidrogenasa (GAPDH) y

Proteina de Unién a TATA para normalizar ARNms blanco, obteniendo resultados similares.

111.8 Ensayos de Actividad Enzimdtica: Para la determinacion de la actividad de D2, las DCs fueron

lavadas con PBS y lisadas en buffer fosfato de sodio 150 mM conteniendo 1 mM de EDTA, 250 mM
de Sucrosa y 10 mM de DTT (pH 6,9). 20 pg de proteinas fueron incubados por duplicado durante
3 h a 37°C con [**I]-T, purificada previamente en una columna de Sephadex LH-20 (Perkin-Elmer
Life and Analytical Sciences, Shelton, USA), 1 mM PTU y 20 mM DTT en buffer fosfato de potasio
100 mM conteniendo 1 mM EDTA y 1 nM T, (pH 6,9) en un volumen final de reaccién de 300 pl
como lo reporté Louzada y col., (84). La reaccién se detuvo a 4° C en bafio de hielo, con la adicidn
de 200 pl de SFB y 100 pl de Acido Tricloroacético (50% v/v), seguido de agitacién vigorosa. Las

muestras se centrifugaron a 10.000 x g por 3 min, se tomaron 360 pl del sobrenadante y se
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determing el **

| liberado (cpm) durante la reaccion de deiodinacion, utilizando un contador y. La
actividad de D2 se expresd en fmoles de T, deiodinada/min/mg proteina. Estos experimentos se

realizaron con la colaboracién del laboratorio dirigido por la Dra. Denise Pires-Carvalho (Instituto

de Biofisica Carlos Chagas Filho, Universidad Federal de Rio de Janeiro, Brasil).

Por su parte, para la determinaciéon de la actividad de D3 se utilizd la metodologia
reportada por Wajner y col., (85) utilizando cromatografia en papel. Para ello, las DCs fueron
sonicadas en un buffer conteniendo 10 mM Tris-HCl y 0,25 M de Sacarosa (pH 7,5). Se incubaron
100 pg del producto de sonicacidn celular durante 1 h en un buffer conteniendo 200.000 cpm de
['*°1]-T5 (Perkin-Elmer Life and Analytical Sciences), 2 nM T5y 20 mM de DTT. La reaccién se detuvo
mediante la adicién de 200 pl de etanol 95%, 50 ul de NaOH 0,04 Ny 5 mg de PTU. La deiodinacidn

se determind en base en la cantidad de [

I]-T, producido después de la separacién de los
productos de reaccién por cromatografia en papel. Estos experimentos fueron realizados en

colaboracidn con el laboratorio dirigido por la Dra. Ana Luiza Maia (Hospital de Clinicas de Porto

Alegre, Universidad Federal de Rio Grande del Sur, Brasil).

111.9 Ensayos de Transporte de HTs: Para determinar la captacién de HTs, las DCs se lavaron con

medio de incubacién (PBS Dulbecco conteniendo 0,1% de D-glucosa y 0,1% de BSA). Dicha
captacion fue evaluada por incubacidn (3-90 min) de las células a 37°C con 1 nM (200.000 cpm) de
[**°1]-T; 0 [**°1]-T4 en 1,5 ml de medio. Después de la incubacién, las células se lavaron con medio,

se lisaron con NaOH 0,1 M y se determiné el '

| captado mediante un contador y. Para evaluar la
dependencia de Na' del proceso de captacién de [**’1]-T;, DCs se incubaron en un buffer

conteniendo NaCl 142,9 mM; 4,7 mM de KCl; 1,2 mM de MgSQO,; 1,2 mM de KH,PO,4; 1,8 mM de
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CaCl,, 20 mM de HEPES y 0,1% de BSA (pH 7,4) o en medio en el que el Na* fue sustituido con una
cantidad equimolar de Colina.

Para la medicidn del flujo de salida (Eflujo) de HTs de las DCs, luego de la captacién de HTs
durante 30 min con medio de incubacién conteniendo 1 nM (200.000 cpm) de [**°1]-T; o [**°1]-T,,
las células fueron lavadas y posteriormente incubadas con medio de eflujo (PBS Dulbecco
conteniendo 0,1% de D-glucosa y 0,1% de BSA) a distintos tiempos. Después de la incubacidn con
el medio de eflujo, las células fueron lavadas y lisadas con NaOH 0,1 M. Las cpm remanentes

fueron determinadas en un contador y.

A los fines de determinar especificidad de transporte, la captacion y el eflujo de ['**I]-T; o
['*1]-T, se llevaron a cabo en presencia o ausencia de iodotironinas no radiactivas, L-Leucina
(inhibidor de LATSs), bromosulfoftaleina (BSP, inhibidor de MCTs) o ambos, a las concentraciones

indicadas en cada caso.

11110 Citometria _de Flujo: A los fines de determinar citoquinas intracelulares, se utilizd la

metodologia previamente reportada en nuestro laboratorio (75). Brevemente, las DCs se lavaron
dos veces con PBS suplementado con 2 % de FBS y se resuspendieron en PBS con SFB al 10 %. Las
células se incubaron con los siguientes anticuerpos monoclonales conjugados con fluorocromo
durante 30 min a 4° C: anti-CD11c-isotiocianato de fluoresceina (FITC) y anti-IL-12 conjugado con
ficoeritrina (PE) (BD Biosciences, San Jose, EE.UU). Las células fueron luego procesadas en un
citometro de flujo FACS Canto Il (BD Biosciences) y analizadas utilizando el software FlowJo (Tree

Star, Ashland, USA).

1ll.11 Determinacion de Citoquinas Solubles: La deteccidn de IL-12p70 se realizd en sobrenadantes

de cultivos celulares utilizando un ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA). El

anticuerpo de captura incluyé un anticuerpo monoclonal anti-IL-12p70 de ratén (clon C15.6, BD
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Biosciences). El anticuerpo de deteccidn incluyd un anticuerpo biotinilado de rata anti-IL-12p70 de
ratén (C17.8 clon, BD Biosciences). Como enzima y sustrato se utilizaron estreptavidina-peroxidasa
de rabano picante y 2,2-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) sal de diamonio (Sigma-

Aldrich), respectivamente.

111.12 Cultivos Mixtos Leucocitarios: Estos ensayos se realizaron para evaluar la capacidad de las

DCs de estimular esplenocitos alogénicos in vitro, como se reportd previamente en el laboratorio
(75). Brevemente, los esplenocitos alogénicos (de ratones BALB/c, 1 x 10° células/pocillo, células
respondedoras) se incubaron durante 3 dias con las DCs irradiadas (30 Gy, células estimuladoras) a
una relacion de 01:15 (DCs/esplenocitos) en placas de 96 pocillos de fondo redondo. En el dia 2,
0,5 uCi (0,0185 MBq)/pocillo de [*H]-Timidina (Amersham Life Sciences, Buckinghamshire, UK) se
incorporé en cada pocillo durante 18 h. La proliferacién se determind como cpm de

determinaciones por triplicado, en un contador [ de centelleo liquido.

111.13 Andlisis Estadistico: El analisis de las diferencias entre los grupos (tres o mas grupos) se llevd

a cabo por analisis de la varianza de un solo factor (ANOVA), seguido por la prueba de
comparaciones multiples de Student-Newman-Keuls. Para el andlisis de las diferencias entre dos
grupos, la significancia estadistica se determind mediante la prueba t de Student para
observaciones no apareadas. Los analisis estadisticos fueron realizados con la utilizacién del
software Prism 5.01 (GraphPad Software, San Diego, USA). Valores de P < 0.05 fueron
considerados estadisticamente significativos. Todos los experimentos se realizaron al menos por

triplicado.
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IV.1 Estudio de los procesos de Transporte Celular de HTs a nivel de DCs.

IV.1.1 Las DCs murinas transportan HTs de manera efectiva

Con la finalidad de caracterizar el proceso de transporte de HTs a nivel de las DCs, se
evalud la captacion y el eflujo de ambas hormonas, T; y T4, mediante la utilizacién de sus variantes

radiomarcadas con %

I. Para ello, se cultivaron DCs obtenidas de sus progenitores de médula ésea
de raton de acuerdo a lo reportado por el grupo de trabajo (71). Posteriormente, un analisis de
captacién a diversos tiempos de [**1]-T; y [**1]-T, (1 nM) demostré que ambas HTs fueron
transportadas por DCs, aunque la captacion celular de [**1]-T; fue significativamente mayor que la
de [IZSI]-T4 en todos los tiempos evaluados, alcanzando un valor 5,7 veces mayor a los 90 minutos
(Figura 10A). Estos hallazgos revelan que a igual concentracion, la principal HT captada por DCs es

T;. Un punto a destacar en estos ensayos es la tasa porcentual de captacion de [**I]

-T; en funcién
del tiempo, dado que la misma aumenté linealmente durante los primeros 30 minutos y se redujo

después, siguiendo un comportamiento similar al descripto para otras células sensibles a HTs (86).

Posteriormente, se evaluaron los efectos que concentraciones crecientes de iodotironinas
no marcadas ejercian sobre la captacion de [**°I]-T;. Este andlisis permitié obtener parametros
cinéticos de gran significancia en relacidn al transporte de HTs en este tipo celular, los que se

detallan a continuacion.

Como se muestra en la Figura 10B, se registré una reduccién en la captacién de [**°1]-Ts
luego de la adicidn de iodotironinas no marcadas, T; 6 T,, en concentraciones crecientes. Estos
resultados permitieron definir dos procesos bien diferenciados: uno de ellos no se satura con

concentraciones de T; 6 T, de hasta 10 uM, mientras que el otro proceso de captacién, este si
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saturable, exhibe un valor de Km para su inhibicion con T; de 0,76 uM. Del mismo modo, se
observd que el IC50 para la inhibicion de esta captacién por T, es de 7,78 uM. Este
comportamiento de la captacién de T; en DCs es similar a los ya descriptos en otros sistemas
celulares (86, 87). Es importante destacar que debido a que la captacion de [**°I]-T, fue
significativamente menor que la de [**’I]-T; (Figura 10A), la caracterizacién de los parametros

cinéticos para la captacion de [***I]-T, no fue posible.

Finalmente, se evalud el eflujo de ambas hormonas a nivel celular. Como se muestra en la
Figura 10C, el eflujo de ['*°I]-T; tiene una velocidad significativamente menor que la de [**°I]-T,. En
este sentido, alrededor del 63% de la [**’I]-T; permanece dentro de las DCs a los 60 minutos

después de su captacién, en comparacion con un 32% de la [**1]-T,.

En conjunto, estos resultados revelan la capacidad de las DCs de transportar HTs, tanto
hacia el interior como hacia el exterior celular, y evidencian la preferencia de captacion de T;

sobre T, y de T, en comparacion con T; en el proceso de eflujo.
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Figura 10: Caracterizacion del transporte de HTs en DCs. (A) Captacion de 1 nM de [125|]—T3 (o) y [125I]—T4 (®) en
funcién del tiempo. La captacién fue evaluada en DCs derivadas de médula ésea de ratéon. Se utilizé D-PBS
conteniendo 0,1% de glucosa y 0,1% de BSA como medio de captacién. ** P < 0,01; *** P < 0,001 en comparacién a
[125I]-T4 al mismo tiempo de incubacion. (B) Efectos de concentraciones crecientes (1 nM a 10 uM) de iodotironinas
no marcadas (o T3, T, m) en la captacion de [IZSI]-T3 durante 30 minutos en DCs. (C) Eflujo de HTs en DCs. Las células
se incubaron durante 30 minutos con 1 nM de [125I]-T3 (o) o [125I]-T4 (®). Posteriormente, se retiré el medio de
captacion y las células fueron lavadas e incubadas en medio de eflujo durante 0, 30 y 60 minutos. Luego, el
porcentaje de [125I]-T3 y [125I]-T4 en el lisado celular se determind en cada tiempo evaluado. * P < 0,05; ** P < 0,01
comparado con [125I]-T3. Todos los resultados se expresan como media = DE (%) y corresponden a un experimento
representativo de un total de 3 con resultados similares.
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1IV.1.2 Las DCs murinas expresan MCT10 y LAT2 como principales THTs.

Considerando la capacidad de DCs para transportar HTs y los antecedentes de la presencia
de proteinas especificas que favorecen ese transporte en varios sistemas celulares animales y
humanos de manera tejido-especifica, surgid el interés por evaluar la identidad de tales THTs en
DCs. A tal fin, se analizd la expresion de los principales THTs descriptos a nivel de ARNm: MCTS,

MCT10, OATP1C1, LAT1 Y LAT2, mediante RT-PCR convencional.

Como se observa en la Figura 11A, las DCs expresan ARNm de MCT10 (panel superior
medio) y de LAT2 (panel inferior derecho). A su vez, no expresan niveles detectables por RT-PCR
convencional de ARNm de MCT8 (panel superior izquierdo), OATP1C1 (panel superior derecho) o
LAT2 (panel inferior izquierdo). La identidad génica de los ARNm de cada THT evidenciado en DCs
fue confirmada mediante secuenciamiento genético de los amplicones obtenidos en la RT-PCR

(Macrogen, Corea del Sur).

De acuerdo a estos resultados, se analizd la expresion de MCT10 y LAT2 a nivel de proteina
por Western Blot con extractos proteicos totales de DCs. Estos evidenciaron la expresion de las
proteinas MCT10 y LAT2 (Figura 11B), aunque en un grado menor (a concentraciones proteicas

totales iguales) que sus controles positivos (células K562 y Hela, respectivamente).

Finalmente, un analisis densitométrico comparativo de los THT expresados en DCs: MCT10
y LAT2, no permitié registrar ningin cambio significativo entre sus niveles de expresion en DCs

(Figura 11C).

En conjunto, estos hallazgos sugieren fuertemente que MCT10 y/o LAT2 serian los THTs

que participarian en el transporte de HTs (captacion y/o eflujo) en DCs.
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Figura 11: Expresion de THTs en DCs. (A) Deteccion de ARNm de MCT8 (panel superior izquierdo), MCT10 (panel
superior medio), OATP1C1 (panel superior derecho), LAT1 (panel inferior izquierdo) y LAT2 (panel inferior medio)
por analisis de RT-PCR convencional del ARN total de DCs. ARN total de higado y cerebro de ratén, de células COS-7
y JEG-3 fueron analizados en paralelo como controles positivos (primera columna) o negativos (segunda columna),
respectivamente. ARNm de B8-Actina se utilizé como gen constitutivo. Los productos de RT-PCR se resolvieron por
electroforesis en geles de agarosa al 2% seguido de tincién con bromuro de etidio. (B) Western Blot representativo
de lisados totales de DCs para MCT10 (panel izquierdo) y LAT2 (panel derecho). Los lisados totales de células K562 y
Hela se corrieron en paralelo como controles positivos de MCT10 y LAT2, respectivamente. Las muestras fueron
separadas en un gel SDS-PAGE al 10%, transferidas posteriormente a membranas de nitrocelulosa, e incubadas con
anticuerpos especificos anti-MCT10 o anti-LAT2. El control de carga se realizo utilizando un anticuerpo anti-B-actina.
Se muestra un experimento representativo de 3 independientes realizados por triplicado y con resultados similares.
(C) Analisis densitométrico de Western blot. Los datos se expresan como media + DE de un experimento
representativo de 3 con resultados similares y realizado por triplicado.

Por otra parte, dado que MCT10 y LAT2 son transportadores sodio-independientes (88,
89), evaluamos la dependencia de sodio (Na®) del proceso de captacidn hormonal. Para este
propdsito, se realizaron experimentos de captacion de [**I]-T; sustituyendo, de manera
equimolar, a Na" por Colina en el medio de captaciéon. Como se observa en la Figura 12, tal
sustitucion no indujo ninguna modificacién en la captacion de [*°1]-Ts, lo que indicaria que bajo
estas condiciones el transporte de HTs no depende de Na' en DCs, reforzando las evidencias

obtenidas para las proteinas ya descriptas.
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Figura 12: THTs en DCs. Dependencia de Na* en la captacién de [125I]-T3 en DCs: las células fueron incubadas con 1
nM de [125”_1.3 por 30 minutos en medio conteniendo cloruro de sodio (barra blanca) o medio conteniendo colina,
libre de sodio (barra negra). Los resultados se expresan como media = DE del porcentaje de [IZSI]-T3 captada por
células incubadas con medio conteniendo sodio. Los datos se expresan como media + DE de un experimento
representativo de 3 con resultados similares y realizado por triplicado.
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Considerando que el laboratorio donde se realizd este trabajo de Tesis Doctoral
previamente describié los efectos que T; ejerce sobre la maduracion y funcionalidad de las DCs
(71, 72, 73, 75), se evalud el rol de cada uno de los THTs expresados a nivel de DCs en el transporte

de T; y en un marcador bioldgico sensible a la accidén de T; a este nivel.

En primer lugar se realizaron ensayos de captacion de T, en los cuales y mediante la
utilizacién de inhibidores especificos de cada uno de los THTs expresados, el ingreso de [**°I]-T; a la
DC a través de dicho THT fue impedido. Como se observa en la Figura 13A, la adicién del
aminodcido L-Leucina (Leu, inhibidor especifico de LAT2, 100 uM) no fue capaz de reducir la
captacién de [°I]-Ts. Por su parte, el tratamiento con Bromosulftaleina (BSP, inhibidor especifico
de MCT10, 100 pM) redujo significativamente la captacién de ['*°I]-T;, a niveles por debajo del
50% de la captacion sin BSP (Control). A su vez, cuando ambos inhibidores fueron agregados
simultaneamente, la captacién de ['*°I]-T; disminuyd significativamente a valores atin mas bajos
(alrededor del 45% de la captacién del Control). Sin embargo, la diferencia entre BSP y Leu + BSP

no fue estadisticamente significativa.

Estos resultados, en concordancia con lo descripto para el proceso saturable de captacidn
de [**°1)-T; (Figura 13B), sugieren que MCT10 seria el THT responsable, al menos en su mayor
parte, de la captacion de T; en DCs. Sin embargo, la expresion de LAT2 en estas células, tanto a
nivel de ARNm como de proteina, sugiere que este THT podria jugar algun rol en el proceso de

transporte de HTs, no detectable por los métodos utilizados.
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Si bien estos hallazgos anteriormente descriptos permiten inferir que MCT10 esta
principalmente involucrado en la accién de T; en DCs, un ensayo funcional sobre la DC fue
necesario para corroborar esta hipétesis. Considerando que el laboratorio donde se realizd este
trabajo de tesis reporté que T; modula la secrecidon de citoquinas en DCs con produccién y
secrecion de IL-12 e induccidn de un perfil Thl (71), se realizaron ensayos de inhibicion de la
captacién de T; en DCs utilizando los inhibidores especificos ya descriptos y evaluando los niveles
de secrecidn de IL-12, marcador muy sensible al efecto de T; a este nivel. Para ello, DC inmaduras
(DCi) fueron tratadas con T3 (5 nM) y con el inhibidor especifico (Leu y/o BSP, 100 y 10 uM,
respectivamente) durante 18 h (cabe aclarar que en estos ensayos bioldgicos se utilizd una
concentracién menor de BSP dado que, a 18 h de tratamiento, 100 uM provocoé la muerte celular).
Al finalizar el tiempo de tratamiento, se analizaron los niveles de IL-12 mediante ELISA en los
sobrenadantes de cultivo de los distintos grupos. Como se muestra en la Figura 13B, la adicién de
Leu en presencia de T3 no indujo ningiin cambio significativo en la secrecién de IL-12 en DCs, en
comparacién al Control (DCi + Ts). Sin embargo, BSP redujo la secrecion de IL-12 inducida por Tz en
un 46% con respecto al Control, mientras que la presencia de ambos inhibidores juntos (Leu + BSP)
no disminuyd la secrecion de IL-12 por debajo de los valores obtenidos luego del tratamiento con
BSP solo. Es de destacar, sin embargo, que el tratamiento con BSP no anulé el efecto de T; sobre la
produccién de IL-12 en DCs. Estos resultados indicarian que la cantidad de T; que es captada por la
DC mediante el proceso no saturable (o por otros THTs desconocidos) sea suficiente para inducir,
aunque en menor proporciéon, la habilidad de las DCs de secretar IL-12. Es importante destacar
ademas, que ni BSP ni Leu (en las concentraciones ensayadas) alteré significativamente la
viabilidad celular en el tiempo experimental, medido por ensayo de muerte celular con Anexina V

y 7-aminoactinomicina D (datos no mostrados).
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En conjunto, estos hallazgos manifiestan la importancia de MCT10 en la captacién y por lo

tanto en la accién de T; a nivel de DCs, describiendo su participacién en el primer evento celular

involucrado en el mecanismo de accion de T;, su transporte al interior celular.
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Figura 13: Efecto de los inhibidores de MCT10 y LAT2 sobre (A) la captacion de T; y (B) la secrecién de IL-12
inducida por T; en DCs. (A) Efecto de 100 uM de los inhibidores: BSP, Leu 0 ambos en la captacién de [**°I]-T;. Las
DCs se incubaron durante 30 min con 1 nM de [125I]-T3 en ausencia o presencia de inhibidores y se determiné la
captacion de la hormona. Los resultados se expresan como media + DE del porcentaje de captacidon de DCs control
(sin inhibidores), y son de un experimento representativo de un total de 3 con resultados similares llevados a cabo
por triplicado. ** P < 0.01 comparado con DC control, ns: no significativo. (B) Efecto de los inhibidores: BSP (10 uM),
Leu (100 uM) o ambos en la secrecidon de IL-12 en DCs. Las DCs se incubaron durante 18 h con T3 con o sin los
inhibidores mencionados. La secrecion de IL-12 se determind en los sobrenadantes de cultivo por ELISA. Los
resultados se expresan como media * DE y son de un experimento representativo de un total de 3 con resultados
similares llevados a cabo por triplicado. *** P < 0,001 comparado con DC control, ## P <0,01 frente a T3, ns: no
significativo.

IV1.3 T; regula positivamente el transporte de HTs en DCs

Teniendo en cuenta que T; modula, con una exquisita especificidad tisular, a su propio
mecanismo de accion y en consecuencia sus efectos en sus células blanco (90), se propuso

investigar si el tratamiento con T; regula el transporte de HTs en DCs.

En primer lugar, se evalud el efecto de T; (5 nM por 18 h) sobre la expresidon de los THTs
presentes en DCs a nivel de su ARNm y proteina. La Figura 14A muestra un andlisis de RT-qPCR de
ARNm de ambos THTs presentes en DCs: MCT10 y LAT2. Se observa que dicha concentracion
fisioldgica de T, utilizada para registrar los efectos de la hormona a este nivel (71, 72, 73, 75)
regulan de manera positiva la expresidn del ARNm tanto de MCT10 como de LAT2 en DCs. Como
se observa, la expresion de MCT10 aumentd un 172% frente a su control. Del mismo modo, LAT2
incrementd su expresidn en un 271% frente al control. En concordancia con estos resultados, la
expresion proteica de ambos transportadores fue incrementada por el tratamiento con T;. Se

registraron aumentos de en un 53% y 78%, para MCT10 y LAT2, respectivamente (Figura 14B).
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Figura 14: Efecto de T; sobre el transporte de HTs en DCs: los niveles de ARNm y proteina para MCT10 y LAT2 se
evaluaron en DCs control (Control) o DCs tratadas con 5 nM de T durante 18 hs (T3). (A) Analisis de RT-gPCR para el
ARNm de MCT10 (panel izquierdo) y LAT2 (panel derecho). Los niveles de ARNm de MCT10 y LAT2 se cuantificaron
en relacion a los de B-Actina. Los resultados se indican como veces de cambio relativas a los niveles de ARNm del
control, y se expresan como media * DE. ** P <0,01; *** P <0,001, en comparacion con el grupo control. (B) Anélisis
por Western blot de los niveles de proteina para MCT10 y LAT2. Los paneles de la izquierda muestran las bandas
representativas de cada proteina, MCT10 (panel superior) y LAT2 (panel inferior). El control de carga se realizd con
B-Actina. Los paneles de la derecha muestran el analisis densitométrico de las bandas. Los datos se expresan como
media * DE (unidades arbitrarias, UA) y son parte de un experimento representativo de 3 con resultados similares y
llevados a cabo por triplicado. * P <0,05; ** P <0,01, en comparacion con el grupo control.

En segundo lugar, y teniendo en cuenta los resultados anteriores, se evalud el efecto de T,
(5 nM por 18 h) sobre el transporte de HTs en DCs: Captacién y Eflujo de HTs. A tal fin, se evalud la
captacion de [*’1]-T; y [**’1]-T, en DCs control y DCs tratadas con T;. Como muestra el panel
izquierdo de la Figura 15A, el mencionado tratamiento sorprendentemente no tuvo efecto sobre
la captacion de [**°1]-Ts. Sin embargo, la captacién de [**I]-T, si aumentd significativamente en DCs
estimuladas con T; (Figura 15A, panel derecho). Por su parte, se realizaron ensayos sobre el eflujo
de HTs en DCs, tratadas o no con T; en la concentracién y tiempo de tratamiento previamente
mencionado. De manera inversa a lo registrado en los estudios del efecto de T; sobre la captacion
de HTs, el eflujo de [**°I]-T; fue significativamente mayor en DCs tratadas con T; que en su control
(Figura 15B, panel izquierdo). Sin embargo, el eflujo de [**1]-T, no se modificé con dicho

tratamiento (Figura 15B, panel derecho).

Los datos obtenidos en estos experimentos permiten concluir que el transporte de HTs en
DCs esta regulado por Ts. Los resultados sugieren que esta modulacién seria debida, al menos en
parte, al efecto de T; sobre la expresiéon de los THTs presentes en DCs y sobre la captacion-eflujo

de HTs.
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Figura 15: Efecto de T; sobre la captacion y eflujo de HTs en DCs: se evalud la captacion y el eflujo de [IZSI]-T3 o
[125I]—T4 en DCs control (Control) o DCs tratadas previamente con 5 nM de T; durante 18 hs (T3). (A) Captacidn de 1
nM de [125I]-T3 (panel izquierdo) y 1 nM de [125I]-T4 (panel derecho). * P <0,05 frente al control. (B) Eflujo de la [125I]-
T; (panel izquierdo) y la [125I]-T4 (panel derecho) pre captado por las DCs. ** P <0,01 comparado con el control. En

cada ensayo, los datos se expresan como media * DE y son parte de un experimento representativo de 3 realizados
por triplicado.
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IV.2 Anadlisis del Metabolismo de HTs a nivel de DCs.

IV.2.1 Las DCs murinas expresan D2 y D3, no D1

Como se ha mencionado anteriormente, la metabolizacidon de las HTs es un evento crucial
en el mecanismo de accién de estas hormonas en sus tejidos blanco (9). Dado que estos procesos
metabdlicos estan integramente asociados al control de las acciones hormonales, se evalud si las

DCs eran capaces de metabolizar estas hormonas.

Para iniciar el analisis, se investigd la potencial presencia de los 3 tipos de DIOs/Ds (ARN
mensajero y proteinas, respectivamente) descriptas hasta la actualidad en DCs murinas, obtenidas
como se reportd previamente en el laboratorio (71). Para ello, el perfil de expresién de DIO1, DIO2
y DIO3 se realiz6 mediante PCR Convencional. Como puede observarse en la Figura 16A, DCs

expresan ARNm de D2 y D3, no asi de D1.

A continuacidn se realizaron ensayos de Western Blot para evaluar la expresion proteica
de las Ds presentes en DCs. Como se observa en la Figura 16B, las DCs expresan niveles proteicos
de D2 y D3. Para D2, se evidencié una banda especifica de 31 kDa correspondiente a la proteina en
su estado monomeérico. Por el contrario, para D3 no fue posible revelar la proteina monomérica
(32 kDa), sino que se detecté una banda de 65 kDa, compatible con la presencia de la variante

homodimérica de la enzima, descripta afios atras por Sagar y col. en células vivas (17).
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Figura 16: Expresion de Deiodinasas de lodotironinas en DCs. (A) Deteccién de ARNm de D1 (panel izquierdo), D2
(panel medio) y D3 (panel derecho) por andlisis de RT-PCR convencional del ARN total de DCs. ARN total de higado y
cerebro de ratén, de células Cos-7 y Jeg-3 se corrid en paralelo como controles positivos (primera columna), o
controles negativos (segunda columna), respectivamente. ARNm de B-Actina se utiliz6 como gen constitutivo. Los
productos de RT-PCR se resolvieron por electroforesis en geles de agarosa al 2% seguido de tincién con bromuro de
etidio. (B) Western Blot representativo de lisados totales de DCs para D2 (panel izquierdo) y D3 (panel derecho). Los
lisados totales de células MCF-7 y Placenta se corrieron en paralelo como controles positivos de D2 y D3,
respectivamente. Las muestras fueron separadas en un gel SDS-PAGE al 10%, transferidas posteriormente a
membranas de nitrocelulosa, y se incubaron con anticuerpos especificos anti-D2 o anti-D3. El control de carga se
realizé utilizando un anticuerpo anti-B-actina. Se muestra un experimento representativo de 3 independientes
realizados por triplicado, y con resultados similares. (C) Expresion comparativa de Ds en DCs. Analisis cuantitativo
densitométrico de Western Blot. Los datos se expresan como media + DE de un experimento representativo de 3
con resultados similares y realizado por triplicado. *** P <0,001 frente a D2.
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stern Blot sobre los niveles proteicos de estas Ds registré una significativa diferencia de expresion

(6,5 veces) de D3 por sobre D2 (Figura 16C).

Tomando en cuenta todos estos resultados, se pudo concluir que DCs expresan D2 y D3, y

gue en condiciones basales la expresion proteica comparativa es mayor para D3.

IV.2.2 Las DCs murinas exhiben capacidad de metabolizar HTs

La expresion de Ds en DCs como principales enzimas reguladoras de los niveles locales de
HTs, motivd el disefio y ejecucion de ensayos que permitieran revelar una supuesta capacidad
metabolizante en estas células. Para este fin, se determinaron las actividades enzimaticas de D2 y

D3 como se describe a continuacion.

En primer lugar, se adaptaron las técnicas para determinar actividad enzimatica de D2 y de
D3 en el modelo celular de DCs. En este sentido, inicialmente se evalud a través de una curva de
actividad enzimatica vs. concentracion de proteinas totales del homogenato celular, aquella
concentracion que refleja un comportamiento lineal de actividad enzimatica, es decir, que permite
detectar cambios lineales en esta actividad. En la Figura 17A y B, se grafican las curvas de
actividad de D2 y D3, respectivamente, evaluadas con concentraciones crecientes de proteinas
totales. Se ensayaron 3 concentraciones de proteinas totales (escogidas mediante analisis
bibliografico), las que permitieron establecer un rango de linealidad para cada actividad
enzimatica. De acuerdo a los resultados obtenidos, se escogieron para futuros ensayos
concentraciones proteicas comprendidas en un rango de comportamiento lineal para cada

actividad enzimdtica, 50 ug para cada Ds.
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Figura 17: Actividad de Deiodinasas de lodotironinas en funcién de la concentracion de proteinas totales en DCs.
Se determind la actividad enzimatica de D2 (A) y D3 (B) frente a concentraciones crecientes de proteinas totales
provenientes de lisados de DCs.

Una vez adaptadas las técnicas a las condiciones del modelo experimental, se evalud la
capacidad de las DCs de metabolizar ambas HTs. La Figura 18 representa de manera comparativa
los niveles de actividad enzimatica de D2 y D3. Como se puede observar, los niveles de ['*I]-T,
deiodinada (actividad de D3) fueron significativamente mayores a los de [**’I]-T, deiodinada
(actividad de D2). Se debe destacar que la diferencia de actividad en favor de D3 (6.6 veces) es

muy similar a aquella diferencia encontrada entre los niveles proteicos de ambas Ds (Figura 16C).

Estos resultados permiten sugerir un rol preponderante de D3 por sobre D2 en el control
de los niveles intracelulares de HTs en DCs, revelando que en estado basal estas células exhiben un
perfil metabdlico preferentemente inactivante sobre estas hormonas (deiodinacién de T; a T, y de

T4 a rTg).
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Figura 18: Actividad de Deiodinasas de lodotironinas en DCs. Actividades de D2 y D3 en DCs. Los resultados se
expresan como fmol de T4 deiodinada (actividad de D2) o fmol de T; diodinada (actividad de D3) / min / mg de
proteina. Los datos se expresan como media + DE y son de un experimento representativo de 3 realizados por
triplicado con resultados similares. * P <0,05 comparado con D2.

IV.2.3 T; regula el metabolismo de HTs en DCs

A continuacion se evalud si la modificacién de los niveles intracelulares de HTs tiene un
efecto sobre las actividades enzimdticas de las Ds expresadas en DCs. Para ello, iDCs fueron
tratadas con T; (5 nM) por 18 h y posteriormente se determinaron: la capacidad de T; de regular la

expresion génica y proteica de las deiodinasas de iodotironinas, y sus actividades enzimaticas.

Se pudo observar que los resultados obtenidos mostraron que T; aumentd
significativamente la expresion del ARNm de D3 (81% frente a su control, Figura 19A) y también
los niveles proteicos de D3 (274% frente a su control, Figura 19B). Ademas, se registré un

aumento significativo de la actividad enzimatica de D3 posterior al tratamiento con T; (78% frente
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a su control, Figura 19C). Por el contrario, los niveles del ARNm de D2 no variaron en células
tratadas con T; (Figura 19A). A su vez, los niveles proteicos de D2 no se modificaron ante el
tratamiento con T; (Figura 19A) aunque su actividad si registré una ligera pero significativa

disminucion (18%, Figura 19C).

Los resultados obtenidos permitieron concluir que T; regula a las deiodinasas de
iodotironinas en DCs, aumentando la expresion y actividad de la tipo 3 y reduciendo la de tipo 2,

por lo tanto ejerciendo un control de sus propios niveles intracelulares.



IV - RESULTADOS

154 20_ -
s o s o 15
25 Z2m5 ~
§82 10 L 532
238 £33
c 8 © ns = 3 o 1.0 | i
2ED SET
=z =z
£ 8 0.5 £x g
852 ¥z 05
0.0 | 0.0 :
Control T, Control T,
0.005 ns
Control T, 0.004 -
D2 - P 31kDa g 00034
— N
S 00024
0.001 4
0.000 .
Control T,
0.8 4
*k
Control T, 0.6 4
D3 T M 65102 g
- = 0.4
[s2]
[a]
B-Actina - 42 kDa
0.2 4
0.0 -
Control T,
150 250 4
*
e 200 4
§ 100 | . g
B 8 150
8 S -
B ) 100
=] 50 - =]
2 =
0 T 0 T
Control T, Control T,

79



IV - RESULTADOS

Figura 20: Efecto de T; sobre el metabolismo de HTs en DCs. Niveles de ARNm de D2 y D3, y proteicos de D2 y D3 se
evaluaron en DC control (Control) o DCs tratadas con 5 nM de T por 18 h (T3). (A) Analisis de gPCR para el ARNm de
D2 (panel izquierdo) y D3 (panel derecho). Los niveles de ARNm de D2 y D3 se cuantificaron en relacién a los de B-
Actina. Los resultados se indican como veces de cambio relativas a los niveles de ARNm del control. *** P <0,001; ns
= no significativo, frente al control. (B) Analisis por Western Blot de los niveles de proteina para D2 y D3. Los paneles
de la izquierda muestran las bandas representativas de cada proteina, D2 (panel superior) y D3 (panel inferior). El
control de carga se realizé con B-Actina. Los paneles de la derecha muestran el andlisis densitométrico de las bandas
de cada Western Blot. Los datos se expresan como media + DE (unidades arbitrarias, UA) y son parte de un
experimento representativo de 3 con resultados similares y llevados a cabo por triplicado. ** P <0,01; ns = no
significativo, comparado con el control.
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IV.3 Profundizacion del estudio de los efectos de HTs sobre las DCs.

IV.3.1 T, no induce maduracién ni cambios fenotipicos en DCs

Como fue comentado anteriormente, el laboratorio donde se realizé este trabajo de tesis
demostré que T; tiene efectos relevantes sobre la maduracién y la funcionalidad de las DCs
murinas (71, 72, 73, 75). No obstante, y a pesar de que se considera a T; la HT activa, la principal
HT liberada por la glandula tiroidea es T4, como también la de mayor concentracion sérica (19). Por
su parte, T, es captada por la DC aunque con mucha menor afinidad que T; y con una mayor
velocidad de eflujo de esta célula (Figura 10A y C, respectivamente). Todas estas evidencias
condujeron a la evaluacion del efecto de diferentes concentraciones de T, sobre un parametro
sensible a la accidén de T; sobre la DC: produccién y secrecién de IL-12, tal como fue reportado
oportunamente para T; (71). Para ello, DCs obtenidas de precursores de médula dsea fueron
incubadas por 18 h con concentraciones crecientes de T, (desde sub a suprafisiolégicas) y
posteriormente se determind la produccion y secrecién de IL-12 mediante citometria de flujo y

ELISA, respectivamente.

Como se observa en la Figura 20A, ninguna de las concentraciones de T, ensayadas (T, 10
nM o subfisioldgica, T, 100 nM o fisioldgica, T, 1 UM o suprafisiolégica) fue capaz de estimular la
produccién de IL-12 al tiempo evaluado. Por otro lado, cuando se determind la secrecion de IL-12
al sobrenadante celular, tampoco fue posible registrar cambios cuando se comparé la secrecién de

DCs no tratadas (Control) con las 3 concentraciones ensayadas de T, (Figura 20B).

Estos hallazgos, demuestran que T, no tendria efecto sobre la maduracién y la

funcionalidad de DCs. Sin embargo, dado que T, es denominada una pro-hormona (por su
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posterior conversion en sus células blanco a T;), se penso en la posibilidad de que para registrar

sus efectos, éstos se deberian evaluar con mayor tiempo de tratamiento.

En consecuencia, los ensayos de secrecion de IL-12 fueron evaluados a 3 diferentes
tiempos de tratamiento (18, 24 y 36 h). Como se muestra en la Figura 20C, ninguna de las
concentraciones de T, evaluadas fue capaz de modificar la secrecion de IL-12 en comparacion al

control.

Estos resultados permiten concluir que T, no ejerce efectos sobre la maduracion y
funcionalidad de la DC, al menos cuando éstos son evaluados mediante la produccién y secrecion

de IL-12.
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Figura 20: Efectos de T, sobre la produccion y secrecién de IL-12 en DCs. (A, B) DCs se incubaron con medio de
cultivo (Control), T3 (5 nM) o T, (10 nM, 100 nM o 1 M) durante 18 h. (A) los niveles de IL-12 intracelular se analizo
por citometria de flujo en DCs utilizando un anticuerpo anti-IL-12 conjugado con PE. Se muestran graficos
representativos de 3 experimentos independientes realizados por triplicado. (B) La secrecion de IL-12 se determind
en sobrenadantes de cultivo por ELISA. Los datos se expresan como media + DE de un experimento representativo
de 3 con resultados similares realizados por triplicado. *** P <0,001 frente a DCs control (Control). (C) Evaluacion del
efecto de diferentes concentraciones de T, (10 nM, 100 nM y 1 mM) sobre la secrecidon de IL-12 por ELISA a
diferentes tiempos de incubacion (18, 24 y 36 horas). Los datos se expresan como media + DE de un experimento
representativo de 3 con resultados similares realizados por triplicado. *** P <0,001 comparado con DCs control
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IV.3.2 Los efectos de T; sobre DCs involucran, al menos en parte, la accion de Esfingosina

Quinasaly/oll

Los reportes realizados por el laboratorio donde se realizd esta tesis, permitieron
demostrar que T; induce sus efectos sobre la maduracion y funcionalidad de DCs murinas a través
de un mecanismo que involucra al TRB1 (determinado in vitro e in vivo, (71, 75) y mediante vias
Akt y NF-kB dependientes (e independientes de PI3K). Aunque fosforilaciones de Erk1/2, p38 y Jun
quinasa parecerian no estar involucradas en la activacion de DCs mediada por T; (72), la via
intracelular involucrada en los efectos inducidos por Ts; sobre DCs permanece sin dilucidar
completamente. Un estudio realizado en el laboratorio de la Dra Graciela Cremaschi (Co-Directora
de este Trabajo de Tesis Doctoral) (91), demostrd por primera vez la interaccion de vias de accién
gendmicas y no-gendmicas que involucran la participacién de la “via de sefializacion intracelular
mediada por esfingolipidos”, como mediadora del efecto de las HTs sobre la proliferacion y
activacion de Li T. Considerando que ha sido demostrado que los mediadores de esta via de
sefializacion participan en la maduracidn, migracién y sobrevida de DCs (92, 93, 94, 95, 96), se
decidid iniciar el estudio de la participacion de esta via en el mecanismo de accién de T; a nivel de

DCs.

Numerosos autores han destacado la accién de Esfingosina Quinasa | y Il (SphK 1y II) en
eventos celulares relacionados a la maduracion y funcionalidad de DCs (92, 97). Estos datos
motivaron la evaluacidn de participacidn de SphK | y/o Il en los efectos de T; sobre DCs. Para ello,
se analizé el perfil de expresién del ARNm de SphK |y Il en DCs tratadas con T; (5 nM) durante 18
h, en comparacién con DCs no tratadas (Control). Como se observa en Figura 21A, T; es capaz de

aumentar la expresion de SphK I, no asi de SphK I. Estos resultados condujeron a evaluar el efecto
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de la inhibicién de la actividad de SphK Il (con el inhibidor quimico SKI, 5 nM) y la evaluacién de la

secreciéon de IL-12 por DCs luego del tratamiento con T; por 18 h.

La Figura 21B muestra que la presencia del inhibidor de la enzima SphK Il (SKI) induce una
reduccidn significativa de la secreciéon de IL-12 al medio de cultivo respecto de los niveles

registrados para el grupo tratado con T; (5 nM) solamente.

Considerando que estos ensayos han sido los primeros ejecutados con el fin de investigar
la participacién de la via intracelular mediada por esfingolipidos en DCs tratadas con Ts, sus
resultados permiten concluir que existe una participaciéon, al menos parcial, de algunos
mediadores involucrados (potencialmente Esfingosina-1-Fosfato, producto de la accién de SphK |y

II) en los mecanismos que T3 utiliza para gatillar sus efectos en estas células.

La profundizacién de estos estudios permitird aportar mayores evidencias acerca de la

participacién de esta via de sefalizacidn intracelular en los efectos inducidos por T a nivel de DCs.
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Figura 21: Inhibicion de Sphk-1 y Il en DCs. Niveles de ARNm de SphK | y Il se evaluaron en DCs control (Control) o
DCs tratadas con 5 nM de T3 por 18 h (Ts). (A) Analisis de qPCR para el ARNm de SphK [ (panel izquierdo) y SphK Il
(panel derecho). Los niveles de ARNm de SphK Iy Il se cuantificaron en relacion a los de B-Actina. Los resultados se
indican como veces de cambio relativas a los niveles de ARNm del control. *** P <0,001 frente a DCs control
(Control). (B) La secrecidn de IL-12 se determind en sobrenadantes de cultivo por ELISA. Los datos se expresan como
media = DE de un experimento representativo de 3 con resultados similares realizados por triplicado. *** P <0,001
comparado con DCs control (Control).
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Las HTs ejercen amplios efectos biolégicos en todas las especies de vertebrados. Sus
papeles criticos en la regulacion del crecimiento, desarrollo y metabolismo son particularmente
notables. La mayoria de los tejidos expresan alguna o varias isoformas del receptor de HTs y, por
lo tanto, son blanco de la accidon de estas hormonas. Es por ello, que las alteraciones en los
mecanismos de regulacidn de la disponibilidad de la hormona tiroidea o en su sefializacion tienen
el potencial para afectar muchos sistemas fisioldgicos, incluso generando diversos estados
patoldgicos (18). En este sentido, la potencia biolégica de las HTs se encuentra fuertemente
influenciada por su concentracién intracelular, que a su vez depende de a) la concentracién de
HTs circulante; b) el transporte de HTs a través de la membrana plasmatica; y ¢) la presencia de

Ds, que activan o inactivan HTs (20).

En este trabajo de Tesis Doctoral se investigaron los fendmenos asociados al transporte y
metabolismo de HTs en DCs, siguiendo una linea de investigacidon légica en base a los efectos que
estas hormonas ejercen sobre dichas células, y que fueron descriptos por nuestro grupo de
trabajo a lo largo de la Ultima década, como asi también se inicid la profundizacién del estudio de

los mecanismos moleculares asociados a los efectos mencionados.

Las DCs son células criticas para la toma de decisiones inmunoldgicas que deben integrar
sefiales de varias vias y receptores, incluyendo aquellas involucradas en la captacién y
reconocimiento de patrones, citoquinas pro-inflamatorias y hormonas, para determinar el tipo y
magnitud de las respuestas inmunes adaptativas. Desde el afio 2008 en adelante, hallazgos de
nuestro laboratorio describieron los efectos que T; produce sobre la maduracién y funcién de la
DC. Al respecto, nuestro grupo reporté que las DCs derivadas de médula ésea de ratdn expresan

TRB1 y que niveles fisioldgicos de la HT activa (T3) estimulan la maduracion de las mismas y la
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produccién de IL-12, aumentando la capacidad aloestimulatoria de linfocitos T y direccionando la
respuesta hacia un perfil Thl. Estos resultados revelaron efectos sobresalientes de T; en el inicio
de la inmunidad adaptativa, dotando a la DC ademas, de una mayor capacidad para estimular las
respuestas de células T citotdxicas, con profundas implicancias en la inmunoterapia basada en
DCs (71, 72, 73, 75). Por lo tanto, la accion de las HTs puede representar un blanco atractivo para
la manipulacién racional de la inmunogenicidad de DCs, ya sea sola o en combinacion con otras

estrategias inmunoterapéuticas (98).

Los resultados presentados en este trabajo de tesis destacan los mecanismos de
transporte de HTs a través de la membrana plasmatica de DCs y el metabolismo de dichas
hormonas dentro de la célula, eventos criticos para la accién hormonal a nivel celular. Hasta
donde sabemos, ambos mecanismos fueron escasa y sélo parcialmente estudiados en pocas
células del sistema inmune hasta la fecha (99, 100, 101, 102) y por lo tanto éste es el primer

estudio sistematico en el campo, realizado a nivel de DCs.

Por su parte, aunque varios efectos no gendmicos rapidos iniciados principalmente por T,
en la membrana plasmatica han sido reportados, se acepta que T, actUa principalmente como una
pro hormona a través de su conversién a T, proporcionando la mayor parte de los niveles de T
circulantes e iniciando la accion de HTs dentro de las células blanco (32). La proporcién de T;
plasmatica en comparacion a la de T; producida localmente varia entre los diferentes tejidos, en
aquellos con captacién y conversién local de HTs muy activas (como la corteza cerebral),
alrededor del 80% de la T; intracelular deriva de la T, sérica. En otros tejidos (rifién, por ejemplo)
esta fraccién es tan baja como un 13% (103). Resultados de esta tesis muestran que, de manera
diferente a lo reportado por Mascanfroniy col. para T;(71), el tratamiento de DCs con varias dosis

y a varios tiempos de exposicidon con T, no tiene ningun efecto sobre la produccién y secrecion de
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IL-12, marcador muy sensible de la accidon de T; a nivel de DCs. Estos resultados nos sugieren
fuertemente que la respuesta de las DCs murinas a las HTs seria mediada, principalmente por
efecto directo que T; ejerce sobre estas células. Cabe mencionar que en algunos tejidos,
particularmente el SNC, la T; derivada de la deiodinacién de T, mediada por D2 parece actuar en
otras células, distintas a las que dieron origen a ésta (10). Por lo tanto, aunque T, es la principal
HT circulante, T; también podria ser suministrada a las DCs desde otras células vecinas en sus
sitios de maduracién, ganglios linfaticos y bazo, por ejemplo. Teniendo en cuenta los eventos
reportados previamente inducidos por T; sobre las caracteristicas de DCs y sobre su funcién (71,
75), este enunciado parece racional en el contexto de una restriccion de la activacion indebida de
DCs en circulacién para preservar la precisién de las respuestas inmunes adaptativas. Otros
hallazgos que se discutirdn a lo largo de esta seccidén favoreceran la comprension de la falta de

efecto de T4, principalmente los relacionados a su transporte y metabolizacién celular.

Como se ha mencionado anteriormente, la actividad biolégica de HTs depende de la
concentracién de T; intracelular, controlada por el transporte de HTs a través de las membranas
de las DCs y el metabolismo de dichas hormonas dentro de estas células. En este sentido, los
resultados obtenidos en este trabajo de Tesis abren el conocimiento sobre ambos eventos a nivel
de DCs, punto crucial para el destino del sistema inmune expuesto a patégenos o sefiales de
dafio. Los hallazgos obtenidos muestran que ambos transportadores, MCT10 y LAT2, estan
presentes en la DC a nivel de ARNm y proteina. Friesema y col., (104) demostraron que MCT10 es
tan activo para el transporte de HTs como MCTS, el principal y mas estudiado THT debido a su
expresion en el cerebro, cuya mutacidon conduce al sindrome de Allan-Herndon-Dudley (24).
Aungque en la literatura disponible se encuentre escasa informacion sobre la expresion de THTs en
las células del sistema inmune, merece destacarse que neutrdfilos murinos expresan ARNm de

MCT10 pero no de MCT8 (102), y que la linea celular de macréfagos RAW264.7 también expresa
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ARNmM de MCT10 pero tampoco expresa ARNm de MCT8 ni de OCTP1C1 (105), en consonancia
con nuestros resultados. Es importante subrayar que los macrofagos estan filogenética- y
funcionalmente relacionados a las DCs, y fue reportado que macroéfagos derivados de la médula
dsea de raton también experimentan efectos dependientes de T; (106), aunque el mecanismo de

transporte HTs en estas células aun no fue evaluado.

El andlisis exhaustivo del mecanismo de transporte de HTs revelé que las DCs son mas
eficaces transportando T; que T, hallazgo en consonancia con la expresién y preferencia de
transporte para MCT10 y LAT2 reportadas en varios sistemas (87, 104). De acuerdo a estos
resultados, la captacién de T; en DCs es mediada por un mecanismo independiente de la
presencia de sodio en el medio, tal como se habia descripto para el transporte de HTs mediante

MCT10y LAT2 (88, 89).

En relacién a los parametros cinéticos del transporte de HTs y para las concentraciones de
HTs que fueron evaluadas, el proceso de captacion de T; exhibié tanto un componente saturable
como asi también un componente no saturable, en estrecho acuerdo con el transporte de HTs en
otras células (86, 87). Es importante subrayar, que el transporte no saturable podria reflejar la
difusidn de HTs a través de la membrana celular y/o un sistema de transporte con valores de Km
en el rango milimolar por mediadores aulin no identificados (86). Por otro lado, cuando se adiciona
Ts; no radiomarcada, el proceso saturable muestra una reducciéon en la captacién de [**1]-T,
dependiente de la dosis, con una Km aparente 10 veces por debajo de la concentracién de T,
necesaria para inhibir el 50% de esta captacién (0,76 UM vs. 7,78 uM). Estos valores de Km e IC50
para T3 y T, respectivamente, son similares a aquellos previamente reportados para la captacidn
de ambas HTs por los principales THTs (87). Es importante destacar, que el analisis cinético

detallado de la captacién de [**°1]-T, no fue posible debido a su baja magnitud. En conjunto, estos
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resultados cinéticos proporcionan una mayor evidencia en relacion al transporte preferente de T;
por sobre T, a nivel de DCs, y dan un soporte adicional a la falta de efectos de T, sobre la funcion

de DCs, al menos en los tiempos y concentraciones evaluados.

Los resultados del estudio del transporte de T; en DCs en presencia de inhibidores
selectivos de MCT10 y LAT2 sugieren fuertemente el papel principal de MCT10 en el transporte de
T; en DCs. De acuerdo con estos hallazgos, se informd anteriormente que los LATs presentan
menor afinidad que los MCTs para transportar HTs (107), y un informe reciente reveld que LAT2
exhibe una mayor afinidad por 3, 3'-diiodotironina (T,, una iodotironina que sélo ejerce pocos
efectos bioldgicos), una menor para T; y ninguna afinidad para T, (89), lo que refuerza la evidencia
de que LAT2 exhibiria una participacién menor en la captacion de T; a través de la membrana de
la DC. Merece destacarse también que MCT10 parece facilitar el transporte bidireccional de T; y
T, a través de la membrana plasmatica (104), aunque se sugiri6 que desempefia un papel
prominente en el eflujo de T; de las células (108). En este sentido y teniendo en cuenta la
preferencia de MCT10 para el transporte de Ts, el mayor eflujo de T, que T; desde las DCs podria
ser debido, al menos en parte, a otros moduladores conocidos y desconocidos del mecanismo de
accion de HTs dentro de la célula. En relacidn a ello, se ha reportado a p-cristallin o CRYM, como
una proteina citoplasmdtica de unién a T; dependiente de NADPH, que se une a T; con mayor
afinidad que T, y que es un regulador clave de la biodisponibilidad intracelular de T; (109). La
profundizacién del estudio de la accién de T; dentro de la DC favorecera el esclarecimiento de
este proceso, actualmente en estudio en el laboratorio donde se realizd este trabajo de Tesis

Doctoral.

Sorprendentemente, mientras que el ARNm de MCT10 y LAT2, y los niveles de sus

proteinas se incrementaron después de tratamiento de DCs con T3, la velocidad del eflujo de T;



V - DISCUSION

(pero no su captacion) se incrementd en comparacion con las células no tratadas. Estos resultados
podrian estar relacionados, al menos en parte, a la funcidn preferible de MCT10 por el eflujo de T;
(108). A la inversa, la captacion de T, se incrementd en DCs tratadas con T;. Aunque bajo esta
circunstancia la entrada de T, a las DCs puede ser favorecida como un mecanismo compensatorio
para contrarrestar la caida en el nivel intracelular T, la captaciéon de T, es significativamente
menor que la de T3 en todos los tiempos evaluados. Estos hallazgos podrian estar involucrados en
la depuracién de T; de las DCs, manteniendo un balance homeostatico y restringiendo la accion

de HTs posterior a la activacién de dichas células.

Puesto que los niveles de HTs fluctian muy levemente en el plasma de individuos sanos,
los procesos metabdlicos que responden a HTs son activados y desactivados por estas hormonas a
través de vias de deiodinacién que tienen lugar dentro de la misma célula blanco. Por lo tanto,
existe una compleja red de mecanismos que regulan la expresion y actividad de deiodinasas de
iodotironinas, mediando una rapida modificacion de la sefializacién dependiente de HTs en una
célula especifica (19). Aunque este mecanismo también deberia tener lugar en las células del
sistema inmune que responden a HTs, la expresién de Deiodinasas de lodotironinas se ha
reportado solo en algunos tipos de estas células. Estos reportes incluyen la expresiéon de la
proteina D3 en granulocitos y macréfagos de un modelo experimental de rata de encefalomielitis
alérgica experimental (99), la deteccién de D3 por inmunocitoquimica en las células inflamatorias
gue rodean a un absceso local (99), la expresion de niveles basales del ARNm de D2 en la linea
celular de macréfago RAW264.7 (que aumenta después del tratamiento con LPS) con niveles de
ARNm de D1 y D3 bajo el limite de deteccidn (105), y la expresion del ARNm de D2 y D3 en
leucocitos de hamster (101). Varios autores reportaron que el metabolismo de HTs en neutrdfilos
fagociticos resulta en la produccién de iodo inorgdnico importante para la funcion de estas células

(110, 111), sugiriendo una vinculacién con Ds. Por otro lado, Kwakkel y col., (105) describieron un
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aumento en la actividad de D2 en procesos inflamatorios agudos y/o crénicos. Estos son algunos
de los escasos reportes sobre actividad deiodinasa de Ds en células de linaje inmune producidos

hasta el momento.

De igual manera que con el transporte de HTs, nuestros resultados proporcionan el primer
reporte sobre el metabolismo de HTs en DCs murinas, abarcando todo el proceso metabdlico
desde las expresiones y las actividades de Ds, hasta su regulacion por parte de la propia Ts. Al
respecto, los resultados muestran la expresién de ARNm de D2 y D3 en DCs, pero no de D1. Este
perfil de expresidn no es sorprendente, ya que se asemeja al perfil de muchas células que
responden a HTs, donde tanto D2 como D3 estan principalmente involucradas en el control de la
accion de HTs a nivel celular (19). Por el contrario, D1, una enzima de alto Km (107-10° M)
expresada preferentemente en higado, rifdn, tiroides y pituitaria, contribuye principalmente a la
circulacion de T3 y actia como una enzima de barrido, muy importante en el reciclaje de iodo
desde iodotironinas menores y biolégicamente inactivas (112, 113). Por otra parte, dado que D1
se encuentra en la membrana plasmatica y tiene baja afinidad por T4, la T; generada por D1
difunde rdpidamente de las células y llega al plasma sin afectar sensiblemente las concentraciones
intracelulares de T3 (13). Cabe sefialar que los niveles de proteina de D3 y su actividad enzimatica
son mayores que los de D2. Por otra parte, teniendo en cuenta que ambas enzimas exhiben Km
bajo (rango nM, (8)), pero que D3 tiene una vida media mas larga que D2 (114), se sugiere un
mayor papel de la inactivacion de T; por D3 que de la generacidn intracelular de T; por actividad
de D2 sobre T,. Estos resultados son esperables debido a la escasa captacién de T, por la célula 'y
manifiestan otro mecanismo de control celular sobre la accién de T; en DCs, favoreciendo su
inactivacion. Como D3 también cataliza la inactivaciéon de T, por su conversién al metabolito
inactivo rTs, la pequefia cantidad de T, que ingresa a las DCs podria ser también sensible a dicha

inactivacion, aportando mayores evidencias de la falta de efecto de T, en estas células. Estos
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resultados poseen una gran relevancia ya que este mecanismo podria estar involucrado en el
control de la accién de T; en DCs para evitar la perpetuacién de la respuesta proinflamatoria
inducida a través del perfil Th1 y la actividad de las células T citotdxicas desencadenada por T; (71,
75). Si se consideran en conjunto, los resultados que muestran una baja captacion de T, por las
DCs y aquellos que revelan una disminucién de la activacién de HTs por D2 dentro de la célula,
debe mencionarse nuevamente que T; puede ser suministrada a las DCs en parte desde el medio
extracelular. Sin embargo, como ya fuese mencionado, T; también podria ser producida por
actividad de D2 sobre T, en las células vecinas en sus sitios de activaciéon (10). Dado que es
esperable que las DCs estén en estado inmaduro en circulacién, se podria hipotetizar que esta
segunda fuente de T; poseeria una magnitud suficiente para modular el funcionamiento de las
DCs, y desempefiaria un papel importante en el control del lugar preciso de maduracién de estas

células.

Los resultados muestran que el efecto de T3 sobre el aumento de la expresion y actividad
de D3 es mds evidente que la reduccién de D2 en DCs, indicando que la actividad celular de T;
debe ser finamente regulada en estas células. Estos resultados observados en relacién a la
regulacién de deiodinasas de iodotironinas por T; a nivel de la DC estdn de acuerdo con muchos
autores (112, 115) que reportaron que las fluctuaciones en las concentraciones de T; y T, podrian
conducir a cambios homeostaticos reciprocos en la actividad de D2 y D3. De hecho, a medida que
las concentraciones de T; aumentan, la expresion del ARNm de D3 se incrementa, aumentando la
depuracion de Ts;; mientras que la expresion del ARNm de D2 decae modestamente,
disminuyendo la produccidn de T;. Por el contrario, si las concentraciones de T; descienden, una
disminucién de la via de D3 atenuard la eliminacion de Ts;. Ademas, se ha demostrado que la
degradacion mediada por ubiquitina de D2 regula la activacidon de HTs en varios tejidos. En esta

situacioén, la degradacién proteasomal de D2 mediada por ubiquitina, se incrementa después de la
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exposicidn al sustrato (T.), y representa un mecanismo post translacional rapido y sensible para
controlar y limitar la actividad de D2, y por consecuencia la produccién de T; (116). Teniendo en
cuenta la baja magnitud de la captacién de T, por las DCs, este mecanismo dificilmente podria

tener lugar en estas células, aunque no puede ser descartado.

A continuacién, se muestra un Esquema Integrador de los resultados obtenidos en esta
parte del trabajo de Tesis Doctoral y referidos a la caracterizacion de los eventos de Transporte y

Metabolismo de HTs en DCs, y la regulacion de los mismos por efecto de T; (Figura 22).
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Figura 22: Esquema Integrador Transporte y Metabolismo de HTs en DCs. Resumen de los
resultados de esta parte del trabajo de Tesis Doctoral, que permitieron describir la presencia de
proteinas involucradas en los fenémenos de Transporte y Metabolismo de HTs en DCs, y su
regulacion por parte de Ts. Las flechas con lineas completas indican mayor preferencia del THT
para dicho proceso que las flechas con lineas punteadas.
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Por otro lado, en este trabajo de Tesis Doctoral se inicid el estudio de la participacién de la
via intracelular mediada por los esfingolipidos en los efectos registrados por T; sobre DCs, y
mediados por la activacion de Akt independientemente de PI3K (72). En este sentido, reportes
previos aportaron evidencia de que ciertos esfingolipidos se ven involucrados en la activacion no-
clasica de Akt (38, 39, 40). Otros autores han destacado también la acciéon de SphK | y Il en
eventos celulares relacionados a la maduracién y funcionalidad de DCs (92, 97), motivando la
busqueda de hallazgos que permitan dilucidar el rol que estas enzimas pueden cumplir en la
sefializacion dependiente de T; en DCs. Los resultados obtenidos en este trabajo de Tesis Doctoral
demostraron que T; incrementd la expresion de SphK I, no asi de SphK |. Ademds, éstos
mostraron que la inhibicidn de la actividad de ambas enzimas indujo una reduccidn significativa
de la secrecion de IL-12 al medio de cultivo respecto de los niveles registrados para las DCs
estimuladas con Ti. Si bien estos resultados son muy preliminares, los hallazgos obtenidos
permiten inferir la potencial relacién existente entre mediadores de la via intracelular mediadas
por esfingolipidos y los efectos de T; descriptos anteriormente a nivel de las caracteristicas y
funcionalidad de las DCs (71, 75), tal como fuese descripto en otros tipos celulares blanco de la
accion de estas hormonas (33, 91). La profundizacién de este estudio, actualmente en curso en el

laboratorio donde se realizo este trabajo de Tesis Doctoral, permitira dilucidar estos eventos.



V - DISCUSION

En conclusién, nuestros resultados subrayan con mayor detalle la accidon de HTs a nivel de
DCs, revelando el papel preferencial de T; sobre T,4, describiendo los mecanismos de transporte de
HTs y deiodinacidn de iodotironinas en estas células y vislumbrando la participacion de la via de
sefializacion intracelular de las esfingomielinas en los efectos de dicha HT sobre las caracteristicas
y funcionalidad de las DCs. Los resultados obtenidos amplian el conocimiento del efecto de HTs en
la iniciacidén de la respuesta inmune y su rol dirigiendo la inmunidad adaptativa. Ademas, estos
hallazgos tienen profundas implicaciones en la inmunopatologia, incluyendo el cancer y las
manifestaciones autoinmunes de la glandula tiroides en la encrucijada de los sistemas inmune y
endocrino. Cabe sefialar la relevancia de estos resultados con respecto a los efectos registrados
de T; en el funcionamiento de la DC, ya que el conocimiento del transporte y el metabolismo de
las HTs en DCs provee valiosas herramientas para manipular el potencial inmunogénico de estas
células, abriendo la posibilidad de regular positivamente el desarrollo de inmunidad protectora o

negativamente controlando la generacién de inflamacidn tiroidea autoinmune.

Es importante resaltar que estos resultados fueron presentados en diversas reuniones
cientificas internacionales, nacionales y locales. Ademas, la mayor parte de los resultados de este
trabajo de Tesis Doctoral fueron recientemente publicados en la revista “Journal of

Endocrinology”, como se menciona al final de este trabajo de Tesis Dcotoral.



VI - CONCLUSION GENERAL

Los hallazgos que en este trabajo de Tesis Doctoral se describen proveen un mayor
entendimiento de la interrelacion entre el sistema inmune y el sistema enddcrino, ya que
profundizan el conocimiento de los eventos moleculares que estan vinculados al efecto de HTs
sobre la DC. Ademas, y si bien los mismos ameritan ser estudiados en mayor profundidad, estos
reportes confirman suposiciones previas en relacion a los efectos previamente descriptos para T;

sobre este tipo de célula inmune.

Por su parte, siendo las patologias relacionadas con la glandula tiroides las disfunciones
enddcrinas mas comunes, nuestras observaciones pueden contribuir a la comprension de las bases
moleculares de las patologias tiroideas mediadas por el sistema inmune y de las consecuencias

inmunoldgicas de los desérdenes hipo e hipertiroideos.

Finalmente, vale destacar que el conocimiento del Transporte y el Metabolismo de las HTs en
DCs provee valiosas herramientas para manipular el potencial inmunogénico de estas células,
abriendo la posibilidad de regular positivamente el desarrollo de inmunidad protectora o

negativamente controlando la generaciéon de inflamacidn tiroidea autoinmune.
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